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Fonction des genes Pax :
synergie de liaison a ’ADN
entre le domaine paired

et 'homéeodomaine

Les génes du développement Pax, codant pour des régula-
teurs de transcription, sont caractérisés par la présence
d’un domaine paired (PD) capable de se lier a ’ADN.
Celui-ci comporte deux motifs hélice-tour-hélice, appelés
PAI et RED. Certaines protéines Pax possedent également
un troisieme domaine de liaison a ’ADN, ’homéodomaine
(HD). Des études in vitro et in vivo chez la drosophile pour-
raient expliquer, par une combinatoire de ces divers
domaines de liaison a ’ADN, la tres grande spécificité fonc-
tionnelle des protéines Pax, alors que ces domaines recon-

naissent des séquences d’ADN tres semblables.

‘un des plus importants succes

de la biologie du développe-

ment, qui vient d’étre couron-

née par lattribution en 1995

du prix Nobel de Médecine et
de Physiologie a trois généticiens de la
drosophile, a été l'identification des
genes de développement chez la dro-
sophile [1, 2]. La présence dans ces
genes de motifs fonctionnels tres forte-
ment conservés comme 1’homéodo-
maine (HD) ou le domaine paired
(PD), deux domaines de liaison a
I'ADN, a aussi permis d’isoler les ana-
logues vertébrés des genes de dévelop-
pement de drosophile. Ces génes ont
souvent des fonctions comparables, et
sont des outils puissants qui ont per-
mis a la biologie du développement
des vertébrés d’entrer dans une ere

nouvelle et de passer au niveau molé-
culaire [3]. La conservation entre la
drosophile et la souris de la fonction
et de 'organisation chromosomique
des geénes Hox, qui contiennent un
HD [4], et 'importance des propriétés
paralléles observées entre les fonctions
des genes Pax [5, 6], caractérisés par la
présence d'un PD [7, 8], représentent
des illustrations spectaculaires de ces
succes. Le sujet de cet article concerne
une classe de génes dont les produits
contiennent a la fois un HD et un PD
et sont donc appelés les genes
Pax/HD. Ceux-ci sont représentés par
Pax-3/Pax-7 et Pax-6 chez les vertébrés,
par paired et eyeless (Pax-6) chez la dro-
sophile [9].

La présence d’'un domaine conservé

dans un geéne permet l'identification m——
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d’analogues. Elle donne aussi une
indication de la fonction du produit
de ces genes. Le HD et le PD sont tous
deux des domaines de liaison a
IADN, permettant tous deux I’activa-
tion de la transcription dans des cel-
lules en culture [10, 11], ce qui
indique que les protéines qui les
contiennent sont des facteurs de
transcription multifonctionnels. Dans
la mesure ou existent des protéines
qui contiennent seulement un HD, ou
seulement un PD, la présence de ces
deux domaines dans la méme pro-
téine avec des configurations tres
conservées d’une protéine a l'autre
représente un sujet d’étude passion-
nant: ces protéines sont-elles capables
d’agir différemment lorsqu’elles se
lient & des promoteurs par I'intermé-
diaire de I'un ou de l'autre de leurs
deux domaines; ou bien y a-til une
interaction entre ces domaines,
comme le suggerent la configuration
conservée et la présence de caracteres
particuliers aux HD coexistants avec
un PD et, vice versa, des PD coexistants
avec un HD? Par exemple, le détermi-
nant le plus important de la spécificité
des HD est le résidu a la position 50
[12]. Or, cet acide aminé est toujours
une sérine lorsque un HD est associé
a un PD, et réciproquement, si ce
résidu est une sérine, cela signifie
qu’un PD est présent en amont de cet
HD (figure 1) [13]. En outre, ce type
de HD appartient a une classe de pro-
téines aux propriétés particulieres
(classe Prd/Pax) qui sont les seules a
étre capables de former des dimeres
homotypiques ou hétérotypiques avec
d’autres membres de cette méme
classe [14].

Dimérisation des HD
de la classe Prd/Pax

Depuis sa découverte en 1984, le HD
a été 'un des motifs de liaison a
I’ADN le mieux étudié. La structure
tridimensionnelle obtenue par RMN
et cristallographie aux rayons X a
permis de décrire comment ce motif
hélice-tour-hélice entre en contact
avec des bases dans le sillon majeur
de ’ADN, et comment un bras ami-
noterminal pénétre dans le sillon
mineur [15, 16]. Ensemble, ces deux
motifs reconnaissent le motif TAAT
caractéristique des sites de liaison de
la plupart des HD (figure 2) [13]. Le
reste du site de liaison, c’est-a-dire les

deux bases qui suivent le TAAT, sont
reconnues par le résidu 50 présent
au milieu de I'hélice de reconnais-
sance (figure 2). Ce résidu n’établit
pas en fait de contact direct avec les
bases, et son role est resté obscur
jusqu’a trés récemment lorsqu’est
apparu, dans la structure cristalline
d’un complexe entre un HD de la
classe Prd et son site de liaison palin-
dromique, que ce contact est indirect
et fait intervenir plusieurs molécules
d’eau [17].

Cette reconnaissance par un mono-
mere du HD est peu spécifique,
puisqu’un grand nombre de HD for-
tement reliés par leur séquence (en
particulier au niveau des acides ami-
nés impliqués dans la reconnaissance
de ’ADN) reconnaissent tous les
mémes 6 paires de bases. Le HD doit
donc employer d’autres stratégies
pour augmenter sa spécificité fonc-
tionnelle et effectuer la fonction spé-
cifique de la protéine dont il est le
domaine essentiel. Les membres de
la classe Prd/Pax de HD (figure 1)
semblent avoir trouvé deux solutions
pour résoudre le probléme de spéci-
ficité: la premiére, une stratégie
commune a de nombreux domaines
de liaison a ’ADN, est de se lier a
I’ADN comme dimeres; 'autre est
d’ajouter un second domaine de liai-
son a 'ADN (le PD) au HD. Tous les
membres de la classe de HD
Prd/Pax, que la protéine contien-
nent ou non un PD (c’est-a-dire quel
que soit le résidu 50), reconnaissent
des séquences palindromiques appe-
lées P2 ou P3 faites de deux
séquences TAAT inversées et sépa-
rées par deux ou trois paires de bases
[14]. La nature de ces paires de bases
varie avec le résidu présent a la posi-
tion 50. La dimérisation ne se pro-
duit pas en solution. C’est, en fait,
une liaison extrémement coopérative
qui fait intervenir des changements
de conformation réciproques de
I’ADN et du HD [17]. La figure 3
décrit cette adaptation réciproque:
en solution, I’ADN est en forme B, le
HD est un monomere dont la partie
aminoterminale est désordonnée.
Lorsqu’'un monomere du HD entre
en contact avec ’ADN, sa partie ami-
noterminale acquiert une conforma-
tion particuliére en pénétrant dans le
sillon mineur, alors que ’ADN se
tord d’un angle de 30° sous
Iinfluence du HD. Ces deux phéno-
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Figure 1. Alignement de séquences représentatives de chaque groupe d’homéodomaines. Les séquences sont ali-
gnées par rapport a celle de Antennapedia, et seuls les acides aminés qui différent sont indiqués. La position des
hélices est indiquée au-dessus. Lorsque I'espéce n’est pas mentionnée, il s’agit de séquence de drosophile. La classe
Prd/Pax est la seule qui présente trois résidus possibles a la position 50: S (Ser) (lorsque le HD est associé a un PD,
dans les protéines Pax); Q, (Gln) dans la majorité des cas; K (Lys) dans un groupe de protéines possédant une spé-
cificité de liaison a I’ADN particuliére. Les références pour les séquences peuvent étre trouvées sur le site world wide
web « homeobox homepage » : http ://copan.bioz.unibas.ch/homeo.html.

meénes peuvent en fait étre observés
avec tous les HD, quelle que soit leur
classe [16, 17]. Cependant, ce n’est
que dans le cas des HD de la classe
Prd/Pax que ce changement de
conformation permet a un deuxiéme
HD d’entrer dans le complexe et
d’établir un contact coopératif avec
I'autre monomere. Cette coopérati-
vité dépend aussi de la nature du
résidu 50 [14]; elle peut étre extré-
mement élevée, multipliant I’affinité
par environ 300. Enfin, le méme
résidu peut aussi agir sur ’espace-
ment entre les deux TAAT, qui peut
étre réduit a deux paires de bases si
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une sérine occupe cette position,
,

comme c’est le cas des HD des pro-

téines Pax qui contiennent aussi un

PD [14].

Reconnaissance
d’un long site

par un monomere
du domaine paired

Si la dimérisation du HD apporte
une spécificité importante aux pro-
téines de la classe Prd/Pax, la pré-
sence d’un PD dans les protéines Pax
accentue encore cette capacité de
reconnaitre de longues séquences.

Des études in vitro ont montré que le
PD est, en fait, lui-méme un domaine
bipartite dont la partie aminotermi-
nale (domaine PAI) joue un réle fon-
damental, alors que la partie carboxy-
terminale (domaine RED) semble
jouer un rdéle moins important [18-
20]. Cette situation rappelle celle du
domaine POU pour lequel le HD est
nécessaire a la liaison du domaine
spécifique POU [21]. La structure
cristalline d’un complexe entre le PD
de Paired et son site de liaison de
15 paires de bases [22] a confirmé
cette organisation bipartite : le PD est

composé de deux sous-domaines
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Figure 2. Reconnaissance de I'ADN par ’homéodomaine. Deux régions du
HD contribuent a la reconnaissance des sites TAATNN. La séquence TAAT
(en vert) est contactée dans le sillon majeur par deux résidus de I’hélice de
reconnaissance qui sont fortement conservés chez tous les HD (positions 47
et 51), ainsi que par le bras aminoterminal, lui aussi trés conservé. Le
résidu 50 entre en contact avec les deux paires de bases qui suivent le TAAT
(NN en violet) par I'intermédiaire de molécules d’eau. Le site total est de

6 paires de bases.

(PAI et RED) qui, tous deux, adop-
tent une conformation hélice-tour-
hélice [18, 22]. Le PAI entre en
contact avec I’ADN dans le sillon
majeur par son hélice de reconnais-
sance et, dans le sillon mineur, par
deux structures nouvelles: un tour [3,
ainsi qu’une longue séquence d’atta-
chement entre les domaines PAI et
RED; toutes deux rentrent profondé-
ment dans le sillon mineur et établis-
sent de nombreux contacts spéci-
fiques, qui expliquent la séquence
étonnamment longue reconnue par
un monomeére de PD [22]. Le
domaine RED n’entre pas en contact
avec I’ADN dans cette structure, mais

il est fort probable qu’il le fasse par
son motif hélice-tour-hélice dans
d’autres PD.

L’une des caractéristiques les plus
intéressantes des genes Pax est le fait
que de nombreuses mutations de
développement affectent ces genes.
Les mutations dans Pax-3 sont res-
ponsables du syndrome de Waarden-
burg chez ’'homme ou du phénotype
Splotch chez la souris (m/s n°1, vol. 11,
p. 133); celles de Pax-6 correspon-
dent aux phénotypes Aniridia chez
I’homme et Small eye chez la souris
(m/s n°2, vol. 8, p. 181) (voir [9, 23]
pour des syntheses). Ces mutations
sont haplo-insuffisantes dans la

m/s n°2, vol. 13, février 97



Figure 3. Séquence des événements structuraux accompagnant la liaison
d’un HD de la classe Prd/Pax a un site palindromique P3. En solution, '’ADN
est sous forme B alors que le HD est un jeu de trois hélices comprenant un
motif hélice-tour-hélice. Le bras aminoterminal n’est pas structuré en solu-
tion. Au contact de I’ADN, ce bras acquiert une conformation particuliere qui
lui permet de rentrer dans le sillon mineur et de reconnaitre les bases du
motif TAAT. Cette liaison a aussi pour conséquence de tordre I’ADN avec un
angle de 30°. Ces deux événements permettent au premier HD d’entrer en
contact avec un deuxieme qui se lie de maniére trés coopérative.

mesure ou le phénotype se manifeste
a I’état hétérozygote, ce qui a permis
I'identification de trés nombreux
alleles. Or, la grande majorité des
mutations ponctuelles (qui se com-
portent comme des pertes totales de
fonction) touchent des résidus qui
sont a l'interface entre le domaine

m/s n°2, vol. 13, février 97

PAI et 'ADN [22] (quelques autres
mutations affectent le HD). Cela
signifie, d’'une part, que le domaine
PAI joue un rdle prépondérant dans
la reconnaissance de ’ADN (plus
que le RED qui n’est touché par
aucune mutation) et que, dans les
molécules qui ont a la fois un PD et

un HD, telles que Pax-3 et Pax-6, la
perte d’activité de I'un des domaines
de liaison a ’ADN se traduit par une
perte de fonction totale de la molé-
cule (bien que l'autre domaine soit
toujours fonctionnel). Ces observa-
tions sont confirmées par les résultats
obtenus in vivo avec la protéine Pai-
red (voir plus bas) [24]. Cela suggere
donc que ces molécules utilisent en
méme temps le PD et le HD pour la
plupart de leurs fonctions. La syner-
gie de liaison a ’ADN observée entre
le PD et le HD permet d’expliquer
ces résultats [11, 18].

Coopérativité .
entre domaine palred
et homéodomaine

Les premiéres observations faites sur
la protéine Paired indiquaient que le
PD et le HD étaient tous deux néces-
saires pour la liaison a des sites de
faible affinité [11]. Depuis, cette
coopérativité des deux domaines
pour la liaison a 'ADN a été confir-
mée et généralisée a d’autres molé-
cules Pax/HD [18]. En utilisant les
techniques de sélections successives
suivies par des amplifications par PCR
(de type SELEX) [14], un site opti-
mal de liaison tres long, reconnu a la
fois par le PD et le HD, a été identifié
a partir d’'une bibliotheque d’oligo-
nucléotides dont la séquence est aléa-
toire. Il s’agit de la juxtaposition du
site de liaison du domaine PAI (11
paires de bases) et d’un site de liaison
monomérique du HD (TAAT) en
directions opposées, appelé PHO
(espacement de 0 paire de bases
entre PD et HD) [18] (figure4).
L’ajout de deux paires de bases ou
plus entre ces deux sites détruit com-
pletement la coopérativité de la liai-
son, de méme que l'inversion ou la
mutation de l'un des sites. Ce long
site (de pres de 20 paires de bases)
apparait donc comme ayant une tres
forte affinité et une spécificité inéga-
lée pour un site reconnu par un
monomere. Lorsque I'on poursuit la
sélection PCR, le site de liaison du
HD devient palindromique, indi-
quant que deux molécules Paired
peuvent se fixer avec une spécificité
plus grande encore et reconnaissent
un site de 35 paires de bases!

Récemment, un site qui montre une
tres grande similitude avec le site PHO

a été identifié dans le promoteur d'un e
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Figure 4. Possibilités de liaison a ’ADN des protéines de la classe Pax/HD.
Des protéines comme Paired ou Pax-6 contiennent a la fois un PD et un HD.
Chacun de ces domaines peut se lier a des sites trés spécifiques (sites PD ou
P3). Le PD et le HD peuvent aussi coopérer pour se lier aux sites PHO qui
représentent la juxtaposition sans espacement d’un site PD et d’un motif
TAAT en orientations inversées. La coopérativité est de I'ordre de 10 fois.

gene cible de Paired, even-skipped, et il
a été démontré que 'intégralité de ce
site était nécessaire pour la régulation
de ce géne par Paired [25]. Il est a
noter que, méme si le site PHO est
extrémement spécifique, toutes les
molécules Pax/HD reconnaissent pra-
tiquement la méme séquence,
puisqu’elles possedent des HD prati-
quement identiques et des PD extré-
mement semblables (sauf pour Pax-6
qui présente une différence significa-
tive avec les autres PD dans la recon-
naissance de 'ADN). Cette spécificité
n’est donc pas le fondement des diffé-
rentes fonctions de ces protéines.

Dissection in vivo
de la fonction

de la protéine
Pax/HD Paired

Toutes les observations décrites ci-
dessus représentent une analyse in
vitro des propriétés de liaison a
I’ADN des motifs PAI, RED et HD. La
présence de ces trois motifs présents
dans des configurations tout a fait
semblables dans les produits d’une
classe de génes importants nécessite
que l'analyse soit poursuivie pour
une compréhension des mécanismes
d’action in vivo. Le choix pour cette
analyse s’est porté sur le produit du
gene paired, qui est tres bien caracté-
risé génétiquement. paired est un
gene de segmentation pairrule de la

Drosophile [26] dont le phénotype
prd” est une perte alternée de seg-
ments (d’ou son nom de pairrule)
(figure 5A). 11 se situe en aval des
geénes gap et est exprimé en bandes
alternées dans les segments impairs
(figure 5A). 11 agit en amont des geénes
de polarité segmentaire dont il regle
I’expression. Le phénotype cuticu-
laire de perte de segments est le
résultat de I'absence d’expression,
dans ces segments, des genes cibles
engrailed, wingless et gooseberry [27-29]
(figure 5B). 11 est donc possible d’ana-
lyser le phénotype prd=~ par ses
conséquences sur la cuticule de Ila
larve mais aussi, plus directement,
sur le profil d’expression de ses
genes cibles qui, au moins pour cer-
tains, sont probablement des cibles
transcriptionnelles directes.

Pour cette analyse, un systeme de sau-
vetage du phénotype prd”~ a été mis
en place [24]: il est possible d’intro-
duire dans une mouche un transgene
contenant toute l'information pour
reproduire le profil d’expression nor-
mal de prd, et d’attacher cette longue
séquence (de plus de 10kb) a une
cassette contenant la séquence
codante de prd contenant des modifi-
cations introduites par mutagenese
dirigée dans I'un ou l’autre des
domaines fonctionnels de la molé-
cule [24]. Si la séquence introduite
est normale, le sauvetage est complet
et les cibles de prd sont exprimées
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Figure 5. A. paired est un géne pair-rule. La protéine est synthétisée dans
I’embryon de drosophile dans chaque segment alterné. Lorsque le géne est
sauvage, la cuticule et les génes cibles de Paired sont normaux. Wingless,
par exemple, est synthétisée en bandes dans chacun des segments. En
I’'absence de la fonction paired, la cuticule n’a que la moitié du nombre de
segments, qui est la conséquence de la perte d’expression de wingless dans
les segments manquants. B. Diagramme de la fonction de paired. La région
entourée d’un carré en A est représentée en B par 4 cellules dans chaque
segment. Paired est exprimé a haut niveau dans deux cellules des segments
impairs ou il contréle I'expression de engrailed (dans la cellule la plus posté-
rieure du segment), wingless (dans la cellule immédiatement antérieure) et
gooseberry (dans les deux cellules). L’'expression de engrailed nécessite la
présence d’un autre géene pair-rule, even-skipped. Trois cibles de Paired sont
donc réglées de maniéres différentes.

normalement, la cuticule est nor-
male, et les larves éclosent pour don-
ner naissance a des adultes viables,
cela en dépit de I'absence du gene
endogene. En revanche, lorsque le
sauvetage est effectué avec des phases
codantes contenant une mutation
ponctuelle dans le PD ou dans le HD,
aucun sauvetage n’est observé, a
aucun niveau [24]. De facon plus
intéressante encore, lorsque deux
constructions contenant ’une une
mutation qui inactive le PD, l'autre
une mutation qui inactive le HD sont
exprimées conjointement dans la
méme mouche, aucun signe de sau-
vetage n’est détecté, impliquant que
les deux domaines doivent étre pré-
sents dans la méme molécule pour
que celleci soit active. Cela signifie
que toutes les cibles connues de prd
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doivent contenir dans leur promo-
teur des séquences de type PHO défi-
nies ci-dessus [24]. Ces séquences
n’ont pas encore été trouvées dans
les promoteurs de engrailed, wingless
et gooseberry mais, comme indiqué
plus haut, un site de ce type est essen-
tiel pour I'expression tardive du gene
even-skipped, une cible directe de Pai-
red [25].

Cette étude a aussi permis d’analyser
le role du domaine RED qui n’entre
pas en contact avec I’ADN dans la
structure cristalline de la protéine
Paired attachée a son site de liaison.
Un geéne prd dont la séquence qui
code pour le domaine RED a été éli-
minée est toujours capable de rem-
plir sa fonction normalement, ce qui
suggeére que ce domaine n’est pas
essentiel a la fonction de Paired. I

est pourtant certain que ce méme
domaine joue un rdéle important
pour la fonction des produits
d’autres genes Pax tels que ceux de
Pax-5 (qui ne contient qu’un PD et
pas de HD) et de Pax-6 qui contient a
la fois un PD et un HD [19, 20].

Le domaine paired
et 'homéodomaine
fonctionnent-ils

indépendamment ?

La question qui reste donc a
résoudre a ce point est celle de savoir
s’il existe des situations dans les-
quelles des protéines comme Paired
ou Pax-6 agissent en utilisant seule-
ment le PD, ou le HD (figure 6). 1l a
été démontré qu'une protéine Paired
dont le HD a été muté est encore
capable d’activer in vivo la transcrip-
tion d’un gene rapporteur artificiel
contenant des cibles du PD oligomé-
risées, démontrant que cette molé-
cule peut agir dans I’embryon, méme
s’il s’agit de constructions artificielles
[24]. Cependant, I’absence de cibles
moléculaires caractérisées pour Pai-
red (sauf le site PHO décrit plus haut
dans le promoteur de even-skipped
[25], Pax-3 ou Pax-6, n’a pas permis
I'identification de geénes qui pour-
raient étre activés par I'un des deux
domaines seulement. La seule possi-
bilité qui existe a ce jour est en fait
extrémement séduisante: il a été
trouvé dans le promoteur de tous les
génes de rhodopsine et d’autres
genes impliqués dans la photorécep-
tion chez les invertébrés (et aussi
dans certains génes de rhodopsine
de vertébrés) une séquence qui cor-
respond précisément au site de liai-
son palindromique du HD de Pax-6
(P3) [17, 30, 31]. Or, Il a été suggéré
que la conservation extraordinaire au
sein du régne animal du role de Pax-
6 dans la formation de l'ceil [32]
(cela en dépit de la grande diver-
gence évolutive de l'ceil chez ces
especes (m/s n°5, vol. 11, p.776)
[33]), pourrait étre due a un role pri-
mordial de Pax-6 comme régulateur
de I'expression des génes de photo-
réception dans un photorécepteur
primitif [34]. II est tentant de suggé-
rer que ce role primordial ne faisait
intervenir que le HD de Pax-6 et que
les sites P3 trouvés dans les promo-
teurs de rhodopsine sont en fait des

cibles du HD de Pax-6. Bien que Pax- s
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Figure 6. Modalités de liaison a ’ADN de protéines a PD et/ou HD. Les pro-
téines Paired et Pax-6 contiennent a la fois un PD et un HD. Ces molécules
peuvent se fixer a I’ADN, soit par leur domaine PAIl (site PD), soit par un
dimere du HD sur un site P3, soit par une interaction entre le PD et le HD sur
des sites PHO. Des protéines, comme Pax-5, qui n‘ont qu’un PD, utilisent a la
fois leur domaine PAl et leur domaine RED. Des protéines contenant un HD
de la classe Prd/Pax s’associent en diméres de maniere coopérative pour se
lier au site palindromique P3. Enfin, une nouvelle classe de protéines Pax,
représentée par le produit du gene Lune [18], qui n’a qu’un domaine RED et
pas de PAl, se lie aux sites P3 et peut-étre aussi a d’autres sites auxquels le
domaine RED se lie de maniere coopérative avec le HD.

6 soit produit dans la rétine adulte de
souris, il ne semble pas étre abon-
dant dans les cellules photorécep-
trices [35]. Il se pourrait que des iso-
formes ne possédant pas le PD (qui
ont été identifiées chez la caille [36])
soient synthétisées mais n’y aient pas
encore été détectées [37]. De méme,
C. elegans (qui n’a pas d’ceil) possede
un gene Pax-6 qui correspond a deux
fonctions génétiques: I'une est senso-
rielle (mabl8) et correspond a une
séquence codante qui ne contient
que le HD comme site fonctionnel
[38]. Cette fonction pourrait corres-
pondre au role de Pax-6 dans la régu-
lation des geénes de rhodopsine.

L’autre (vab3) affecte la morphoge-
nese antérieure du systéme nerveux
et nécessite a la fois le PD et le HD
[39]. Il pourrait correspondre au
role de Pax-6 dans le systeme nerveux
central de la drosophile ou des verté-
brés. Il convient de noter que, chez
la caille, des isoformes contenant ou
non the PD ont été identifiées.

I Conclusion

La famille de protéines qui vient
d’étre décrite a un potentiel énorme
pour utiliser diverses combinaisons
de domaines afin d’effectuer des
fonctions tres spécifiques (figure 6).

Ce nombre de combinaisons est res-
treint dans le cas des protéines Pax
qui ne possedent pas de HD et doi-
vent donc utiliser uniquement le PD
(certainement a la fois les domaines
PAI et RED), ou lorsque des homéo-
protéines de la famille Paired n’ont
pas de PD et doivent agir unique-
ment par dimérisation de leur HD. Il
est cependant probable que la
famille de protéines Pax/HD a évo-
lué a partir de molécules contenant
seulement un HD et qui ont acquis
ultérieurement un PD (ou wvice
versa) ; elle a donc conservé certaines
des fonctions individuelles des molé-
cules initiales, surtout pour des fonc-
tions ancestrales. Le cas de Pax-6
représente un excellent exemple de
diversification de fonction assumée
par lutilisation différentielle du PD
etdu HD m
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Summary

Synergism in DNA binding

of paired and homeo domains
in Pax protein

The Pax genes encode a set of
transcriptional regulators involved
in several developmental processes.
They are characterized by the pre-
sence of the paired domain (PD), a
DNA binding domain composed of
two Helix-Turn-Helix (HTH)
motifs, the PAI and RED domains.
Some Pax proteins contain a third
HTH DNA binding motif, the
homeodomain (HD). Since all PDs
recognize highly related DNA sites,
and since all HDs recognize a com-
mon TAAT sequence, it has been
difficult to understand how these
proteins achieve their functional
specificity. Here, we describe how
different Pax proteins use multiple
combinations of their DNA bin-
ding motifs to target different pro-
moters. In vitro, the Drosophila pai-
red protein can bind either
through its PAI domain, through
its HD wia cooperative dimeriza-
tion, or through both domains. In
vivo, using a transgenic rescue
assay, we show that prd function
requires the synergistic action of
both the PAI domain and the HD
on abutted PD and HD sites. Sur-
prisingly, the RED domain,
although conserved, can be dele-
ted without loss of viability. This is
in contrast to other Pax proteins
that require both PAI and RED
domains. Furthermore, specific iso-
forms of Pax6 as well as a new Pax
protein, Lune, may rely on the
RED domain alone. Finally, we pro-
pose that Pax6 may also act
through its HD alone on a series of
highly conserved palindromic
TAAT sites found in all rhodopsin
promoters. This may represent the
ancient function of this master
regulator of eye development
before it acquired a PD.
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