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par les différents contre-récepteurs qui
déterminent la nature des réponses biolo-
giques [4]. Les galectines induisent des
effets contrastés sur la croissance cellu-
laire, et l’effet biologique observé - proli-
fération ou apoptose - dépend du type
cellulaire et du statut d’activation cellu-
laire. Par exemple, il a été rapporté que
GAL1 pouvait à la fois jouer un rôle d’inhi-
bition de la prolifération sur les cellules T,
et promouvoir la prolifération des cellules
endothéliales vasculaires. Les galectines
jouent aussi un rôle crucial dans les pro-
cessus de transformation cellulaire et dans
la formation des métastases.
Il nous reste à déterminer quel est le rôle
physiologique de GAL1 sur les cellules pré-
B. La propriété remarquable qu’a cette
lectine d’organiser - à l’interface entre le
précurseur B et la cellule stromale - un
réseau de contre-récepteurs glycosylés
dans lequel le pré-BCR est engagé et sti-
mulé laisse présager un rôle fonctionnel

déterminant d’une telle organisation in
vivo. Compte tenu de la perte de la popu-
lation pré-B chez les souris SLC-/- [5], la
formation de la synapse entre les cellules
pré-B et stromales pourrait être essen-
tielle pour stimuler l’entrée en cycle des
cellules pré-B et pour assurer la transition
entre les grandes et les petites cellules
pré-B, qui caractérise la différenciation
lymphocytaire. ◊
Galectin-1 is a ligand 
for the pre-B cell receptor
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> La séquence complète d’un génome
eucaryote fut obtenue pour la première
fois en 1996 chez la levure de boulanger
Saccharomyces cerevisiae [1]. Il apparut
alors que la moitié des gènes avaient
échappé aux cribles de la mutagenèse
classique et que, pour bon nombre
d’entre eux, leur fonction ne pouvait être
prédite par l’analyse de leur séquence.
Des études d’analyse fonctionnelle
furent alors développées chez S. cerevi-
siae, comme le projet EUROFAN, financé
par la Commission européenne, qui
conduisit au clonage et à la délétion
individuelle de 700 gènes de S. cerevisiae
de fonction totalement inconnue
(http://mips.gsf.de/proj/eurofan/index.

html). Récemment, un consortium amé-
ricano-européen a construit 5 916
mutants délétés, soit une collection
presque complète du génome (96,5 % des
phases ouvertes de lecture annotées
[ORF, open reading frame] de S. cerevi-
siae) [2-3]. Chaque gène a été remplacé
par une cassette de délétion contenant
le gène bactérien KanR responsable chez
la levure de la résistance à la généticine
[4], et de part et d’autre de celui-ci,
deux séquences de 20 nucléotides dis-
tinctes et différentes pour chaque délé-
tion (Figure 1). Ces séquences, qui
constituent des code-barres caractéri-
sant spécifiquement chaque gène délété,
permettent d’analyser en parallèle un

mélange de souches délétées. La collec-
tion de souches délétées est cultivée
dans un milieu donné et des échantillons
cellulaires sont prélevés au cours de la
croissance. L’ADN des cassettes de délé-
tion est extrait et amplifié par PCR grâce
à deux oligonucléotides communs à
toutes les cassettes de délétion, puis il
est hybridé à des puces à ADN
Affymétrix® correspondant aux 11 832
code-barres des cassettes de délétion.
Dans un mélange de souches, l’abon-
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dance d’une souche particulière, quanti-
fiée par l’intensité du signal obtenu sur
les puces à ADN, permet d’estimer son
aptitude à la croissance et d’en déduire
l’avantage ou le désavantage sélectif
conféré par une délétion donnée dans
des conditions de culture définies
(Figure 2). Ainsi, si un gène est néces-
saire à la croissance dans des conditions
données, l’intensité du signal correspon-
dant au code-barre de sa délétion dimi-
nuera rapidement au cours de la crois-
sance dans ces conditions.
Cette approche a été utilisée pour iden-
tifier les gènes de levure impliqués dans
la respiration mitochondriale. L’ADN
mitochondrial ne code que pour un petit
nombre des polypeptides des complexes
de la chaîne respiratoire et de l’ATP-
synthase, la grande majorité des pro-
téines mitochondriales étant codées par
l’ADN nucléaire et importées dans la
mitochondrie. On estime qu’à peine 60 %
des protéines mitochondriales ont été
identifiées. Quatre mille sept cent-six
souches homozygotes délétées ont été
cultivées sur 9 milieux discriminants
pour la fonction respiratoire, contenant,
par exemple, une source carbonée fer-
mentescible comme le glucose, ou non
fermentescible comme le glycérol, ou
bien encore un agent découplant tel que
le dinitrophénol qui perméabilise la
membrane mitochondriale aux protons

(Figure 2). La validité de la méthode a
été vérifiée sur les 425 ORF mitochon-
driales de levure déjà connues, dont il a
fallu soustraire 72 ORF non analysables
pour diverses raisons (délétion létale ou
impossible à réaliser, signal trop faible
pour l’analyse sur puce à ADN). Sur les
353 ORF restantes qui produisent un
signal quantifiable, 201 mutants pro-
duisent un signal plus faible en milieu
non fermentescible qu’en milieu fer-
mentescible et sont donc spécifique-
ment affectés dans la respiration. Dans
un second temps, les 4 706 souches
délétées ont été classées en quatre
catégories d’après leur profil en milieu
respiratoire, la classe III (466 gènes)
correspondant aux souches spécifique-
ment affectées en présence de glycérol
(conditions respiratoires). Cette classi-
fication a permis de découvrir 161 nou-
velles protéines, de localisation subcel-
lulaire et de fonction inconnues, impli-
quées dans la respiration mitochon-
driale. La moitié d’entre elles contien-
nent un signal d’adressage à la mito-
chondrie, ou sont spécifiquement
homologues à des protéines de
Rickettsia prowazekii, considérée com-
me la bactérie la plus proche de la mito-
chondrie. Par ailleurs, 104 protéines non
mitochondriales, ayant des fonctions
variées au sein de la cellule, affectent
également la respiration. L’identifi-

cation de telles protéines est particuliè-
rement intéressante pour comprendre
comment les mitochondries sont inté-
grées dans les réseaux métaboliques
intracellulaires.
Les gènes assurant les fonctions de
base de la cellule ont été conservés au
cours de l’évolution chez l’ensemble des
eucaryotes, et la levure s’est révélée un
outil particulièrement utile dans l’iden-
tification des gènes nucléaires impli-
qués dans des maladies mitochon-
driales chez l’homme [5]. En effet,
lorsqu’un gène impliqué dans une mala-
die génétique est cartographié sur un
chromosome, il est souvent utile de
rechercher son homologue chez la
levure. Dans le cas des gènes impliqués
dans la respiration, 255 orthologues
humains des gènes de levure de la
classe III ont été identifiés, dont 21
sont connus pour leur implication dans
des maladies mitochondriales. Pour
sept maladies mitochondriales dont les
gènes ont été cartographiés approxi-
mativement dans une région détermi-
née d’un chromosome, onze nouveaux
gènes candidats ont été proposés, du
fait de leur présence dans la région
génomique cartographiée et de leur
homologie avec les gènes de classe III
nouvellement identifiés.
Les banques de génomique fonction-
nelle mitochondriale dont nous déplo-
rions l’absence récemment [5] ont
maintenant été construites. Elles pré-
sentent cependant quelques imperfec-
tions. Les mutants de délétion ont logi-
quement été réalisés dans la souche de
S. cerevisiae utilisée pour le séquen-
çage du génome : malheureusement,
cette souche de laboratoire contient
déjà des mutations qui affectent la res-
piration et ne représente donc pas le
modèle idéal pour l’étude de la respira-
tion. De plus, un certain nombre de
gènes ont échappé à cette analyse. Ce
sont, d’une part, les gènes essentiels
et, d’autre part, les gènes redondants
dont le phénotype de déficience ne
pourrait être décelé que par des délé-
tions simultanées. Enfin, certaines
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Figure 1. Cassette utilisée pour la délétion systématique des gènes de Saccharomyces cerevisiae.
La cassette contient le gène KanR sous le contrôle d’un promoteur reconnu par S. cerevisiae, deux
séquences « code-barres » Tag1 et Tag2 spécifiques de chaque délétion, les séquences U1 et U2
communes à toutes les cassettes qui sont utilisées pour l’amplification simultanée de ces der-
nières, et 40 bases homologues au génome de levure, de part et d’autre du gène à déléter. Après
transformation de la levure, la cassette se substitue au gène par recombinaison homologue.

Recombinaison homologue

CASSETTE DE DÉLÉTION

Levure U1 Tag1 U2Tag2 Levure

Chromosome

ChromosomeORF

KanR



délétions sont associées à de l’aneu-
ploïdie qui pourrait masquer certains
phénotypes [6]. De façon inattendue,
certaines délétions de gènes ayant une
fonction connue et apparemment non
liée aux fonctions mitochondriales sont
défavorables à la croissance cellulaire
en milieu respiratoire et sont ainsi sus-
ceptibles d’éclairer sous un jour nou-
veau les relations de la mitochondrie
avec les autres compartiments de la cel-
lule. Cependant, il convient de vérifier
que le phénotype mitochondrial observé
ne résulte pas de mutations secondaires
produites dans le génome lors de la
transformation de la levure avec la cas-
sette de délétion [6]. Enfin, le nombre
de gènes considérés comme nouveaux
nous semble surestimé, certains d’entre
eux ayant déjà fait l’objet de publica-
tions.
L’identification de nouvelles protéines
mitochondriales a également progressé
par d’autres approches, comme l’ana-
lyse par spectrométrie de masse de
fragments peptidiques provenant de
mitochondries de levure purifiées [7].
Par ailleurs, l’analyse des profils d’ex-
pression du génome de S. cerevisiae
dans 300 conditions différentes a permis
de classer les gènes de levure en classes
fonctionnelles [8], et en particulier
d’identifier de nouvelles protéines
jouant un rôle dans la mitochondrie.
Cette approche expérimentale est
cependant beaucoup plus lourde, et
l’accès public aux résultats malaisé. Au
contraire, l’étude fonctionnelle des
souches délétées de S. cerevisiae, favori-
sée par le libre accès aux résultats obte-
nus pour chaque souche et aux listes des
gènes de la classe III et de ses homologues
humains (http://www-deletion.stanford.
edu/YDPM/YDPM_index.html), constitue
une source d’une richesse inestimable
pour les recherches futures des fonc-
tions de la mitochondrie chez la levure
et chez l’homme, et en particulier pour
la recherche des gènes responsables des
maladies mitochondriales [9]. ◊
Yeast, a model to unravel 
mitochondrial diseases?
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Figure 2. Profil de croissance d’une souche délétée de la classe III.
L’intensité du signal détecté sur les puces à ADN diminue plus len-
tement en présence de glucose (conditions non respiratoires ou
fermentescibles) qu’en présence de glycérol (conditions respira-
toires obligatoires ou non fermentescibles), situation au cours de
laquelle la croissance de la souche s’arrête très rapidement.
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