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Le domaine paired : divers moyens
de construire une protéine PAX

Les protéines PAX jouent des roles
importants dans de multiples aspects
du développement chez les inverté-
brés et les vertébrés, allant de la seg-
mentation a ’organogenese. Elles
sont caractérisées par la présence du
domaine paired (PD), un domaine
bipartite de liaison a ’ADN. Des
études de liaison a ’ADN ¢n vitro et la
résolution de la structure tridimen-
sionnelle du PD de la protéine de
drosophile Paired attachée a son site
de liaison ont montré que ce
domaine est, en fait, constitué de
deux sous-domaines, amino- et car-
boxy-terminaux, respectivement
appelés PAI et RED [1]. Le domaine
PAI semble étre essentiel a la liaison
a 'ADN alors que le domaine RED
joue un roéle secondaire et ne fait
qu’apporter une spécificité accrue a
certaines protéines telles que Pax®6.
Ainsi, la protéine Paired fonctionne
parfaitement in vivo, méme apres
délétion de son domaine RED. De
facon intéressante, plusieurs des pro-
téines PAX contiennent un autre
domaine de liaison a I’ADN, un
domaine homéotique (HD) tres
caractéristique par sa séquence et sa
capacité de se lier a des sites dimé-
riques d’ADN de facon coopérative
[2]. De fait, il a été montré que le PD
et le HD se lient de facon synergique
a I’ADN [3]. Les protéines PAX sont
donc des régulateurs modulaires qui
peuvent utiliser un ou plusieurs
domaines pour remplir des roles dif-
férents. La meilleure illustration de
cette caractéristique est représentée
par le géne Pax6 du nématode C. ele-
gans: le méme locus est utilisé pour
deux fonctions distinctes. Le gene
vab3 qui code pour une protéine
Pax6 possédant PD et HD affecte le
développement antérieur de I’ani-
mal. Le géne mabl8 dont le promo-
teur se situe entre les séquences
codant pour les domaines PD et HD,
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code pour une protéine qui contient
uniquement le domaine HD. Les
mutations qui touchent uniquement
I’expression de cette protéine
n’affectent qu’une des raies de la
queue du male et pas du tout le déve-
loppement antérieur [4].

Des résultats récents indiquent que
non seulement le PD et ’'HD peuvent
étre dissociés, mais que les domaines
PAI et RED peuvent aussi exister
indépendamment ’'un de l'autre.
Eyg, une protéine de drosophile qui
est codée par un geéne essentiel pour
le développement de I'ceil, Eye gone,
contient uniquement un domaine
RED et un HD, mais pas de PAI
(figure 1) [5]. Dans ce cas, le domaine
RED doit étre capable d’exister sans
le domaine PAI, qui est le plus sou-
vent un partenaire essentiel (il agit
certainement avec I’HD, mais il est
capable de reconnaitre ’ADN en son
absence). I est probable que cette
protéine agit de concert avec Pax6 au
cours des premieres étapes du déve-
loppement de I’ceil en formant un

hétérodimere. En fait, le domaine
RED existe dans certaines conditions
en I’absence d’un domaine PAI fonc-
tionnel: une isoforme de Pax6, qui
est le résultat d’un épissage alternatif
conservé chez les vertébrés, possede
un domaine PAI qui est inactivé [6].
Cette forme semble étre fonction-
nelle puis qu’une mutation chez
I’homme affecte sa présence dans cer-
tains tissus. Une situation similaire
existe aussi pour Pax8.

Finalement, la séquence récemment
terminée du génome du nématode
C. elegans contient, outre cinq genes
Pax «classiques », cinq génes qui
contiennent uniquement un domaine
PAI, et un gene avec seulement un
domaine RED (et un HD) (figure 1)
[7]. Cette derniére situation est simi-
laire a celle de Eyg méme si le gene
de drosophile et celui du nématode
ne sont pas reliés au niveau évolutif.
Cela confirme que les domaines PAI
et RED peuvent certainement se pas-
ser I'un de l'autre dans certaines
conditions, peut-étre en formant des
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Figure 1. Schéma des protéines PAX selon les différentes combinaisons des

domaines PAI, RED et HD.
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hétérodimeres comme le suggere la
synergie Pax6/eyg.

Une question qui reste en suspens
concerne I’évolution de ces protéines.
L’association PD-HD est stirement sur-
venue apres I'apparition indépen-
dante des deux domaines [8, 9]. Pour-
tant, cette association doit étre tres
ancienne puisque Paxb et Pax8, des
génes que l'on trouve chez pratique-
ment toutes les espéces animales,
n’ont qu'un PD mais contiennent les
restes d’'un HD qui a été perdu au
cours de I’évolution. L’association PAI-
RED est aussi treés ancienne, puisque
les cnidaires, qui sont des étres multi-
cellulaires relativement primitifs,
contiennent des protéines PAX. En
fait, en dépit de leur absence totale
d’homologie de séquence en acides
aminés, les domaines PAI et RED ont
des structures extrémement ressem-
blantes et se lient a ’ADN de facon

pratiquement identique et symétrique
[10]. Cela suggere que le PD soit en
fait un dimeére covalent d’'un méme
domaine ancestral. Au cours de 1’évo-
lution, ces deux monomeéres ont évo-
lué indépendamment et ont acquis la
capacité a se lier a ’ADN en I’absence
de I'autre moitié. Ceci ne fait que ren-
forcer un modele dans lequel les pro-
téines PAX seraient capables d’avoir
de multiples fonctions en utilisant
diverses combinaisons de leurs deux
ou trois domaines de liaison a ’ADN,
chacun de ces domaines étant capable
d’interagir avec les autres pour une
liaison synergique.
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EEE Manipulations chromoso-
miques chez la souris in vivo par la
technique TAMERE de recombinai-
son méiotique ciblée (TArgeted MEio-
tic REcombination). Cette méthode
permet de produire des remanie-
ments chromosomiques chez la sou-
ris en induisant une recombinaison
interchromosomique entre des
alleles différents. Le contréle du site
de recombinaison s’effectue grace a
I'insertion de sites loxP sur les chro-
mosomes homologues. La recombi-
naison, encouragée par l'apparie-
ment des chromosomes en méiose,
permet d’obtenir a la fois la duplica-
tion et la délétion de la région située
entre les deux sites loxP [1]. Une
telle recombinaison entre des locus
distants a déja été décrite in vitro en
utilisant le systéme de recombinase
Cre/loxP [2, 3]. Cependant, ces
expériences in vitro nécessitent la
reconstitution d’'un geéne de sélec-
tion positive [4, 5]. Dans ces condi-
tions, la fréquence de recombinai-
son a été estimée a 107? clones de
cellules ES traitées. Cette faible fré-
quence est probablement due au fait
que I’association mitotique des chro-
mosomes homologues est un événe-

ment rare chez les mammiféres, au
contraire de ce qui se passe chez la
drosophile. Par conséquent, la faible
incidence de ces échanges ciblés au
cours de la mitose rend cette
approche irréaliste chez la souris in
vivo, chez laquelle des fréquences en
dessous de 1/100 sont difficiles a
envisager. Dans la méthode
TAMERE, l’association des homo-
logues pendant la prophase I de la
méiose permet d’augmenter la pro-
babilité d’une recombinaison ciblée
entre deux locus en trans. En effet a
ce stade, I'appariement des chromo-
somes est déclenché par une struc-
ture spécialisée: le complexe synap-
tonémal, qui est supposé faciliter les
crossing-over en maintenant les chro-
mosomes alignés. Un transgene
exprimant la recombinase CRE sous
le controle du promoteur du gene
codant pour la protéine SYCP1, un
des composants majeurs du com-
plexe synaptonémal [6], a été com-
biné chez une souris avec deux
alleles du complexe HoxD qui por-
tent des sites loxP situés de part et
d’autre du gene HoxdI2. Dans cette
expérience-pilote, deux nouveaux
alleles ont été obtenus dans la des-

cendance par une recombinaison en
trans, le premier avec une duplica-
tion Hoxdl2, le deuxiéme avec une
délétion de ce méme gene. La fré-
quence de recombinaison trans-allé-
lique a été estimée a un peu plus de
10 %. La technique TAMERE ne
requiert pas d’étapes supplémen-
taires de cultures cellulaires. Elle est
aisément applicable in vivo une fois
les sites loxP insérés et semble donc
utilisable pour induire des remanie-
ments entre chromosomes homo-
logues sans la nécessité d’'un grand
programme de croisement. Cette
technique est applicable a de nom-
breux problémes impliquant la
construction de constitutions géné-
tiques modifiées chez I’animal.
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