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tionnés négativement, et donc éliminés.
Cette interprétation des résultats n’ex-
plique cependant pas la prédominance
de la réaction autoimmune envers les
structures articulaires ; en effet, si le
défaut de signalisation par Zap-70
conduit @ une sélection de lymphocytes
T réagissant contre des antigenes du soi,
on s’attend a trouver d’autres signes
d’auto-immunité.

Depuis dix ans maintenant, I"importance
de la tyrosine kinase Zap-70 dans
la réponse des lymphocytes T est recon-
nue. Cependant, cette protéine n’a pas
encore livré tous ses secrets. Par
exemple, alors que I’on pensait que cette
kinase était spécifiquement exprimée
dans les lymphocytes T, son expression
est aujourd’hui utilisée comme marqueur
pronostique chez les patients atteints de
leucémies lymphoides chroniques B [6].
Il reste donc encore beaucoup a découvrir
sur les divers roles de ZAP-70. ¢

ZAP 70 and arthritis
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Figure 1. Les cascades de signalisation induites par "activation de Zap-70. La reconnaissance

par le TCR (T cell receptor) de son ligand, sous la forme d’un complexe peptide + CMH (complexe

majeur d’histocompatibilité), présenté par la cellule présentatrice d’antigéne induit la phos-

phorylation des motifs ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) du complexe

TCR/CD3-C. Cela permet I'association de la tyrosine kinase Zap-70 au TCR. Zap-70, une tyrosine

kinase activée par phosphorylation, modifie "activité de plusieurs enzymes en les phosphorylant,

entrainant ainsi le déclenchement de plusieurs voies de signalisation indispensables a la réponse

immune T.
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De la levure et des hommes

Claude Jacq

> U'apport de la levure a la condition
humaine date au moins de I'utilisation du
pain et du vin ; toutefois, depuis une
dizaine d’années, avec la connaissance
complete du génome de la levure
Saccharomyces cerevisisae, la levure a
une importance essentielle dans le déve-
loppement des techniques et des connais-

sances postgénomiques. Avec ses quelque
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résoudre des questions
touchant directement a la
santé humaine. Nous pen-
sons tous que la médecine
va devenir de plus en plus
«intelligente», et que, en
particulier, nous connaitrons précisément
le mode d’action des médicaments que
nous utilisons. La route est toutefois
longue et tortueuse car la cellule n’offre
pas une réponse simple a la présence d’un

produit chimique nouveau dans son envi-



ronnement ; "approche de P.Y. Lumet al. a
I’avantage de proposer une stratégie effi-
cace pour déterminer quels genes, et donc
quelles protéines, interagissent avec un
produit chimique exogene. Bien siir, la

question n’est pas nouvelle et, en ce qui
concerne I'aspect in vivo, des approches
génétiques conduites depuis des décen-
nies chez la levure ont déja apporté cer-

taines informations. Toute-fois, I'intérét

de ce travail est de montrer comment I’uti-
lisation in-telligente des données géno-
miques peut permettre de répondre d cette
question de fagon tellement efficace que
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Figure 1. Stratégie pour isoler les génes cibles d’une drogue dans une population de levure ayant des délétions hétérozygotes de genes potentiellement
cibles, ou fitness profiling. Dans une premiere étape (A), les populations étiquettées et portant une délétion hétérozygote sont cultivées en I’absence ou
en présence de la drogue dont on recherche les cibles. Dans une seconde étape (B), I’ADN génomique est isolé de ces cultures; puis les «codes barres »
sont amplifiés par PCR (C), marqués par les fluorochromes Cy3 ou Cy5, selon que les populations étaient cultivées en I’absence ou en présence de la

drogue, et hybridés (D) sur des puces. Uintensité des signaux apres hybridation est fonction de I’abondance des étiquettes dans le pool (d’apres [1]).
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large gamme des chimiothérapies actuel-
lement en usage, ont pu étre étudiés.

Les auteurs ont exploité Iobservation
préalable selon laquelle une cellule hété-
rozygote - 'un des alléles correspondant
ala destruction d’un géne important pour
la réponse cellulaire au produit chimique
étudié - croit moins vite qu’une cellule
sauvage lorsqu’elle est exposée a ce nou-
vel environnement chimique [2]. Les
auteurs ont ensuite mis au point des
conditions de croissance permettant
d’établir un différentiel de croissance
entre les deux types de souches: pré-
sence ou absence d’un alléle impliqué
dans laréponse au composé étudié. Cette
sélection par la croissance (fitness) per-
met donc de trier les souches, donc les
genes, sensibles au composé étudié. Pour
ce travail, plus de 3 500 souches ont été
construites, et dans chacune, un geéne
différent était détruit (knock-out). Cette
destruction du gene a été réalisée de
telle fagon que I'introduction d’une éti-
quette y était couplée, permettant
ensuite de caractériser rapidement cha-
cune des cicatrices correspondant, dans
le génome, a I'absence du gene. £n effet,
ce tri naturel lié a la différence de vitesse
de croissance doit étre associé a un
moyen efficace pour quantifier, dans le
mélange des 3 500 souches, chacun des
alleles impliqué. Pour cela, chaque
souche portant une délétion d’un gene
porte en plus une séquence spécifique,
sorte de «code-barre» qui permettra,
aprés amplification et marquage des
séquences par PCR, de quantifier chaque
allele en utilisant des puces a ADN. Ainsi,
apres avoir laissé s’écouler le temps
nécessaire a la production de 20 généra-
tions en présence d’un composé chi-
mique, la population peut étre quantita-
tivement analysée et les genes cibles de
ce composé identifiés.

Certains résultats déja connus, en parti-
culier par des approches génétiques, ont
été confirmés et beaucoup d’observa-
tions nouvelles ont été acquises. Ainsi,
par exemple, cette approche a permis de
montrer que le 5-fluoro-uracile (5-FU),
un composé utilisé dans le traitement

M/Sn° 5, vol. 20, mai 2004

des tumeurs solides, agissait sur sept
génes qui codent pour des éléments de
I’exosome et contrdlent la maturation
des ARN ribosomiques. Cette observation
renforce I'idée que le rle antiprolifératif
du 5-FU résulte de 'inhibition du méta-
bolisme de "ARN, ce qui n’était pas I’hy-
pothése dominante, et que I’addition
d’uridine au cours du traitement diminue
la toxicité et les effets pro-apoptotiques
de ce médicament.

Un autre exemple est lié a I’étude de la
molsidomine, un vasodilatateur utilisé en
angiologie depuis une dizaine d’années.
Uétude dans la levure a montré que le
géne codant pour la lanostérol synthase
(ERGT) est une cible de la molsidomine.
Forts de ce résultat, les auteurs ont mon-
tré que, in vitro, la lanostérol synthase de
plusieurs organismes pouvait effective-
ment étre inhibée par la molsidomine. On
savait déja que la molsidomine diminue
le taux de cholestérol chez ’homme et
chez le rat ; cette étude offre une expli-
cation mécanistique de 'activité de ce
médicament, ce qui, trés probablement,
devrait permettre d’améliorer ses perfor-
mances. De nombreuses autres observa-
tions riches de perspectives médicales
sont présentées dans cette étude
concernant 78 composés chimiques.

Bien siir, les auteurs eux-mémes men-
tionnent que I’utilisation comme crible
de la levure, et I'approche qu’ils décri-
vent dans 'article de Cell en particulier,
ne peuvent sans doute pas permettre
d’identifier les cibles de tous les compo-
sés chimiques. Certaines de ces cibles
n’existent pas chez la levure, et si elles
existent, des effets indirects peuvent les
masquer. Toutefois, il est important de
constater que ces études se font sans
idée précongue du réle du composé, et
qu’elles permettent d’identifier tout un
groupe de protéines impliquées dans la
fonction ciblée parla drogue, et pas seu-
lement sa cible directe. On peut par

ailleurs imaginer construire et utiliser
des souches de levures plus sensibles a
certains composés pour augmenter la
Cette
approche offre des perspectives vrai-

sensibilité de la méthode.
ment tres riches. La raison essentielle,
outre sa grande efficacité puisqu’elle
prend en compte I’ensemble des genes,
réside sans doute dans le fait qu’elle est
«non invasive» pour la cellule. €n effet,
la diminution de moitié du nombre de
copies des génes (haploinsuffisance)
engendre des phénotypes subtils qui
n’entrainent pas de nombreux effets
indirects; c’est un avantage considé-
rable par rapport a des approches géné-
tiques souvent fondées sur des phéno-
types plus stricts. Notons pour finir que
ce genre de travail a nécessité une colla-
boration étroite entre des équipes de
recherche privées et publiques, asso-
ciées a des moyens humains et financiers
importants, toutes conditions qu’il est
difficile de trouver dans notre pays;
c’est bien dommage, car les informa-
tions présentées dans cet article ne
représentent sirement qu’une partie des
résultats obtenus et ne sont sans doute
pas ceux qui vont conduire aux applica-
tions les plus fructueuses. ¢

Yeast haploinsufficiency

to understand drug mechanisms
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