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PRÉSENTATION DU MÉMOIRE 

Depuis plusieurs décennies, les travaux menés de front sur deux axes différents, à savoir 

l'étude des processus de cancerisation et celle du développement, ont abouti à des conclusions 

similaires quant au fonctionnement cellulaire. La cellule est en effet soumise à des stimulations 

externes par l'intermédiaire de facteurs diffusibles (tels que les facteurs de croissance) qui vont 

l'induire soit à se diviser, soit à se différencier. Ces stimuli vont se propager par l'intermédiaire 

de récepteurs (membranaires ou nucléaires), d'une cascade de protéines kinase cytoplasmiques et 

de facteurs de transcription, pour aboutir à l'activation et à la répression de certains gènes. 

L'identification de ces gènes ainsi que des facteurs contrôlant leur expression est donc un 

objectif essentiel. 

Dans le but d'isoler des gènes impliqués dans le développement de la neurorétine, un criblage 

différentiel a été réalisé dans le laboratoire. Il a permis d'isoler, entre autres, un gène présentant 

des homologies de structure avec les gènes de développement et qui s'est avéré être l'équivalent 

aviaire du gène Pax6 de souris. Ce gène est essentiel pour la formation des yeux puisque des 

mutations dans ce gène, létales à l'état homozygote, se manifestent entre autres par une absence 

totale des yeux, ceci à la fois chez la souris et chez l'homme. Ce gène est exprimé 

essentiellement dans le tissu nerveux et peut donc être défini comme étant "tissu-spécifique". 

Un moyen évident de contrôler l'expression d'un gène est de réguler avec précision sa 

transcription. L'expression du gène Pax6 pourrait être le résultat, du moins en partie, d'une 

régulation transcriptionnelle tissulaire (ou cellulaire) spécifique. Avant de présenter les résultats 

qui ont pu être obtenus à ce sujet, j'ai tenté de décrire, dans l'introduction de ce mémoire, les 

différents facteurs qui contrôlent la transcription des gènes, ainsi que leur mode d'action et leur 

mécanisme de régulation. J'ai également essayé d'aborder, à l'aide d'exemples connus, les 

différents paramètres déterminant la spécificité tissulaire. Enfin, j'ai récapitulé les connaissances 

actuelles concernant les gènes Pax et plus particulièrement le gène Pax6 , et j'ai décrit 

brièvement le système biologique utilisé dans notre étude. 
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Il LA TRANSCRIPTION DES GÈNES : UN PROCESSUS COMPLEXE 

Chez les eucaryotes, la transcription est assurée par trois ARN polymérases différentes. 

L'ARN polymérase 1 est responsable de la synthèse des ARN ribosomaux 18S, 28S, et 5.8S, 

l'ARN polymérase ill dirige la synthèse des ARN de transfert et de l'ARN ribosomal 5S ainsi 

que certains autres petits ARN. L'ARN polymérase ll est impliquée dans la synthèse de certains 

petits ARN nucléaires ainsi que dans la synthèse des ARN messagers (ARNm) qui seront 

traduits en protéines. 

L'ARNm est initié dans une région appelée promoteur qui oriente le démarrage de la 

transcription. Les promoteurs peuvent être séparés en deux groupes basés sur leurs homologies 

de séquence. Le premier groupe possède une séquence TATAA appelée boîte TATA située à 

environ -25 nucléotides en amont du site d'initiation, flanquée ou non d'une séquence CCAAT 

située à environ 70 nucléotides en amont du site d'initiation ainsi que d'une séquence appelée Inr 

(Initiateur) centrée sur le site d'initiation et de consensus PyPy A+ 1 NT/ APyPy ( + 1 désigne le site 

d'initiation) (Javahery et al. 1994). Le deuxième groupe est constitué par des promoteurs 

dépourvus de boîte TATA mais possédant néanmoins une séquence Inr et pour la plupart une 

région riche en bases GC en amont de cette séquence. 

La transcription d'un gène requiert le recrutement d'un grand nombre de protéines: des 

protéines responsables de la transcription de base, appelées facteurs généraux de transcription, et 

des protéines capables de moduler (stimuler ou inhiber) la transcription de base, appelées 

facteurs de transcription spécifiques. Les facteurs de transcription spécifiques, qui peuvent se 

fixer sur des séquences d'ADN situées à des centaines ou des milliers de paires de base en amont 

ou en aval du promoteur, sont responsables de la spécificité d'expression du gène considéré. 

11 LA TRANSCRIPTION DE BASE ET LES FACTEURS GÉNÉRAUX DE 

TRANSCRIPTION 

La transcription basale d'un gène par l'ARN polymérase II nécessite l'assemblage sur le 

promoteur d'un complexe constitué de nombreux facteurs protéiques. Des progrès considérables 

ont été réalisés dans l'identification et la purification de ces facteurs ainsi que dans le clonage 
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des gènes qui les codent. Il est maintenant possible de reconstituer la transcription de base avec 

des facteurs purifiés ou recombinants. Comme certains facteurs diffèrent par leur nature ou 

l'ordre d'entrée dans le complexe d'initiation, selon le type de promoteurs, nous distinguerons la 

transcription de base des promoteurs à boîte TATA de celle des promoteurs sans boîte TATA. 

1.1 Les promoteurs à boîte TATA 

Les premières reconstitutions d'initiation de la transcription in vitro ont été réalisées en 

utilisant des sous-fractions purifiées d'extraits nucléaires de cellules Hela. Ces fractions 

nécessaires à la formation du complexe d'initiation ont été notées TFIIA, TFIIB, TFITD, TFIIE, 

TFIIF, TFIIH et constituent pour la plupart des complexes multi-protéiques. 

Un modèle d'initiation de la transcription a émergé (FIGURE 1) (revues de Conaway et 

Conaway 1993; Hemandez 1993; Zawel et Reinberg 1993; Buratowski 1994). Un complexe 

initial, appelé "complexe engagé" car non dissociable par un excès de matrice ADN, est formé 

par la fixation de la sous fraction purifiée D (TFIID) sur l'ADN. Ce complexe agit comme site 

accepteur de TFIIA et TFIIB, qui permettent alors le recrutement de l'ARN polymérase TI et de 

TFIIF. Le complexe résultant de l'association de ces facteurs est appelé complexe de pré

initiation. S'ensuit alors l'association de TFIIE et TFIIH pour former un complexe d'initiation. 

Une fois le complexe d'initiation assemblé, une étape dépendante de la présence d'ATP est 

nécessaire au démarrage de la transcription. 

- formation du complexe de pré-initiation (Figure 1) 

La première étape consiste dans la fixation de la fraction TFIID sur la boîte TATA de 

l'ADN. TFIID est un complexe multi-protéique de 750 kDa constitué d'une protéine de 38 kDa 

appelée TBP (pour TATA-Binding ;erotein) qui se fixe sur la boîte TATA, et de plusieurs 

facteurs étroitement associés à TBP appelés TAFs (pour IBP-f!_ssociated-factors) (revue d' 

Hemandez 1993). Les TAFs ne sont en général pas nécessaires pour la transcription de base, qui 

peut être reconstituée in vitro en utilisant la protéine TBP purifiée (Pugh et Tjian 1990) (le rôle 

de ces facteurs sera discuté ultérieurement). TBP est une protéine très conservée au cours de 
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FIGURE 1 : Formation du complexe d'initiation de la transcription (d'après Hernandez 
et al. 1993). NB : Seule la protéine TBP contenue dans le complexe TFIID est 
représentée sur le schéma. 
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l'évolution. Sa structure tridimensionnelle définie par cristallographie ressemble à une selle de 

cheval avec la face interne interagissant avec le petit sillon de l'ADN laissant la face externe 

accessible pour contacter d'autres protéines (revue d'Hemandez 1993). 

La fixation de TFIID peut-être stabilisée par TFIIA qui interagit avec TBP indépendamment 

de l'ADN (par l'intermédiaire de trois résidus Lysine présentes sur la face convexe de TBP) et 

induit ainsi des changements conformationnels de TBP modulant sa capacité de fixation avec les 

séquences promotrices. (Buratowski et Zhou 1992; Lee et al. 1992). Le rôle de TFIIA n'est pas 

complètement compris. Il est requis dans les systèmes de transcription in vitro reconstitués avec 

TFIID, mais pas pour les systèmes reconstitués avec TBP (Maldonado et al. 1990; Sumimoto et 

al. 1990; Cortes et al. 1992). Il agirait dans ce cas en dissociant des répresseurs associés à TBP 

dans le complexe TFIID (Cortes et al. 1992). Cependant des travaux récents montrent que 

TFIIA serait également capable de réprimer l'initiation de la transcription médiée par TBP à 

partir de promoteurs contenant une boîte TATA (Aso et al. 1994). La mécanistique de ce type 

d'activité n'est pas encore connue. Ainsi TFIIA pourrait à la fois stimuler l'initiation de la 

transcription médiée par le complexe TFIID et réprimer l'initiation de la transcription médiée par 

TBP. 

Sur le complexe TFIID-ADN ainsi formé s'associe TFIIB (qu'il y ait ou non TFIIA), ce qui 

conduit au recrutement de l'ARN polymérase II associée à TFIIF. TFIIB ne fixe pas l'ADN mais 

serait le lien nécessaire entre TBP et l'ARN polymérase II : d'une part il interagit directement 

avec la protéine TBP dans le complexe TBP-ADN, d'autre part il interagit avec TFIIF, associée 

à l'ARN polymérase II, permettant ainsi son recrutement (Buratowski et al. 1989; Flores et al. 

1991 ; Ha et al. 1993). 

Dans la formation du complexe de pré-initiation, l'ARN polymérase II n'interagit pas 

directement avec l'ADN mais vient "s'asseoir" sur TFIID et TFIIB. Cette enzyme est constituée 

de plus de 10 sous-unités (12 chez la levure, Young et al. 1991) dont les plus grandes possèdent 

l'activité catalytique. Beaucoup d'études ont porté sur l'importance de la région carboxy

terminale (appelé domaine CTD) de la plus grande sous-unité, constituée de séquences répétées 

de 8 acides aminés pouvant être phosphorylés (revues de Conaway et Conaway 1993 ; Corden 
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1993). TFIID entre en contact avec la forme non phosphorylée de la polymérase II (Usheva et 

al. 1992), forme entrant dans le complexe de pré-initiation. La forme phosphorylée est 

impliquée dans l'élongation, suggérant que le mécanisme de phosphorylation du domaine CTD 

est responsable du démarrage de l'élongation par dissociation avec les facteurs généraux de 

transcription et notamment avec TBP (Payne et al. 1989; revue de Corden 1993). En effet, une 

hyperphosphorylation du domaine CTD empêche l'incorporation de l'ARN polymérase II dans le 

complexe d'initiation (Lu et al. 1991 ; Chesnut et al. 1992). Mais ce modèle doit être considéré 

avec beaucoup de réserve car des expériences indiquent que le mécanisme est plus complexe. En 

effet sur certains promoteurs, d'une part la transcription basale et également activée peut être 

reconstituée avec des ARN polymérases II délétées du domaine CTD, d'autre part l'inhibition de 

la phosphorylation n'affecte pas la transcription (Serizawa et al. 1993a). 

-formation du complexe d'initiation 

Sur le complexe de pré-initiation ainsi formé viennent se fixer TFIIE et TFilli pour former 

un complexe d'initiation (Flores et al. 1992). Ces facteurs sont nécessaires pour la conversion du 

complexe d'initiation en un complexe d'élongation (Goodrich et Tjian 1994a). 

TFIIE est composé d'un tétramère avec deux sous-unités de chaque type. ll interagit avec la 

forme non phosphorylée de l'ARN polymérase II, avec TBP, TFIIF ainsi que TFIIH. Par ces 

multiples interaction protéines-protéines, TFIIE jouerait un rôle dans la stabilisation du 

complexe d'initiation et serait nécessaire à l'incorporation de TFilli (Maxon et al. 1994). 

TFIIH est le dernier partenaire du complexe d'initiation. Il constitue un complexe multi

protéique possédant plusieurs fonctions : une activité kinase capable de phosphoryler le domaine 

CTD de l'ARN polymérase II (Lu et al. 1992), une activité ATPase ADN dépendante et une 

activité Hélicase (Schaeffer et al. 1993; Serizawa et al. 1993b). De plus il intervient dans les 

mécanismes de réparation de l'ADN (Drapkin et al. 1994). 
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1.2 Les promoteurs sans boîte TATA 

Caractéristiques des gènes de "ménage" cellulaire ou "housekeeping", la transcription de ce 

type de promoteurs dépend de la présence des séquences Inr. Bien qu'un consensus 

PyPyAtlNTfAPyPy ait été dégagé par comparaison de 80 promoteurs (Javahery et al. 1994), 

certains Inr ne présentent pas d'homologies de séquence avec ce consensus suggérant qu'il existe 

plusieurs familles d'Inr. 

Les séquence Inr seules sont capables d'initier la transcription in vitro (Smale et Baltimore 

1989) et se révèlent même être essentielles. Le modèle de formation du complexe d'initiation 

présenté (FIGURE 1) (revue d'Hemandez 1993) montre qu'une protéine spécifique, appelée IBP 

(pour Inr- Binding-E.rotein) se fixe sur la séquence Inr, remplaçant ainsi l'activité de fixation à 

l'ADN de TBP sur les éléments TATA. Plusieurs protéines IBP ont été décrites : TFII-1 de 

120 kDa qui reconnaît les séquences Inr des promoteurs tardif et 1Va2 de l'adénovirus de type 2 

(Roy et al. 1991); YY1 qui se fixe sur la séquence Inr du promoteur P5 du virus associé à 

l'adénovirus de type 2 (Weis et Reinberg 1992) et qui est nécessaire pour une transcription 

efficace in vitro (Seto et al. 1991 ; Shi et al. 1991) ; et HIP1 (E2F) qui se fixe sur l'lnr du 

promoteur du gène de la dihydrofolate réductase (Means et Farnham 1990). 

L'ordre d'entrée des facteurs additionnels n'est pas connu mais il semble que les facteurs 

entrent dans le complexe d'initiation simultanément. En effet le complexe TBP, TFIIB, ARN 

polymérase II et TFIIF peut s'associer à l'lnr du promoteur tardif de l'adénovirus de type 2 en 

l'absence de la protéine IBP (Carcamo et al. 1991). TBP peut fixer faiblement la région -30 de 

plusieurs promoteurs sans boîte TATA (Wiley et al. 1992) et l'insertion d'une boîte TATA en 

amont d'une séquence Inr augmente l'efficacité de transcription (Smale et Baltimore 1989; 

Carcamo et al. 1991). Ceci suggère d'une part que TBP est positionné au même endroit dans le 

complexe d'initiation quelque soit le type de promoteur (avec ou sans boîte TATA), d'autre part 

que les interactions entre TBP et les facteurs TFIIB et l'ARN polymérase II sont similaires dans 

les deux types de promoteur. 

Sur le complexe ainsi formé viendraient s'associer TFIIE et TFIIH comme dans les 

promoteurs à boîte TATA. 
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Certaines séquences Inr requièrent TFIID pour initier la transcription in vitro (Smale et al. 

1990 ; Pugh et Tjian 1991 ), suggérant que dans certains promoteurs sans boîte TATA les T AFs 

pourraient stabiliser le complexe d'initiation, peut-être en se fixant sur l'ADN dans la région de 

l'lnr. En effet, il a été récemment démontré que TFIID (et non TBP) peut se fixer sur les 

séquences Inr (Pumell et al. 1994; Kaufmann et Smale 1994). 

21 LA RÉGULATION DE LA TRANSCRIPTION 

La transcription basale d'un promoteur peut être stimulée ou inhibée par la présence de 

séquences situées en amont ou en aval (quelques paires de base à plusieurs milliers de paires de 

base) du site d'initiation, séquences reconnues et fixées par des protéines appelées facteurs de 

transcription spécifiques. Certains de ces facteurs nécessitent pour agir la présence de protéines 

auxiliaires appelées co-facteurs. Mais facteurs de transcription spécifiques et co-facteurs ne sont 

pas les seuls éléments intervenant dans l'expression d'un gène. En effet, in vivo l'ADN est 

engagé dans une structure appelée chromatine qui, selon le contexte, va permettre (et même 

favoriser) ou inhiber la transcription d'un gène. Dans ce chapitre nous allons donc décrire les 

différents protagonistes intervenant dans la régulation transcriptionnelle ainsi· que leur mode de 

fonctionnement. 

2.1 Les facteurs de transcription spécifiques 

Les premiers travaux permettant d'établir l'anatomie fonctionnelle des facteurs de 

transcription ont été réalisés chez la levure Saccharomyces cerevisiae sur les protéines GAL4 

(Brent et Ptashne 1985) et GCN4 (Hope et Struhl 1986). Ces travaux ont permis d'établir la 

structure modulaire des facteurs de transcription spécifiques, qui s'est ensuite vérifiée pour un 

grand nombre d'entre eux chez différents organismes (drosophile, plantes, vertébrés) par 

l'analyse fonctionnelle des ADN complémentaires. 

Nous pouvons ainsi définir un facteur de transcription spécifique comme étant une protéine 

possédant un ou plusieurs domaines fonctionnels physiquement séparables, définis en trois 

classes: 
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- un domaine d'activation ou de répression de la transcription 

- un domaine de liaison à l'ADN 

-un domaine de dimérisation (parfois non dissociable du domaine de liaison à l'ADN) ou de 

liaison à un ligand. 

Ainsi certains facteurs de transcription spécifiques contiennent plusieurs domaines de liaison 

à l'ADN physiquement séparables ou plusieurs domaines de régulation de la transcription ou 

plusieurs domaines de dimérisation. 

2.1.1 Différentes familles regroupées par homologie structurale du domaine de 

liaison à l'ADN 

Les homologies présentes entre différents domaines fonctionnels ont amené à proposer une 

classification par homologie de structure et de séquence (regroupement en familles) entre les 

domaines de liaison à l'ADN ou les domaines de trans-activation. Il semble que la classification 

en fonction du type de domaine de liaison à l'ADN soit la plus utilisée. Le domaine de liaison à 

l'ADN est le domaine qui spécifie le mécanisme de reconnaissance à l'ADN car il se fixe sur une 

séquence bien précise et particulière pour chaque famille de facteur de transcription. Plusieurs 

structures ont été décrites : 

-le motif Hélice-Coude-Hélice (HTH) 

La première détermination de ce type de structure a été réalisée pour les répresseurs 

procaryotiques du phage À (Anderson et al. 1981 ; McKay et al. 1981). Ces protéines 

procaryotiques adoptent, dans leur domaine de liaison à l'ADN, une structure constituée de deux 

hélices a. de 8 à 10 acides aminés (hélices 2 et 3), séparées par trois acides aminés formant un 

coude~ (FIGURE 2, d'après Pabo et Sower 1992). Ces protéines se lient à l'ADN sous forme de 

dimères, sur une séquence palindromique, chaque protéine fixant un hémi-site. La première 

hélice contacte non spécifiquement l'ADN et joue un rôle de stabilisation. L'hélice 3 reconnaît 

spécifiquement des séquences d'ADN situées dans le grand sillon. 



Domaine "Hélice-coude-hélice" 
(Répresseur de "-) 

Protéine 
Bcd 

Bcdlys~ln 
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PrdSer--.Gin 

PrdSer--.Lys 
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Domaine "homéo" 
(Engrailed) 

Site de liaison 

TATTCG 
TATTIG 

TATTC._G 
TATTIG 
TATTC.C. 

FIGURE 2: Le domaine bornéo (d'après Angrand 1993). L'hélice 3 (grisée) est l'hélice de 
reconnaissance à l'ADN. 
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Il est intéressant de noter que ces grandes caractéristiques structurales sont conservées chez 

les espèces supérieures et se retrouvent notamment dans des protéines qui possèdent un domaine 

de fixation à l'ADN appelé domaine homéo (homéoprotéines). 

- Le domaine Homéo 

Chez les eucaryotes, la recherche de gènes associés à des mutations homéotiques du 

développement a permis l'isolement de gènes possédant un domaine comparable. Ce domaine 

est largement représenté dans les gènes homéotiques de drosophile puis chez les mammifères 

(revue de Duboule 1994). Le domaine homéo, extrêmement conservé au cours de l'évolution, est 

composé de 60 acides aminés. On le retrouve également dans des organismes non segmentés tels 

que la levure, l'oursin de mer, le nématode Caenorhabditis elegans et même chez les plantes. La 

détermination de la structure tridimensionnelle des homéoprotéines Antennapedia (Antp ), 

Engrailed (En), et MAT a2 (protéine de levure) démontre que le domaine homéo est formé de 

trois ou quatre hélices a et contient un motif HTH (Qian et al. 1989 ; Kissinger et al. 1990; 

Wolberger et al. 1991) (FIGURE 2). Les hélices 2 et 3 forment la structure hélice-coude-hélice 

et sont superposables aux hélices de stabilisation et de reconnaissance des procaryotes. L'hélice 

3 du domaine homéo, hélice de reconnaissance, se couche dans le grand sillon de l'ADN et 

interagit avec certaines bases du site de reconnaissance. Celui-ci est une séquence riche en bases 

AT dont le motif central est TAAT. Cependant les bases adjacentes à ce motif sont importantes 

pour la reconnaissance. Ainsi les homéoprotéines Bicoïd (Bcd) et En reconnaissent des sites 

différents dans les bases adjacentes en ayant pourtant un coeur ATTA de reconnaissance 

identique. Cette différence est imputable à un acide aminés situé en position 50 du domaine 

homéo, correspondant au résidu 9 de l'hélice 3 (Hanes et Brent 1989 ; Treisman et al. 1989). 

Le type d'acide aminé situé en position 50 de l'homéodomaine confére à ce dernier une 

spécificité de reconnaissance à l'ADN (FIGURE 2) et a été utilisé pour classer les différents 

types d'homéodomaines (par rapport à leur spécificité de reconnaissance) : glutamine pour les 

homéodomaines de type Hox ou En ; sérine pour ceux de type paired ; cystéine pour les 
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homéodomaines de type POU ; lysine pour ceux de type Bcd. Les différents homéodomaines 

sont aussi regroupés en familles selon leur homologie de séquence (voir thèse C. Carrière). 

Enfin certaines homéoprotéines se caractérisent par la présence d'un deuxième domaine de 

liaison à l'ADN (dont nous discuterons ultérieurement l'importance pour la spécificité de 

reconnaissance à l'ADN): 

- Le domaine paired 

Ce domaine de 128 acides aminés initialement découvert dans la protéine Paired de 

drosophile (Prd), est prédit comme étant aussi de structure HTH (Bopp et al. 1986)1. Il est 

présent dans d'autres homéoprotéines de drosophile telles que Gooseberry proximal (Gsb-p ), 

Gooseberry distal (Gsb-d), Gooseberry neuro (Gsbn), Pox neuro, meso (Poxn, Poxm), eyeless 

(ey) (revue de Strachan et Read 1994; Quiring et al. 1994), et fonctionne comme un domaine de 

liaison à l'ADN autonome et indépendant de l'homéodomaine (Treisman et al. 1989). 

Des gènes possédant le domaine paired ont été retrouvés chez les mammifères et portent le 

nom de gènes Pax (pour Paired Box). Ces gènes seront présentés ultérieurement. 

- Le domaine POU 

Ce domaine, à l'origine identifié chez les facteurs de transcription de mammifères Pit-1, Oct-

1, Oct-2 et la protéine de C. elegans Unc-86 (revue de Rosenfeld 1991 ; Herr et al. 1988), est 

constitué de 135 acides aminés et s'organise en deux sous domaines :en position N terminale un 

sous-domaine de 75 acides aminés appelé domaine POU-spécifique (POUs), juxtaposant un 

domaine bornéo très divergent (appelé POU HD) qui constitue le deuxième sous-domaine 

(FIGURE 3). 

A la différence du domaine Paired, chaque sous-domaine n'est pas considéré comme 

domaine de liaison à l'ADN indépendant et autonome. En effet, les domaines POU s et POU HD 

ne sont pas capables de fixer l'ADN avec une haute affinité lorsqu'ils sont séparés (Ingraham et 

al. 1990). La participation de chacun d'eux est indispensable à la fixation de la protéine 

(Verrijzer et al. 1992). Le domaine POUs, formé de deux hélices a ; est lui aussi de structure 

Récemment, Xu et al. (1995) ont déterminé la structure tridimensionnelle du domaine paired de la protéine 
Paired par cristallographie et ont mis en évidence la présence de deux sous-domaines de structure HTH. 
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Domaine requis pour : Domaine de liaison à l'ADN 
Haute affinité pour la fixation Faible affinité de fixation 
Spécificité de reconnaissance Peu de spécificité 
Interactions Protéine-protéines Interactions Protéine-protéines 

~ ~ 
1 POU-Specifie l 1 POU-Homeo 1 

FIGURE 3: Le domaine POU (d'après Ingraham etal.1990). 
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HTH (Assa-Munt et al. 1993 ; Dekker et al. 1993), et l'hélice B est celle qui interagit 

spécifiquement avec les séquences d'ADN situées dans le grand sillon. Le domaine POU HD se 

comporte comme les homéodomaines "classiques" pour la fixation à l'ADN. 

- les familles Ets et Myb 

Des familles de facteurs de transcription, définies par homologies de séquence, et suspectées 

constituer des structures nouvelles par leur domaine de liaison à l'ADN, possèdent en fait un 

domaine de liaison à l'ADN de type HTH. C'est notamment le cas pour les protéines de la 

famille Ets et Myb pour lesquelles les structures ont été récemment déterminées par RMN et 

cristallographie (Liang et al. 1995 ; Donaldson et al. 1994 ; Ogata et al. 1994). Ces résultats 

suggèrent que le motif HTH est probablement très largement répandu comme structure de 

reconnaissance à l'ADN. Ainsi les facteurs de transcription spécifiques dont les structures 

tridimensionnelles ne sont pas encore définies s'apparentent probablement de près ou de loin aux 

structures déjà connues. 

- le doigt de Zinc 

Ce type de structure se caractérise par un arrangement particulier d'acides aminés cystéines 

ou histidines qui permet le repliement de ce domaine autour d'un atome de zinc. Les protéines 

possédant un domaine de liaison à l'ADN de ce type ont été regroupées par classes selon les 

homologies entre leur doigts de zinc (revue de Angrand 1993). Les différentes structures en 

doigt de zinc ont été déterminées par diffraction aux rayons X et par cristallographie, ce qui a 

permis d'établir que chaque doigt interagit avec trois ou cinq paires de base du grand sillon de 

l'ADN sur le même brin de la double hélice (FIGURE 4) (revue de Angrand 1993). Trois classes 

de motifs en doigt de zinc sont décrites : 

Classe I (C2H2) : les doigts de zinc de cette famille sont caractérisés par deux cystéines et 

deux histidines chélatant un atome de zinc. Suivant le facteur de transcription considéré, le 

nombre de doigt varie. Cette structure est retrouvée dans de nombreux facteurs de transcription 
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FIGURE 4: Le doigt de zinc de type C4 (d'après Angrand 1993). 
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de mammifères tels que Spl et Krox24, de levure tels que ADRl et SW15, ainsi que dans des 

protéines de drosophile impliquées dans le développement telles que Krüppel et Hunchback. La 

comparaison de plus de 200 motifs peptidiques de ce type de doigt de zinc a permis de définir la 

séquence consensus: FJy-X-C-X2(4)-C-X3-F-X5-L-Xz-H-X3(4)-H-X2(6) 

Classe II (C4): ce type de doigt de zinc est constitué par quatre cystéines chélatant le zinc. 

Présent dans les récepteurs nucléaires aux hormones stéroïdes et thyroïdiennes ainsi que le 

récepteur de l'acide rétinoïque et dans le facteur de transcription HNF4 (pour Hepatocyte 

Nuclear factor 4), leur structure est constituée de deux doigts de zinc organisés en deux modules 

dont le consensus est: C-X2-C-X13-C-X2-C-X15-17-C-X5-C-X9-C-X2-C-X4-C. 

Classe III (C6): de structure : C -Xz-C-X6-C-X6-9-C-Xz-C-X6-C, cette famille se 

caractérise par six cystéines chélatant le zinc. Ce type de doigt de zinc est présent dans de 

nombreux activateurs transcriptionnels de levure tels que la protéine GAL4. 

- le domaine basique associé à la crémaillère à leucines (bZip) 

Cette structure se caractérise par la juxtaposition d'une région basique constituant le domaine 

de liaison à l'ADN et d'une région constituée d'acides aminés hydrophobes, généralement 4 à 5 

leucines répétées tous les 7 acides aminés, correspondant à un domaine de dimérisation entre 

protéines. 

La détermination de structure, réalisée par résonance magnétique nucléaire et 

cristallographie pour la protéine de levure GCN4 (O'Shea et al. 1991 ; Ellenberger et al. 1992) et 

le facteur de transcription APl (Glover et Harrison 1995), a permis d'établir, d'une part, que la 

région basique et la crémaillère à leucines étaient incluses dans une même hélice a, d'autre part, 

que le domaine de liaison à l'ADN interagit avec le grand sillon d'ADN (FIGURE 5). Les 

facteurs de transcription possédant cette structure ne se fixent à l'ADN que sous forme 

dimérique, chaque monomère reconnaissant un hémi-site. Parmi les facteurs de transcription 

possédant cette structure on peut citer également les facteurs ATF/CREB (pour A MPc 

Transcription factor /ç_AMP Responsive Element B inding protein) et C/EBP (pour 
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APl ATF C/EBP 

C-Fos CRE8 C/E8Pa 
Fra-1 A TF-1 C/E8P~ 
Fos 8 ATF-2 C/E8Po 
C-Jun ATF-3 
Jun 8 ATF-4 
Jun D ATF-5 

ATF-6 
CREM 

FIGURE 5: La crémaillère à leucines associée à un domaine basique (d'après Angrand 
1993). 
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CAAT/_Element Binding Erotein) (pour une synthèse des différents facteurs de transcription, 

voir Faisst et Meyer 1992). 

- le domaine basique- Hélice-Boucle-Hélice (bHLH) 

Ce motif est caractérisé par la présence d'une région basique juxtaposant un domaine 

constitué de deux hélices a amphipathiques séparées par une structure en boucle (HLH) 

(Ellenberger et al. 1994; Ferré-d'Amaré et al. 1993, 1994) (FIGURE 6). Le domaine basique 

contacte l'ADN alors que le domaine HLH est un domaine de dimérisation. Les facteurs 

possédant ce type de structure (MyoD, Mye, TFE3, TFEB, E12, E47 ... ) sont capables de se 

dimériser et fixent des séquences palindrorniques de type CANNTG appelées originellement 

boîte E (Faisst et Meyer 1992). 

2.1.2 Les domaines d'activation de la transcription 

Alors que le mode d'action du domaine de liaison à l'ADN est relativement bien connu, celui 

du domaine d'activation de la transcription reste encore très obscur. Les modèles qui émergent 

supposent des interactions protéines-protéines entre le domaine d'activation de la transcription et 

des facteurs cellulaires de la machinerie transcriptionnelle de base mais sans expliquer comment 

se font les interactions et quels sont les mécanismes qui vont rendre compte de l'activation de la 

transcription. 

La comparaison des différents domaines d'activation de la transcription n'a pas permis de 

dégager de séquence consensuelle particulière pour chaque type de domaine. Néanmoins quatre 

types de structures différentes existent : 

- le domaine acide 

Ce domaine est présent dans les activateurs transcriptionnel GCN4 et VP16 (du virus de 

l'Herpès) (Ma et Ptashne 1987; Hope et al. 1988). La séquence du domaine d'activation 

transcriptionnel est riche en résidus acides lui conférant globalement une charge négative. Des 

études de prédiction de structure suggèrent qu'une hélice a amphipatique peut se former, 
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Facteurs Séquence ci. ble 

AP4 
MyoD .._o_. 
ElZ CAGCTG 
E47 
Tall 

Mye 
USF ~o-.. 

CBFl CACGTG 
Max 
TFE3 
PH04 

FIGURE 6: Le domaine Hélice-Boucle-Hélice (d'après Angrand 1993). 
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répartissant les résidus acides sur l'une des faces de l'hélice, l'autre face étant riche en résidus 

hydrophobes. La comparaison de séquence des différents domaines transcriptionnels acides ne 

montre pas d'homologie mise à part la richesse en résidus acides. L'étude du domaine 

d'activation de VP16, considéré comme l'archétype de domaine acide montre, d'une part, que 

l'hélice a n'est pas essentielle et que les résidus acides ne font que contribuer à l'activation de la 

transcription, d'autre part, qu'un acide aminé hydrophobe est crucial dans l'activation de la 

transcription (Cress et Triezenberg 1991). Ces résultats remettent donc en cause la seule 

importance des résidus acides pour l'activité du domaine acide. 

- le domaine riche en glutamine 

La richesse en résidus glutamine est de l'ordre de 25 à 30%. Ce type de motif est retrouvé 

par exemples dans le facteur de transcription Spi ainsi que dans des protéines contrôlant le 

développement de la drosophile telles que Antennapedia, Ultrabithorax et Zeste (Courey et Tjian 

1988). Aucune étude fonctionnelle ne permet d'attribuer un rôle important à ces résidus. 

- le domaine riche en proline 

Ce type de domaine présente une richesse en résidus proline de l'ordre de 20 à 30% et est 

identifié dans les protéines CTF/NFI, AP2, Jun, Oct2. Comme pour le domaine riche en 

glutamine, l'importance de ces résidus pour la fonction du domaine n'est pas démontrée. 

- le domaine riche en sérine-thréonine 

Initialement décrit par Ingraham et al. (1990) pour la protéine Pit-1, ce domaine peut 

s'apparenter au domaine acide quand il est phosphorylé. En effet, de nombreux facteurs de 

transcription sont décrits être sensibles aux modifications du statut de phosphorylation pour 

l'activation de la transcription (décrit ultérieurement). Ce type de domaine constitue ainsi un 

domaine d'activation transcriptionnel dont l'activité peut être modulée par la physiologie 

cellulaire. 
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2.1.3 Les domaines de répression transcriptionnelle 

Des domaines de répression de la transcription ont pu être isolés. Leur intérêt réside dans le 

fait qu'ils sont capables de transformer un activateur transcriptionnel en un répresseur lorsqu'ils 

sont fusionnés au domaine de liaison à l'ADN du facteur considéré. Le mode d'action 

moléculaire des domaines de répression n'est pas connu, cependant il semble que, tout comme 

les domaines d'activation, ils se caractérisent par une richesse en certains acides aminés (richesse 

en Gin, Pro ou Ala) notamment en résidus hydrophobes (revue de Cowe111994). 

En conclusion, les facteurs de transcription contiennent de multiples domaines fonctionnels, 

qui parfois se chevauchent, incluant un domaine de liaison à l'ADN et un domaine de trans

activation ou de trans-répression. Comme nous l'avons vu précédemment, bien que les domaines 

de liaison à l'ADN diffèrent structuralement, ils ont en commun la présence d'une hélice a 

"couchée" dans le grand sillon de l'ADN. Beaucoup de protéines se fixent à l'ADN sous forme 

d'homodimères ou d'hétérodimères, la présence d'une interface de dimérisation est souvent 

indispensable à cet effet. 

2.2 Les co-facteurs 

2.2.1 Mise en évidence des TAFs comme co-activateurs 

Alors que la transcription basale d'un promoteur peut-être reconstituée in vitro en utilisant la 

protéine TBP seule, l'activation de la transcription par certains facteurs de transcription 

spécifiques tels que Sp1, USF et les activateurs transcriptionnels acides et riches en praline, 

requiert la présence de TFIID (Pugh et Tjian 1990 ; Smale et al. 1990; Tanese et al. 1991 ; 

Zhou et al. 1992). Ainsi, les TAFs, protéines co-purifiées avec TBP dans la fraction TFIID, sont 

nécessaires pour l'activation de la transcription et se sont vues attribuer un rôle de co-facteur ou 

co-activateur (revues de Hernandez 1993; Goodrich et Tjian 1994b; Tjian et Maniatis 1994). 

Parallèlement chez la levure, des facteurs appelés médiateurs ou adaptateurs étaient mis en 

évidence dans la transcription activée, ceux-ci n'étant pas requis dans la transcription basale 

(Berger et al. 1990; Kelleher et al. 1990). 
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Chez la drosophile et l'homme au moins huit TAFs sont présents dans la fraction TFIID. 

Chez la drosophile ces TAFs ont été clonés et dénommés dTAFn250, 150, 110, 80, 60, 40, 30a, 

30~ (Dynlacht et al. 1993 ; Goodrich et al. 1993 ; Hoey et al. 1993 ; Kokubo et al. 1993a, b, c ; 

Verrijzer et al. 1994; Weinzierl et al. 1993a, b; Yokomori et al. 1993) (FIGURE 7). Chez 

l'homme cinq TAFs sont partiellement caractérisés: hTAFn 250, 130, 100, 70 et 30 (Hisatake et 

al. 1993 ; Ruppert et al. 1993 ; Weinzierl et al. 1993b ; Jacq et al. 1994). Il apparaît que les 

TAFs sont extrêmement conservés phylogénétiquement, suggérant un rôle très important dans le 

processus de transcription. 

Ces protéines sont capables d'interagir entre elles, avec les facteurs généraux de 

transcription, ainsi qu'avec les activateurs transcriptionnels (voir mécanisme d'action des 

activateurs transcriptionnels) et pourraient donc constituer un lien entre ces derniers et les 

facteurs responsables de la transcription de base. Ainsi dTAFn40 fixe TFIIB (Goodrich et al. 

1993). TAFn250 contacte TBP directement (Takada et al. 1992; Ruppert et al. 1993; Weinzierl 

et al. 1993a; Zhou et al. 1993) de même que dTAFn150 et dTAFn30a (Chen et al. 1994). 

D'autres TAFs ne s'associent pas à TBP mais ont besoin des précédents TAFs associés à TBP 

pour s'accrocher au complexe multi-protéique préexistant et constituer le complexe TFIID (Chen 

etal. 1994). C'est ainsi par exemple que dTAFnllO n'interagit pas avec TBP mais s'associe au 

complexe TBP-ADN via dTAFn250 (Weinzierl et al. 1993a; Chen et al. 1994). L'étude des 

interactions TAF-TBP et TAF-TAF réalisées par Chen et al. (1994) (FIGURE 7) révèlent que 

dTAFn250 sert de médiateur d'accrochage aux dTAFn30, 60, 110 et 150 et qu'un ordre 

chronologique régit l'accrochage des différents T AFs. 

2.2.2 Les autres co-activateurs 

Outre les TAFs, il existe d'autres co-activateurs non présents dans la fraction TFIID. Par 

exemple une activité de co-activateur, appelé USA (pour U pstream .S.timulatory Activity), 

présent dans des extraits nucléaires de cellules Hela est nécessaire pour une trans-activation 

maximale du promoteur tardif de l'adénovirus et du promoteur du virus HIV -1 par les facteurs 

de transcription respectifs USF et Sp1 (Meisteremst et al. 1991). De même un co-activateur, 
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FIGURE 7: Organisation du complexe TFIID chez la Drosophile (d'après Chen et al. 
1994). 
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appelé CoS, présent également dans des extraits nucléaires de cellules Hela augmente la trans

activation in vitro par le facteur transcriptionnel SRF (Serum Response Eactor) (Zhu et Prywes 

1992). 

2.3 Les mécanismes d'action des activateurs transcriptionnels 

Ces dernières années, les recherches se sont orientées sur la manière dont ces facteurs 

"communiquent" avec la machinerie transcriptionnelle pour stimuler ou inhiber la synthèse des 

ARNm. Un embryon de réponse vient de la découverte d'interactions directes entre les facteurs 

de transcription et les composants du complexe d'initiation de la transcription. Ces interactions 

pourraient augmenter l'initiation de la transcription d'une part en accélérant (ou en stabilisant) la 

fixation de TBP ou des autres facteurs de transcription généraux dans le complexe d'initiation, 

d'autre part en stimulant directement l'ARN polymérase II ou en induisant un changement 

conformationnel d'un composant du complexe d'initiation, lui-même en relation avec l'ARN 

polymérase II. 

En effet, certains activateurs viraux comme les protéines VP16 (du virus de l'Herpès), ElA 

(de l'adénovirus de type-2), Zta (du virus de l'Epstein-Barr) et la protéine précoce IE2 (du 

cytomégalovirus) (revue d'Hernandez 1993), ainsi que des facteurs de transcription cellulaires 

tels que p53 (Seto et al. 1992), Octl, Oct2 (Zwilling et al. 1994) etc-rel (Kerr et al. 1993; Xu et 

al. 1993) sont capables d'interagir directement avec TBP, ce qui peut stabiliser sa fixation sur la 

boîte TATA (par exemple avec Zta, Lieberman et Berk 1991). L'importance de ces interactions 

est démontrée par le fait que des mutations ponctuelles dans les activateurs VP16 et ElA 

réduisant leur capacité à fixer TBP in vitro, réduisent également leur capacité activatrice in vivo 

(lngles et al. 1991 ; Lee et al. 1991), ce qui suggère que les interactions TEP-activateurs 

décelées in vitro sont re levantes in vivo. 

Les facteurs de transcription USF et Mye, interagissent in vitro avec le facteur TFII-1, qui se 

fixe sur les séquences Inr. (Roy et al. 1991, 1993). USF est d'ailleurs capable d'activer la 

transcription par l'intermédiaire de séquences Inr sur le promoteur du virus HIV(Du et al. 1993). 

Dans le cas de la protéine Mye, cette interaction empêche la formation du complexe TBP-TFII-
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!-promoteur, ce qui inhibe l'initiation de la transcription (Roy et al. 1993). Ce type de 

mécanisme permet au proto-oncogène c-myc jusqu'ici montré coder un trans-activateur, de 

posséder une capacité de répression en trans, probablement restreinte aux gènes dont 

l'expression nécessite l'intervention de TFII-1. 

Les facteurs généraux TFIIA, TFIIB, TFIIE, TFIIF et TFIIH sont aussi des cibles 

potentielles pour les régulateurs transcriptionnels. Ainsi VP16 contacte également TFIIB 

accélérant sa cinétique de fixation sur le complexe de pré-initiation (Lin et Green 1991), et cette 

interaction est nécessaire pour l'activation transcriptionnelle (Robert et al. 1993). De même la 

protéine c-rel interagit avec TFIIB in vitro (Xu et al. 1993). 

Néanmoins ces interactions n'expliquent pas toujours comment se transmet l'activation de la 

transcription par les facteurs de transcription spécifiques. En effet, quoique les interactions 

activateurs-TBP ou activateurs-facteurs généraux puissent contribuer au processus de 

l'activation, elles ne sont pas suffisantes pour l'expliquer. Par exemple les activateurs viraux Zta 

et ElA nécessitent la présence des TAFs pour trans-activer (Zhou et al. 1992). Dans ce cas ces 

co-facteurs joueraient un rôle subséquemment à la fixation de TBP. 

De nombreux régulateurs transcriptionnels, qui par ailleurs n'interagissent pas directement 

avec les facteurs généraux de transcription, nécessitent également la présence des TAFs pour 

trans-activer et des interactions physiques entre ces régulateurs transcriptionnels et les TAFs ont 

été décrites. Par exemple, le facteur de transcription Sp 1 interagit directement avec T AF n 110 

(Hoey et al. 1993). L'analyse de mutants Spi ainsi que des expériences de reconstitution du 

complexe TFIID in vitro révèlent, d'une part, une étroite corrélation entre cette interaction et 

l'activation transcriptionnelle par Spi (Gill et al. 1994 ; Chen et al. 1994), d'autre part, que 

TAFn250 est également nécessaire à l'activation de la transcription par Spi (Chen et al. 1994). 

TAFn250 interagit directement avec TBP et pourrait donc constituer le lien entre Spi et TBP via 

TAFnllO (FIGURE 8). De même l'activateur viral VP16 contacte TAFn40 et, comme dans le 

cas de Spi, cette interaction est nécessaire à son activation transcriptionnelle (Goodrich et al. 

1993). Le facteur de transcription de drosophile NTF-1 contacte à la fois TAFu60 et TAFu150, 

ce dernier interagissant avec TBP (Chen et al. 1994). Comme TAFn250 interagit avec de 
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TATA 

FIGURE 8: L'activation de la transcription (d'après Tjian et Maniatis 1994). 
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nombreux TAFs (décrits dans mise en évidence des TAFs comme co-activateurs), il pourrait 

donc représenter un moyen pour les facteurs de transcription de "communiquer" avec TBP 

(FIGURE 9). L'utilisation de lignées cellulaires thermosensibles pour les T AFs confirme 

l'importance du complexe T AFrr 250-TBP dans la médiation de l'activation transcriptionnelle in 

vivo (Wang et Tjian 1994). 

Ces données très récentes ont permis de proposer un modèle pour l'activation de la 

transcription. D'une part, les TAFs sont nécessaires à la transmission du signal activateur par les 

facteurs de transcription spécifiques, d'autre part, l'activation des facteurs de transcription 

spécifiques va passer par des TAFs différents (Chen J.-L. et al. 1994; Jacq et al. 1994). Il est 

important de noter que les interactions TAFs-facteurs de transcription spécifiques décrites ne 

sont que la partie émergente de l'iceberg, car tous les T AFs ne sont probablement pas connus de 

même que les différentes interactions existantes. Les expériences sont en effet réalisées à partir 

d'extraits de cellules Hela ainsi que pour certains facteurs de transcription. Il est alors tentant 

d'imaginer l'existence de TAFs exprimés de façon transitoire au cours du cycle cellulaire et /ou 

au cours du développement embryonnaire et présentant une spécificité d'expression tissulaire 

restreinte comme il l'est maintenant clairement démontré pour les facteurs de transcription. 

3/ LA RÉGULATION DES FACTEURS DE TRANSCRIPTION SPÉCIFIQUES 

L'expression des gènes étant sous le contrôle des facteurs de transcription spécifiques, toute 

modification de l'activité de ces derniers va se répercuter sur l'expression de leur gènes cibles et 

ainsi modifier la réponse cellulaire (prolifération ou différenciation). 

Ce chapitre est donc consacré à la description des différents mécanismes de régulation des 

facteurs de transcription spécifiques, et nous dégagerons à l'aide d'exemples précis divers 

événements susceptibles de modifier leur activité transcriptionnelle ainsi que leur capacité de 

fixation à l'ADN. 
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Le complexe minimal TBPff AFzso 
ne permet pas de transmettre 
l'activation de la transcription. 

Des TAFs différents sont 
impliquées dans l'activation 
de la transcription. 

Le TAFllO est nécessaire 
à la transmission de l'acti
vation par le facteur Spl . 

Le complexe TFIID 
reconstitué in vitro peut 
transmettre 1' activation 
provenant de facteurs de 
transcriptions différents. 

FIGURE 9: Les co-activateurs et l'activation de la transcription (d'après Chen et al.1994). 
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3.1 Les modifications post-traductionnelles 

Les modifications post-traductionnelles peuvent moduler la capacité de fixation à l'ADN 

ainsi que l'activité transcriptionnelle des facteurs de transcription (voir revue d'Hunter et Karin, 

1992). 

3.1.1 Le statut d'oxydo-réduction 

Le groupe de Curran a cloné une protéine appelée Refl, qui a la particularité de modifier 

l'état d'oxydation/réduction d'un résidu cystéine situé au sein du domaine de liaison à l'ADN de 

la protéine c-Jun (Xanthoudakis et Curran 1992; Xanthoudakis et al. 1992). Lorsque cette 

cystéine est réduite, elle favorise la fixation de la protéine à l'ADN, par contre lorsqu'elle est 

oxydée elle rend impossible cette liaison. De plus, sa mutation en sérine favorise et rend la 

fixation à l'ADN indépendante de l'oxyda/réduction (Abate et al. 1990). 

Cet acide aminé est très conservé dans toutes les protéines de la famille APl, et aussi 

A TF/CREB, suggérant que cette régulation est commune à tous les membres de ces familles. Il 

est intéressant de noter que cet acide aminé régulateur est muté dans v-Jun et que cette mutation 

introduite dans Jun ou Fos favorise la transformation (Xanthoudakis et al. 1992). 

L'impact du statut d'oxyda/réduction sur l'activité de liaison à l'ADN a été décrit pour 

d'autres facteurs tels que Myb et NFKB (Meyer et al. 1993) et très récemment pour le facteur 

E2A (Benezra 1994). Ce facteur, constitué des protéines isoformes E12 et E47 produites à partir 

du même locus du gène E2A, ne se fixe sur ses séquences cibles (boîtes E) que sous la forme 

dun homodimère. L'homodimère E2A, instable dans les conditions cellulaires physiologiques 

(37°C), est stabilisé par la formation d'un pont di-sulfure, et ceci spécifiquement dans les 

cellules B ou il peut alors réguler les gènes codant les immunoglobulines. Il existerait donc une 

activité d'oxydo-réduction qui serait dans ce cas spécifique d'un facteur de transcription et d'un 

type cellulaire particulier. 
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3.1.2 La phosphorylationldéphosphorylation 

Les mécanismes de phosphorylation/déphosphorylation des facteurs de transcription 

représentent une réponse privilégiée aux stimuli externes auxquels est soumise la cellule. Ces 

processus peuvent affecter l'activité transcriptionnelle du facteur de transcription, sa capacité à 

lier l'ADN, ainsi que son transport vers le noyau (revue de Hunter et Karin 1992) (FIGURE 10). 

Un exemple de régulation par ce mécanisme est illustré par la protéine c-Jun, qui possède 

cinq sites principaux de phosphorylation sur des résidus sérine et thréonine (Boyle et al. 1991). 

Deux sites sont présents sur les sérines 63 et 73 situées dans le domaine d'activation 

transcriptionnelle de la protéine et la phosphorylation de ces résidus résulte en une augmentation 

de l'activité trans-activatrice de la protéine (Smeal et al. 1991, 1992, 1994). Le groupe de M. 

Karin a récemment isolé une protéine kinase spécifique pour la phosphorylation de ces résidus 

sérine (Hibi et al. 1993). Mais la phosphorylation peut aussi inhiber l'activité de ce facteur de 

transcription. En effet, trois sites de phosphorylation (thréonine 231, sérines 243 et 249) sont 

présents à proximité du domaine de liaison à l'ADN de la protéine c-Jun. La phosphorylation in 

vitro par la caséine kinase II de deux de ces sites ( sérine 249 et thréonine 231) a pour 

conséquence d'inhiber la fixation à l'ADN de la protéine Jun produite par bactérie recombinante. 

Cet effet est réversible suite à un traitement à la phosphatase (Lin et al. 1992). 

Ce mécanisme régule également d'autres membres APl. Ainsi la protéine c-Fos est 

également phosphorylée mais le rôle de la phosphorylation est moins bien compris. Il semble 

que la phosphorylation de trois sérines est importante pour la capacité de la protéine c-Fos à 

réprimer son propre promoteur, sans faire intervenir son activité de liaison à l'ADN (Lucibello et 

al. 1989 ; Gius et al. 1990 ; Ofir et al. 1990). Un travail récent a permis d'établir que les 

membres Fra1 et Fra2 sont également phosphorylés au cours du cycle cellulaire et que la 

phosphorylation affecte leur activité de liaison à l'ADN (Gruda et al. 1994). 

Des mécanismes similaires ont été rapportés pour les protéines c-Myb et c-Ets1 pour 

lesquelles la phosphorylation inhibe la capacité de liaison à l'ADN (Lüscher et al. 1990; 

Rabault et Ghysdael 1994), ainsi que pour la protéine CREM qui est le siège de 
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Effet de la phosphorylation 

La phosphorylation de Ser-552, Ser 646, et Ser-664 par Cdc28 
dabs SW15 inhibe le transport nucléaire 

La phosphorylation de sous-unité IkB provoque le transport nucléaire 

Activation de la transcription 

? 

Tyrosine phosphorylation de ISGF3a 

CKII La phosphorylation de Ser-11112 par CKII inhibe la liaison à!' ADN 

La phosphorylation d'un ou plusieurs sites dans Thr-231-Ser-249 par 
GSK-3 ou CKII inhibe la liaison à l'ADN 

La phosphorylation of Max par CKII inhibe la fixation à l'ADN des 
homodimères Max 

La phosphorylation dans le domaine de liaison à l'ADN 
inhibe la liaison à l'ADN 

La phosphorylation de Sr-385 dans le domaine de liaison à l'ADN 
inhibe la liaison à l'ADN pendant la mitose 

La phosphorylation de Thr-220 par PKA ou PKC inhibe la liaison 
à l'ADN sur certains éléments de réponse 

SRF CKII phoshorylation de sites en dehors du domaine de liaison à 
l'ADN augmente la fixation 

E2F and E4F La phoshorylation augmente l'activité de liaison à l'ADN 

CREM 

CREM 

CREB 

c-Jun 

c-Myc 

CIEBf13 

GAL4 

Y east HSF 

STE12 

c-Fos 

v-ErbA 

La phoshorylation augmente l'activité de liaison à!' ADN 

La phosphorylation de Ser-117 par PKA (ou CA.c'vi kinases I ou II 
stimule la transactivation 

La phosphorylation de Ser-133 par PKA (ou CA.c'vi kinases I ou II 
stimule la transactivation 

La phosphorylation de Ser-67 n3 en réponse aux rnitogen/oncoproteins 
stimule la transactivation 

La phosphorylation de Ser-62 stimule la transactivation 

La phosphorylation de Ser-276 stimule la transactivation 

La phosphorylation stimule la transactivation 

La phosphorylation stimule la transactivation 

La phosphorylation stimule la transactivation 

La phosphorylation d'un ou plusieurs sites dans les 20 résidus 
C-terrninaux est requise pour la trans repression 

La phosphorylation de Ser-16/17 par PKA ou PKC est nécessaire 
à la répression de l'activité c-ErbA 

AD RI La phoshorylation de Ser-230 par PKA inhibe la transactivation 

FIGURE 10 Régulation des facteurs de transcription par phosphorylation (d'après 
Hunter et Karin 1992). CKII : Caséine Kinase II ; PKA : Protéine Kinase 
A; PKC: Protéine Kinase C. 
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phosphorylations multiples et coopératives augmentant sa capacité de liaison à l'ADN et son 

activité transcriptionnelle (De Groot et al. 1993, 1994). 

Ce mécanisme de contrôle permet donc de moduler, positivement ou négativement, l'activité 

du facteur déjà présent dans la cellule, et ainsi de répondre très rapidement aux stimuli externes 

(facteurs de croissance, hormones) sans nécessité de synthèse de nova. 

3.1.3 La dégradation 

Ce contrôle met en jeu des mécanismes de reconnaissance et de mise en route d'un processus 

de dégradation. Un peptide appelé ubiquitine peut être fixé en concatémères sur certains résidus 

de la protéine (préférentiellement une lysine). Le complexe ainsi formé est rapidement dégradé 

par une protéase (revue de Ciechanover 1994) (FIGURE 11). Ce mécanisme, mis en évidence 

pour l'anti-oncogène p53, qui est instable lorsqu'il est complexé à la protéine virale E6 et 

dégradé par la voie d'ubiquitination, a été récemment montré comme régulant également la 

stabilité de la protéine c-Jun (Treier et al. 1994). La phosphorylation peut également provoquer 

un signal de dégradation (revue de Ciechanover 1994). 

Enfin ce processus de dégradation peut activer une fonction. En effet, l'ubiquitination a lieu 

sur le précurseur inactif du facteur de transcription NFKB (protéine de 105 kDa), et résulte par 

clivage protéolytique en la formation d'une forme active (de 65 kDa) de ce facteur de 

transcription (Palombella et al. 1994). 

3.1.4 La compartimentation 

Le facteur de transcription doit se localiser dans le noyau pour être fonctionnel. Après 

synthèse dans le cytoplasme, il y a transport actif dans le noyau, étape qui peut être régulée. Des 

séquences de translocation nucléaire sont généralement présentes dans les facteurs de 

transcription. Un exemple type est le facteur de transcription NFKB dont l'expression est 

pleïotrope (revue de Lenardo et Baltimore 1989). NFKB est présent sous une forme active dans 

le noyau d'un nombre restreint de types cellulaires. Dans la plupart des autres cellules, il se 

trouve sous forme inactive dans le cytoplasme, associé à un inhibiteur appelé IKB. La 
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FIGURE 11 :La voie de dégradation de l'ubiquitine. El, E2, E3 sont des complexes 
protéiques (d'après Hoschstrasser 1992). Ub: Ubiquitine. Ce mécanisme de 
dégradation nécessite la présence d'ATP. L'Ub est prise en charge par 
différents complexes enzymatiques (El à E3) avant des fixée par liaison 
covalente à la protéine. L'Db est recyclée après dégradation de la protéine. 
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phosphorylation d'IKB provoque sa dégradation et libère NFKB qui peut alors migrer dans le 

noyau (Alkalayet al. 1995, Donato et al. 1995, Lin et al. 1995, revue Thanos et Maniatis 1995). 

3.1.5 Le repliement intramoléculaire 

Ce mécanisme connu depuis fort longtemps chez les procaryotes par passage d'une forme 

inactive à une forme active suite à un changement conformationnel, vient d'être décrit 

récemment dans les espèces supérieures. 

Un tel modèle a été proposé pour rendre compte des différences d'activité de liaison à l'ADN 

entre les protéines c-Ets1 et v-ets (Limet al. 1992). Le repliement dans ce cas agirait au niveau 

du domaine de liaison à l'ADN (masquage/démasquage). Par contre pour la protéine C/EBPI3 

(protéine se fixant sur le motif CCAAT et appelée également NFM ou NFIL-6), ce serait le 

domaine trans-activateur qui serait le siège d'une telle régulation (Kowentz-Leutz et al. 1994). 

3.2 La présence d'inhibiteurs 

L'identification et le clonage du gène codant la protéine Id a permis d'isoler un inhibiteur des 

protéines à domaine de dimérisation de type HLH. La protéine Id possède le domaine HLH de 

dimérisation mais pas de domaine de liaison à l'ADN. Il en résulte la formation de dimères en 

solution (par exemple MyoD/Id) incapables de lier l'ADN (Benezra et al. 1990). Dans certains 

cas les gènes peuvent coder à la fois des activateurs et des inhibiteurs de la transcription 

(FIGURE 12). Ainsi, les protéines de la famille POU produisent par épissage alternatif des 

protéines activatrices et inhibitrices. Par exemple la protéine twin of I-POU est un régulateur 

positif de la transcription alors que l'isoforme I-POU, incapable de se fixer à l'ADN, régule 

négativement l'activité du facteur de transcription Cfl-a en formant des hétérodimères inactifs 

en solution (Treacy et al. 1992) (FIGURE 13). 

Différentes familles de facteurs de transcription génèrent des répresseurs spécifiques des 

formes activatrices. Ainsi le clonage d'une forme épissée du gène FosB (appelée ôFosB ou 

FosB2) a permis de mettre en évidence une protéine sans domaine d'activation 

transcriptionnelle, capable de se dimériser avec Jun et de réprimer la transcription du complexe 
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Sassone-Corsi 1992). Des protéines sans domaine d'activation 
transcriptionnelle sont produites par épissage alternatif de l'ARNm ou par 
initiation interne de la traduction dans l'ARN. Ces protéines "tronquées" 
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FIGURE 13: Activateur et répresseur à partir du même gène (d'après Treacy et al.1992). 
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APl formé (Mumberg et al. 1991 ; Nakabeppu et Nathans 1991 ; Yen et al. 1991). La balance 

entre les isoformes FosB et i1FosB module l'activité du facteur APL Il en est de même du gène 

CREM (pour ç_AMP-responsive ~lement modulator) qui produit par initiation interne, par 

épissage alternatif ou par utilisation de promoteurs alternatifs, des protéines activatrices ou 

inhibitrices de la transcription (revue de Foulkes et Sassone-Corsi 1992 ; Molina et al. 1993). La 

forme inhibitrice est dépourvue de domaine d'activation de la transcription mais peut encore lier 

l'ADN. Le mécanisme d'inhibition est comparable avec celui de ilFosB. On peut citer également 

le cas du gène HNFJ (pour H epatocyte Nuclear Eactor 1) qui produit une protéine à 

homéodomaine épissée dans le domaine trans-activateur et inhibitrice sur la forme activatrice de 

la transcription. L'inhibition se fait par dimérisation ou compétition de fixation avec l'isoforme 

activatrice (Bach et Yaniv 1993). 

41 DIFFÉRENTS ÉLÉMENTS RENDENT COMPTE DE LA SPÉCIFICITÉ D'EX

PRESSION DES GÈNES 

4.1 Le positionnement nucléosomal 

ln vivo, l'ADN est engagé dans une structure appelée chromatine. L'unité de base de la 

chromatine est le nucléosome, constitué d'un noyau central protéique dit "octamère", formé par 

l'association de deux molécules de chacune des histones H2A, H2B, H3 et H4, entouré par deux 

tours d'ADN (totalisant 160 bp) (Hayes et al. 1991). Une molécule d'histone Hl interagit avec 

l'ADN à l'extérieur du nucléosome. Cette structure nucléosomale se retrouve fréquemment au 

niveau des régions promotrices et régulatrices des gènes. Selon le contexte, le nucléosome peut 

être considéré comme une structure de répression ou d'activation. 

4.1.1 Le nucléosome, structure de répression 

L'importance des nucléosomes et de l'état de condensation de la chromatine dans la 

transcription est connu, d'une part, par l'observation historique que les zones d'ADN transcrites 

sont des régions où l'ADN est peu condensé car le mécanisme de transcription décondense la 

chromatine, d'autre part, par des expériences de génétique chez la levure. En utilisant des gènes 
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d'histone inductibles, Grunstein et al. (1992) ont montré que trois gènes (PH05, CUP 1 et HIS3), 

réprimés lorsque les histones sont exprimées, sont transcrits dès que l'expression des histones est 

réprimée. 

L'agencement particulier des nucléosomes peut empêcher l'accessibilité des facteurs de 

transcription sur l'ADN. En effet, la fixation des facteurs de transcription est augmentée suite à 

la désorganisation de la chromatine induite par la nucléoplasmine, une protéine liant les histones 

(Chen H. et al. 1994). 

Des exemples de l'importance des nucléosomes dans la répression des gènes par 

inaccessibilité/accessibilité de séquences sont illustrés par la régulation du promoteur du virus 

MMTV (pour mouse mammary 1umor yirus) et du promoteur du gène PH05 chez la levure 

(Bresnick et al. 1992; Lee et Archer 1994; Straka et Horz 1991). L'étude de l'activation 

transcriptionnelle de ces promoteurs a permis d'établir un modèle constitué de trois étapes : 

11 le positionnement particulier des nucléosomes sur le promoteur va permettre 

1' accessibilité de certains facteurs de transcription spécifiques sur leurs séquences ; 

2/ la fixation de ces facteurs de transcription spécifiques peut rompre la structure 

nucléosomale qui rendra alors accessible les séquences de reconnaissance d'autres facteurs de 

transcription spécifiques ainsi que la boîte TATA ; 

3/ ces autres facteurs de transcription spécifiques ainsi que les composants de la machinerie 

transcriptionnelle peuvent alors se fixer et réguler le promoteur. 

Par exemple, en ce qui concerne le promoteur du virus MMTV (revue de Wolffe 1994), 

celui-ci est réprimé en absence de glucocorticoïdes et il est dans ce cas incorporé dans six 

nucléosomes. Deux nucléosomes contiennent les éléments de promotion principaux (FIGURE 

14). La fixation du récepteur des glucocorticoïdes sur sa séquence cible (le site est accessible) 

induit une chaîne d'événements aboutissant à la désorganisation de la structure du nucléosome et 

au déplacement de l'histone Hl. Cette étape est nécessaire pour permettre la fixation du facteur 

NF1 qui facilite alors l'assemblage d'un complexe transcriptionnel fonctionnel. 

Des expériences de reconstitution in vitro établissent un rôle important de l'histone Hl dans 

ces mécanismes de régulation. En effet, les structures chromatiniennes sont plus accessibles aux 
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FIGURE 14: Le nucléosome et le promoteur du virus MMTV (d'après Wolffe 1994). 
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facteurs de transcription spécifiques quand elles ne contiennent pas l'histone Hl (Almouzni et al. 

1991 ; Kamakaka et al. 1993). De plus, l'assemblage préalable des octamères d'histones sur un 

promoteur contenant des sites de fixation pour l'activateur GAL4-VP16 n'empêche pas cette 

protéine de se fixer sur ces séquences, mais la présence de l'histone Hl réduit sensiblement sa 

capacité à trans-activer (Workman et Kingston 1992; Almouzni et Wolffe 1993). Néanmoins, il 

a été montré récemment chez la drosophile que la répression transcriptionnelle n'impliquait pas 

toujours l'histone Hl (Sandaltzopoulos et al. 1994). 

Ainsi l'incorporation de la boîte TA TA et des séquences de régulation dans des structures 

nucléosomales sert à maintenir un état de répression. La transcription nécessite la 

désorganisation des structures nucléosomales, notamment celles associées à la boîte TATA. Ce 

processus impliquerait l'intervention d'un complexe "activateur général" encore non défini dont 

le rôle serait de rompre l'interaction des histones H3-H4 avec l'ADN (revue de Lewin 1994). 

4.1.2. Le nucléosome, structure d'activation 

La mécanistique d'activation de la transcription, exposée ci-dessus, a été réalisée in vitro sur 

des promoteurs artificiels, ce qui ne pose pas de problèmes dans la modélisation des interactions 

protéines-protéines entre les facteurs de transcription spécifiques, les TAFs et les facteurs 

généraux de transcription puisque les sites de fixation sont très proches. Cependant in vivo, les 

sites de fixation des régulateurs transcriptionnels peuvent être très éloignés du promoteur. 

Notamment des régions d'ADN appelées "enhancer" ou amplificateurs sont capables de réguler 

un gène de façon tissu-spécifique et ceci en étant situées parfois à des dizaines ou des milliers de 

paires de bases du promoteur. 

Comment se réalise la transmission de l'activation du facteur de transcription spécifique 

lorsque celui-ci se fixe sur des amplificateurs très éloignés du promoteur ? Il est maintenant 

démontré que les facteurs de transcription spécifiques fixés sur l'amplificateur interagissent 

directement avec les composants de la machinerie transcriptionnelle (Müller et al. 1989). Ceci 

est possible grâce à la structure chromatinienne qui permet à des régions d'ADN séparées parfois 
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de plusieurs milliers de paires de bases, d'être proches topologiquement, ce qui favorise ainsi la 

communication entre des éléments de régulation distants (FIGURE 15). 

En effet, pour les promoteurs du gène HSP26 et celui de l'alcool déshydrogénase de 

drosophile, l'agencement des nucléosomes induit une structure tridimensionnelle de l'ADN qui 

permet la juxtaposition (rapprochement) des éléments de régulation espacés (revue de Wolffe 

1994). Pour le gène de la vitellogénine (vitelline) chez le xénope, la reconstitution in vitro de 

nucléosomes entre le promoteur et l'amplificateur augmente l'activité de ce dernier d'un facteur 

10 (Schild et al. 1993). Des résultats obtenus in vivo semblent confirmer l'importance des 

nucléosomes entre des éléments de régulation lointains (Cullen et al. 1993). De plus, il 

semblerait que la fixation de facteurs de transcription spécifiques sur des séquences activatrices 

puisse dicter un positionnement nucléosomal particulier aboutissant à la formation d'une 

structure activatrice fonctionnelle (McPherson et al. 1993). 

4.2 Les séquences de reconnaissance à l'ADN 

Les promoteurs et les éléments régulateurs (amplificateurs) des gènes contiennent des 

séquences de fixation pour les facteurs de transcription spécifiques divers et multiples (appelées 

éléments cis) qui gouvernent l'expression spatiale et temporelle des gènes dans l'embryon. Ces 

éléments peuvent être localisés en amont ou en aval, à proximité ou à distance du site d'initiation 

du gène. Il apparaît donc que la présence ou l'absence de sites de fixation dicte en partie la 

spécificité d'expression des gènes (nous verrons en effet que certaines protéines peuvent réguler 

des gènes en l'absence de fixation à l'ADN). 

Les différentes familles de facteurs de transcription reconnaissent en général des séquences 

d'ADN différentes. Cette particularité impose un niveau de régulation par l'intermédiaire des 

séquences de reconnaissance. L'expression d'un gène est par conséquent dépendante du type de 

séquence de régulation présente au sein de son promoteur ou dans les régions régulatrices. Cette 

évidence a comme conséquence d'aboutir à des régulations très complexes, puisqu'un gène est 

généralement soumis à plusieurs régulateurs positifs ou négatifs. 
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FIGURE 15 :Rôle du nucléosome dans l'activation de la transcription (d'après Wolffe 
1994). 
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4.2.1 Compétition pour la fixation 

Il existe des cas où deux séquences de fixation pour des activateurs différents sont 

imbriquées l'une dans l'autre, ce qui entraîne une compétition pour la fixation les facteurs 

(FIGURE 16). C'est le cas du promoteur du gène de l'ostéocalcine, qui possède un site de 

réponse à l'acide rétinoïque et à la vitamine D3 (appelé HRE pour .h.ormon responsive ~lement) 

qui transmet une activation transcriptionnelle. L'activation de la transcription par l'acide 

rétinoïque et la vitamine D3 est réprimée par le facteur APl, dont le site de fixation est contenu 

dans le site HRE. La répression est donc expliquée par une compétition pour la fixation entre le 

récepteur nucléaire et le facteur APl (Schüle et al. 1990). Le même type de mécanisme est 

proposé pour le gène c-Fos dont l'activation par les oestrogènes est réprimée par APl. Le 

promoteur de ce gène possède en effet un site APl imbriqué dans la séquence de fixation du 

récepteur aux oestrogènes (Weisz et Rosales 1990). 

4.2.2 Sélectivité pour les séquences de fixation 

Des bases situées en dehors du site de reconnaissance peuvent également déterminer la 

spécificité de fixation. 

Par exemple, les gènes Hox codent des protéines à homéodomaine qui dirigent l'identité des 

différents segments présents le long de l'axe antéro-postérieur de l'embryon. De nombreuses 

protéines à homéodomaines (telle que HOXD-4) régulent leur propre expression par un 

mécanisme d'autorégulation (Serfling 1989). Bien que les protéines HOX reconnaissent des 

séquences consensus très similaires dont le motif central est TAAT (Hoey et Levine 1988; 

Pellerin et al. 1994 ), la protéine HOXA-1 est incapable de réguler le promoteur du gène Hoxd-4, 

alors que la protéine HOXD-4 active fortement la transcription de son promoteur par 

l'intermédiaire de motifs TAAT. Ce mécanisme est lié à une absence de reconnaissance à l'ADN 

de HOXA-1 pour des sites de type HOXD-4, alors que HOXA-1 régule la transcription 

positivement par l'intermédiaire d'autres séquences. Cette différence de reconnaissance est liée 

au type d'acides aminés présents dans la partie amino-terminale de l'homéodomaine, située en 

dehors des hélices de reconnaissance, et qui confère une contrainte supplémentaire dans la 
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FIGURE 16: Compétition pour la Ïlxation. 
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sélection des séquences de reconnaissance (Phelan et al. 1994). Dans ce mécanisme, les 

séquences adjacentes au site de fixation homéo (T AA T) joueraient un rôle important dans la 

sélectivité des sites de fixation in vivo. 

Des séquences adjacentes au site de fixation sont impliquées dans la régulation tissulaire 

spécifique des amplificateurs des gènes de la créatine kinase musculaire (MCK pour muscle 

ç_reatine kinase) et des immunoglobulines H (lgH). Chacun de ces amplificateurs est régulé par 

la fixation de protéines de type bHLH sur des séquences CANNTG (appelées boîtes E). 

L'amplificateur du gène MCK est activé par l'hétérodimère MyoD!E12 dans le muscle alors que 

celui du gène des IgH est régulé dans les lymphocytes B par l'homodimère E12/E12. Or il 

apparaît que MyoD est capable de fixer les boîtes E présentes au sein de l'amplificateur du gène 

des IgH mais il est incapable d'activer la transcription de ce gène. Weintraub et al. (1994) ont 

montré que l'absence d'activation par MyoD sur cette séquence dépend de la nature des deux 

bases adjacentes à la boîte E qui agissent en cis pour l'inhibition d'activation par MyoD 

(FIGURE 17). Ces auteurs suggèrent que MyoD n'active que des gènes musculaires spécifiques 

car les séquences régulatrices qui ne sont pas spécifiques du muscle contiennent des "éléments" 

négatifs empêchant l'activité de MyoD. Donc, outre les séquences de reconnaissance strictes· 

pour un facteur de transcription donné, les séquences adjacentes jouent un rôle dans la 

spécificité de régulation . 

4.2.3 L'espacement des sites de tlxation dicte la réponse transcriptionnelle 

En plus de la contrainte apportée par le type d'éléments cis présents sur le promoteur, il 

apparaît qu'un type de site de fixation peut être reconnu par plusieurs facteurs différents, qui 

peuvent appartenir à la même famille. Par exemple, plusieurs protéines à homéodomaine 

peuvent fixer des séquences identiques (Hoey et Levine 1988 ; Pellerin et al. 1994). Il en est de 

même, pour les récepteurs nucléaires : les séquences de reconnaissance pour les récepteurs aux 

oestrogènes, aux hormones thyroïdiennes et à la vitamine D sont identiques. Ce sont l'orientation 

relative, ainsi que, l'espacement qui dictent la réponse transcriptionnelle (c'est-à-dire l'activation 

ou l'inhibition) (Glass et al. 1989 ; Umesono et al. 1991 ; Naar et al. 1991) (FIGURE 18). Le 
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FIGURE 17: Importance des séquences adjacentes au site de fixation E Box pour la 
régulation transcriptionnelle (d'après Weintraub et al. 1994). Le - révèle 
une absence de trans-activation. Les+ indiquent une trans-activation. 
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Le récepteur T3 fixe l'élément de réponse T3 et est 
transcriptionnellement actif 
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Le récepteur T3 fixe l'élément de réponse séparé et est 
transcriptionnellement inactif 

TFI lD 

0 
TATA 

Elément de réponse œstrogène 

FIGURE 18: Importance de l'espacement des hémi-sites de fixation pour la régulation 
transcriptionnelle par les récepteurs nucléaires (d'après Glass etal.1988). 
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site de fixation est constitué de deux hémi-sites identiques (le récepteur nucléaire agit sous 

forme de dimère). Les trois orientations possibles des deux hémi-sites de fixation (répétée 

directe et répétée inversée) dicte le type de régulation (positive ou négative) pour chaque 

récepteur (Naar et al. 1991). De plus, l'espacement entre ces deux hémi-sites sera responsable de 

la différence de régulation. Ainsi, le récepteur de l'hormone thyroïdienne T3 fixe des sites 

reconnus par le récepteur aux oestrogènes. Le récepteur T3 qui régule positivement la 

transcription lorsque les deux hémi-sites de fixation sont accolés (pas d'espacement), se 

comporte comme régulateur neutre ou négatif lorsque les deux hémi-sites sont espacés de trois 

bases, et complète dans ce cas l'activation médiée par le récepteur aux oestrogènes, (Glass et al. 

1988). L'espacement entre les hémi-sites dicte également le type de dimère qui fixera la 

séquence (FIGURE 19). 

Le même type de mécanisme de régulation a été décrit pour les protéines à homéodomaine 

POU, protéines contenant un domaine de liaison à l'ADN bipartite (POU s et POU JID). 

L'espacement entre le site de fixation de type homéo (POU HD) et celui de type POU (POU s) 

détermine en effet la réponse transcriptionnelle des facteurs de cette famille Bm2 et Bm3. La 

protéine Bm2 tolère un espacement de 0, 1, 2 ou 3 bases entre les deux motifs alors que Bm3 ne 

fixe que des séquences possédant un espacement de 3 bases entre le motif de fixation POU et 

Homéo (Li et al. 1993) (FIGURE 20). Ce mécanisme est particulièrement intéressant car il 

montre que la présence de deux domaines de reconnaissance à l'ADN au sein de la même 

protéine peut conférer une spécificité face aux séquences de reconnaissance. 

4.2.4 Coopérativité et synergie 

La proximité de séquence de reconnaissance pour des facteurs de transcription peut 

engendrer un mécanisme de coopérativité entre facteur pour la fixation, la fixation de la 

deuxième molécule étant facilitée celle de la première molécule. Ce mécanisme peut être illustré 

par le cas des protéines à homéodomaine de type paired. 

La présence d'un site de fixation palindromique ATIAC/GTAAT permet la fixation de deux 

molécules une affinité de fixation à l'ADN pour la deuxième molécule protéique augmentée 
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FIGURE 19: Importance de l'espacement des hémi-sites de fixation pour la 
reconnaissance à l'ADN de différents hétérodimères et récepteurs 
nucléaires (d'après Laudet et Stéhelin 1992). RAR: récepteur acide 
rétinoïque tout trans ; RXR : récepteur à l'acide rétinoïque 9-cis ; THR: 
récepteur hormones thyroïdiennes ; VDR : récepteur vitamine D. 
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Sous-classe Espacement Consensus Exemple 

0 CATÀAAT Ode (cf1a): CATAAAT 

Ill 2 CATN2ÀAAT Po(Tst-1): CATTCTAAT 

3 T CATN3 AAAT CRH Il (Brn2): CATAAATAAT 

CATTCGrAAT 

[ CATMGrAAT 

IV 3 T Mec-3 (unc-86): CATCGGrAAT 
CATN3AAAT 

CATTAATAAT 
CATCTATAAT 

CE-2 (Brn-3): CATCCITAAT 

FIGURE 20 : Importance de l'espacement entre sites de reconnaissance POU s et POUHD 
pour la reconnaissance à l'ADN de différentes classes de protéines POU 
(d'après Li et al.1993). 
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de 300 fois par rapport à la première molécule (Wilson et al. 1993). Le taux d'activation 

transcriptionnelle obtenue sur ce type de séquence est très élevé et décelable à faible quantité de 

facteur de transcription alors qu'un site de fixation non dimérisé requiert de fortes concentrations 

du même facteur pour répondre positivement (Wilson et al. 1993). Ainsi, le type de séquence de 

fixation dictera la sensibilité d'induction d'un gène par rapport à un autre, ceci en fonction de la 

quantité de trans-activateur. 

La présence de sites de reconnaissance multiples proches les uns des autres permettant une 

coopérativité de fixation est également décrite pour la protéine Zeste de drosophile, qui ne peut 

pas se fixer à l'ADN lorsque un seul site de fixation est présent. Cette coopérativité de fixation 

est d'ailleurs requise et nécessaire pour que la protéine exerce sa fonction in vivo (Chen et 

Pirrota, 1993). 

Une des conséquences de ce mécanisme est d'aboutir à une activation transcriptionnelle de 

type synergique, le taux d'activation de la transcription ainsi obtenu étant supérieur à la somme 

de l'activation transmise par chacun des activateurs pris séparément (FIGURE 21). 

Indépendamment du mécanisme de coopérativité de fixation, la proximité de séquence de 

reconnaissance pour des facteurs de transcription peut également résulter en une activation 

transcriptionnelle synergique. Par exemple, l'activation transcriptionnelle du LTR (Long 

Ierrninal Repeat) des virus du polyome et celle de HTL Vl (Human I-Cell Leukernia Virus) par 

le facteur de transcription c-Etsl nécessite un mécanisme de coopération avec les facteurs APl 

ou Spi (Wasylyk et al. 1990; Gégonne et al. 1993). De même, l'induction du gène mimi, gène 

marqueur de différenciation granulocytaire, résulte d'une coopération entre les facteurs Myb et 

CIEBP~ (Ness et al. 1993 ; Burk et al. 1993). Dans les deux cas, les sites de fixation de chacun 

des facteurs de transcription sont adjacents et sont nécessaires à l'activation synergique. Des 

travaux semblent indiquer que ce mécanisme joue un rôle très important in vivo. En effet, 

l'induction du gène mimi ne peut être obtenu in vivo dans un système hétérologue (fibroblastes) 

qu'après introduction des deux partenaires Myb et CIEBP~ qui ne sont naturellement pas 

présents dans ces cellules (Ness et al. 1993; Burk et al. 1993). De plus, des mécanismes de 

synergie existant entre différents facteurs de transcription codés par des gènes de développement 
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Coopération entre facteurs de transcription pour la réponse 
transcriptionnelle. Chacun des facteurs pris séparément active peu la 
transcription du gène. Les deux facteurs réunis activent fortement la 
transcription. Ce mécanisme de synergie n'est pas expliqué (?) et peut 
impliquer d'autres protéines( d'après He et Rosenfeld 1991). 
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(telles que les protéines Fushi-Tarazu et Paired) sont nécessaires pour le développement de 

l'embryon (Fitzpatrick et al. 1992; Anathan et al., 1993; Schier et Gehring, 1993 ; Gondie et 

Capecchi 1994 ; Simpson-brose, 1994) 

4.3 L'expression des facteurs de transcription spécifiques 

La régulation des gènes peut s'effectuer au niveau de l'expression même du régulateur. Ce 

mécanisme est illustré par la découverte de facteurs de transcription présentant une spécificité 

tissulaire dans leur expression. Dans certains cas, 1' introduction artificielle de ce facteur dans 

des cellules suffit à induire un programme de différenciation de ces cellules. Dans ce cas il 

n'existe pas de "verrou" cellulaire empêchant l'activité de ce facteur et la seule présence ou 

absence de ce facteur est l'élément limitant de la régulation des gènes cibles. Cet exemple peut 

être illustré par le facteur de transcription MyoD (pour Myoblaste determination gene 1) qui est 

capable d'induire une différenciation musculaire lorsqu'il est introduit dans des fibroblastes 

(Davis et al. 1987). 

Cependant la notion de facteur de transcription seul déterminant absolu "master gene" pour 

une différenciation donnée doit être tempérée. En effet, toute cellule n'est pas reprogrammable. 

Par exemple, toute cellule ne peut se différencier en myoblaste sous l'effet de la surexpression de 

MyoD seul. Ceci suggère que ce facteur de transcription a besoin d'un contexte cellulaire 

particulier pour son activité que l'on pourrait considérer en terme de "prédisposition cellulaire". 

L'identification de co-facteurs rendre compte de la "prédisposition cellulaire" et explique en 

partie la spécificité d'action d'un facteur d'un type cellulaire donné. 

Un autre exemple beaucoup plus général est illustré par les protéines à homéodomaine 

faisant partie des gènes de développement. La plupart d'entre eux présentent une expression 

restreinte à quelques cellules ou tissus. La dérégulation de ces gènes par surexpression, mutation 

ou extinction suffit à induire une anomalie du statut de différenciation cellulaire (revue de 

McGinnis et Krumlauf 1992). Cela signifie que l'expression de ces gènes est impliquée dans un 

programme de détermination cellulaire, défini par l'expression des gènes cibles placés sous leur 

contrôle. L'analyse moléculaire du mode d'action du facteur de transcription Pit1, protéine à 
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homéodomaine présentant une spécificité tissulaire pour son expression, en est un exemple. En 

effet, ce facteur qui est exprimé dans l'hypophyse est nécessaire pour l'expression du gène de 

l'hormone de croissance ( GH). L'expression de Pitl précède celle de GH et des mutations dans 

le gène Pitl, abolissant sa capacité à fixer l'ADN, se traduisent par une absence d'expression de 

GH et des anomalies du développement chez l'animal (nanisme) (Li et al. 1990). Cependant, là 

encore, la présence ou l'absence du facteur est loin de déterminer l'expression du gène cible. En 

effet Pitl est exprimé dans trois types cellulaires distincts : les cellules thyrotrophes, 

somatotrophes et lactotrophes, et régule des gènes d'expression spécifique de chaque cellule à 

savoir TSH/3 (pour 1hyroid .s_timulating hormon ~), GH et Prolactine (voir revue de Rosenfeld 

1991). Il existe donc d'autres déterminants cellulaires qui vont permettre l'expression du gène 

considéré dans un type cellulaire donné en présence de Pitl, qui est pourtant nécessaire pour 

l'expression de chacun de ces gènes. 

4.4 Interactions entre les facteurs de transcription 

L'interactions entre les facteurs de transcription spécifiques est l'un des mécanismes les plus 

importants dans la régulation de l'activité des gènes. En effet, il est possible de retrouver des 

associations entre facteurs pour les différentes classes de facteur de transcription. Diverses 

combinaisons spécifiques de dimères se formeront en fonction de l'expression respective de 

chaque facteur de transcription dans la cellule mais aussi en fonction du promoteur lorsque les 

sites de fixation interviennent dans la dimérisation. Deux types de dimérisation peuvent être 

définis, les interactions entre facteurs de transcription appartenant à une même famille et celles 

entre protéines non apparentées. 

4.4.1 Dimérisation entre facteurs de transcription apparentés 

- les protéines bZIP 

Le meilleur exemple est représenté par la famille APl, constituée des protéines c-Jun, JunB, 

JunD etc-Fos, FosB, Frai, Fra2 (voir revue d'Angel et Karin 1991). Les protéines Jun ont la 

capacité de s'homodimériser et de s'hétérodimériser entre elles, capacité que n'ont pas les 
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protéines Fos. Par contre ces dernières s'hétérodimérisent avec les protéines Jun. La formation 

d'homodimères et d'hétérodimères permet donc un nombre élevé de combinaisons différentes du 

facteur de transcription APl. Les différents membres Jun et Fos ne sont pas exprimés au même 

moment du cycle cellulaire et exhibent des stabilités différentes. Par exemple les protéines c-Fos 

et FosB sont rapidement dégradées alors que Pral et Fra2 sont plus stables; pour les membres 

Jun, la protéine JunD est beaucoup plus stable. Ce fait est important car il se traduit par une 

variation qualitative et quantitative du facteur APl au cours du cycle cellulaire (Kovary et Bravo 

199la, b, 1992). 

Les différents dimères reconnaissent tous la même séquence palindromique TGACfGTCA 

(appelée TRE pour TPA responsive ~lement) mais, fait intéressant, ne se fixent pas avec la 

même affinité: les hétérodimères Jun-Fos se fixent plus fortement que les homodimères Jun-Jun 

(Ryseck et Bravo 1991). Il en résulte que les hétérodimères Jun-Fos seront les régulateurs 

préférentiels lorsque les membres Fos seront fortement exprimés, et empêcheront la fixation des 

dimères Jun-Jun. 

De plus, la capacité d'activation transcriptionnelle (trans-activation) varie selon le type de 

dimère. Ainsi parmi les membres Jun, seul c-Jun est un trans-activateur efficace (Chiu et al. 

1989). JunD, un pauvre trans-activateur en homodimère, devient capable d'activer efficacement 

la transcription quand il est dimérisé avec c-Fos (Rirai et al. 1989). Les hétérodimères c-Jun

JunB sont des inhibiteurs de la trans-activation de c-Jun (Chiu et al. 1989; Deng et Karin 1993). 

Alors que l'hétérodimère c-Jun-c-Fos trans-active plus fortement que l'homodimère c-Jun (Rirai 

et al. 1990; Nakabeppu et al. 1988), les hétérodimères c-Jun-Fral et c-Jun-Fra2 se comportent 

comme des inhibiteur de la trans-activation de c-Jun. Les protéines Pral et Fra2 sont d'ailleurs 

incapables, à l'inverse de c-Fos, d'activer la transcription de la transine in vivo lorsqu'ils sont 

surexprimés dans des fibroblastes de rat (Wisdom et Verma 1993). Cependant ils exhibent les 

mêmes capacités à trans-activer que c-Fos, lorsqu'ils sont dimérisés avec JunD (Suzuki et al. 

1991). 

Il est donc facile d'envisager que la régulation des gènes cibles du facteur APl passe par 

l'intermédiaire des mêmes séquences d'ADN mais que le type d'hétérodimère va dicter la 
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réponse transcriptionnelle. Ces résultats signifient que la régulation d'un gène dépendra de la 

nature du (ou des) dimères présents dans la cellule. 

La protéine Jun est également capable de s'hétérodimériser avec d'autres protéines telles que 

les protéines ATF/CREB (revue d'Angel et Karin 1991). Les membres APl, qui sont induits par 

le TP A, rendent compte d'une voie d'activation du signal mitotique dépendante de la protéine 

kinase C. Les membres ATF sont activés par la voie de l'AMP cyclique (et donc la protéine 

kinase A) et régulent leur gènes par l'intermédiaire du site TGACGTCA (appelé CRE pour 

çyclic AMP responsive ~lement). L'hétérodimérisation entre Jun et ATF va modifier les 

séquences de reconnaissance : la protéine J un reconnaîtra un site A TF, et conférera ainsi à un 

site CRE la capacité de répondre également au TP A (Hai et al. 1991 ). 

Les interactions croisées s'étendent aux membres de la famille NFIL-6 (C/EBPB ), protéines 

impliquées dans le signal de transduction de l'interleukine 6. L'interaction entre Jun ou Fos avec 

NFIL-6 résulte en une diminution de l'activité de fixation à l'ADN et de trans-activation sur des 

séquences de réponse NFIL-6 (Hsu et al. 1994). 

- les protéines bHLH 

Nous avons vu précédemment que MyoD est un facteur de transcription spécifique des 

cellules musculaires (revue de Kadesch 1993). En fait, pour être actif, ce facteur a besoin de se 

dimériser avec les protéines E2A (isoformes E12 ou E47) pour fixer et trans-activer 

efficacement ses gènes cibles par l'intermédiaire de boîte E (Lassar et al. 1991 ; Sun et 

Baltimore 1991) (FIGURE 22). Il est intéressant de noter que la formation du facteur de 

transcription fonctionnel résulte de l'association d'un facteur de transcription quasi ubiquitaire 

(E2A) et d'un facteur de transcription tissulaire spécifique (MyoD). 

La dimérisation des protéines bHLH en vue de constituer un facteur de transcription 

fonctionnel est observée notamment lorsque les protéines présentent des stabilités différentes : 

une protéine instable se dimérise avec une protéine stable et constitue alors une forme active. 

Par exemple la protéine c-Myc, instable et régulée au cours du cycle cellulaire, est stabilisée par 

l'association avec la protéine Max qui est elle très stable. Il en résulte des activités 
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FIGURE 22: Dimérisation entre protéines bHLH (d'après Kadesch 1993). 
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fonctionnelles différentes pour les divers dimères. L'homodimère Mye-Mye ne fixe pas l'ADN 

alors que l'hétérodimère Mye-Max et l'homodimère Max-Max fixent l'ADN et représentent les 

formes fonctionnelles dans la cellule: Mye-Max est un trans-activateur alors que Max-Max ne 

trans-active pas et se comporte comme régulateur négatif de l'activité de Mye-Max par 

compétition de fixation (Blackwood et al. 1992; Kato et al. 1992 ; Mukheije et al. 1992). 

- les protéines à doigt de Zinc 

Des interactions entre protéines conduisant à la formation d'homodimères peuvent aussi 

transformer un activateur en un répresseur transcriptionnel. Le produit du gène de 

développement Krüppel de drosophile régule positivement ses gènes cibles à l'état non dimérisé 

et se comporte comme répresseur à l'état d'homodimère. Cette régulation est alors dépendante de 

la concentration en protéine (Sauer et Jackie 1993). 

Pour la famille des récepteurs nucléaires, les récepteurs aux oestrogènes et aux 

glucocorticoïdes apparaissent fixer 1' ADN sous forme homodimérique (Kumar et Chambon 

1988 ; Tsai et al. 1988) alors que les récepteurs à 1' acide rétinoïque peuvent fixer l'ADN sous 

forme d'hétérodimères avec différents membres des récepteurs nucléaires (FIGURE 23). Ces co

régulateurs n'affectent pas seulement l'activité de liaison à l'ADN du récepteur à l'acide 

rétinoïque mais également la réponse transcriptionnelle. Le type d'hétérodimère sera soit 

activateur soit répresseur de la transcription pour un site de fixation donné (Glass et al. 1989, 

1990). Il est essentiel de souligner ici l'importance que joue la dimérisation en conjonction avec 

l'espacement des hérni-sites de fixation à l'ADN pour la réponse transcriptionnelle (décrit ci

dessus) (FIGURES 19 et 23). 

- Les protéines à domaine Homéo 

Nous avons vu précédemment que les protéines HOX reconnaissent des séquences 

consensus très similaires dont le motif central est TAAT (Hoey et Levine 1988; Pellerin et al. 

1994) et que le bras arnino-terrninal de l'homéodomaine pouvait influer sur la spécificité de 

fixation de la protéine. Seulement, ce résultat n'explique pas comment la protéine HOXD-8 qui 
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FIGURE 23: Dimérisation entre protéines à doigt de zinc et réponse transcriptionnelle. 
Le site de fixation peut induire une modification de conformation du 
récepteur et moduler la réponse transcriptionnelle (d'après Glass et al. 
1989). 
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agit comme activateur de la transcription sur le promoteur de son gène, peut agir en tant que 

répresseur du gène Hoxd-9. Zappavigna et al. (1994) ont montré que la conversion de 

l'activateur HOXD-8 en un répresseur résulte en fait d'une hétérodimérisation de cette protéine 

avec la protéine HOXD-9 (FIGURE 24). Cette hétérodimérisation, qui s'effectue par 

l'intermédiaire de l'hélice 1 de l'homéodomaine de HOXD-8 ainsi que de sa portion amino

terminale, empêche la fixation de la protéine HOXD-8 à l'ADN (Zapparigna et al. 1994). 

D'autres associations protéines-protéines existent et peuvent réguler la transcription en 

l'activant. Dans certains cas l'activité de liaison à l'ADN n'est pas requise. Ainsi la protéine Fuji

tarazu, protéine à homéodomaine intervenant dans le processus de segmentation chez la 

drosophile, est capable de réguler des gènes in vivo en l'absence de domaine de liaison à l'ADN 

(Fitzpatrick et al. 1992; Schier et Gehring 1993). Le mécanisme d'action impliquerait la 

protéine Paired, dont l'activité de liaison à l'ADN est requise, suggérant des interactions 

protéines-protéines par l'intermédiaire de régions autres que l'homéodomaine (Ananthan et al. 

1993). 

La dimérisation peut aussi influencer la liaison à l'ADN en modulant la spécificité de 

reconnaissance ou en augmentant l'affinité. Ainsi les protéines Ultrabithorax (Ubx) et 

Antennapedia (Antp) montrent des spécificités de reconnaissance à l'ADN très similaires. 

Cependant la reconnaissance d'Ubx pour son site de fixation est favorisée après dimérisation 

avec la protéine à homéodomaine extradenticle (exd). Il est alors tentant de penser que la 

dimérisation augmente l'affinité d'Ubx pour l'ADN. Ce mécanisme de dimérisation est 

spécifique puisque exd n'interagit pas avec Antp (autre protéine à homéodomaine) et qu'elle est 

nécessaire à la régulation des gènes cibles par Ubx in vivo (Chan et al. 1994 ; Rauskolb et 

Wieschaux 1994). Une récente étude réalisée à l'aide d'expériences de double hybride chez la 

levure rapporte que l'interaction entre ces protéines implique le bras amino-terminal de 

l'homéodomaine (Johnson et al. 1995). La protéine exd possède également la capacité de se 

dimériser avec la protéine engrailed (En) et de modifier les séquences de reconnaissance de cette 

protéine, suggérant ainsi que les gènes régulés par engrailed seront différents en l'absence ou en 

présence d'exd (Chan et al. 1994; Van Dijk et Murre 1994). 
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4.4.2 Interactions entre facteurs de transcription non apparentés 

Ce type d'interaction est défini par des associations entre facteurs de transcription qui ne 

possèdent pas le même type de domaine de fixation à l'ADN et la même interface de 

dimérisation. Ce cas peut-être illustré par l'exemple de la régulation des glucocorticoïdes par 

APl (revue de Schüle et Evans, 1991). La surexpression des membres APl inhibe l'activation 

d'un élément de réponse aux glucocorticoïdes. Inversement, la surexpression d'un récepteur aux 

glucocorticoïdes réprime l'activation transcriptionnelle du facteur APl sur le promoteur de la 

collagénase . Des expériences biochimiques ont permis d'établir que c-Jun et le récepteur aux 

glucocorticoïdes interagissent par l'intermédiaire de leur domaine de liaison à l'ADN : un 

domaine basique et un en doigt de zinc respectivement. La répression mutuelle de la liaison à 

l'ADN par interaction protéine-protéine ("piégeage") est proposée comme mécanisme 

d'inhibition de la transcription (FIGURE 25). Ce mécanisme de "piégeage" rend compte d'une 

double fonctionnalité du domaine de liaison à l'ADN : il peut être impliqué à la fois dans des 

interactions ADN-protéine et protéine-protéine. 

Une interaction entre les protéines NFKB et APl permet une augmentation de l'affinité du 

complexe résultant pour l'ADN du LTR du virus HIVl et résulte en une activation 

transcriptionnelle par l'intermédiaire de séquences de fixation NFKB ou APl (Stein et al. 

1993a). Le facteur APl peut alors réguler des gènes qui ne contiennent pas de site de fixation 

APL 

Dans certains cas, la régulation de la transcription dépend à la fois de la fixation à l'ADN et 

de l'interaction des deux protéines. L'activité transcriptionnelle des facteurs fixés en cis sur des 

séquences adjacentes est alors régulée par des interactions protéine-protéine. Par exemple, la 

régulation transcriptionnelle du gène de la proliférine en réponse aux glucocorticoïdes, requiert 

la présence du récepteur aux glucocorticoïdes (GR) et du facteur APl (Miner et Yamamoto 

1992). La co-régulation dépend de l'activité de fixation à l'ADN des différentes protéines 

impliquées. Des interactions protéine-protéine ont pu alors être montrées. Ainsi, des 

hétérodimères API-GR sont visualisés par co-immunoprécipitation et des mutations abolissant 

la dimérisation du facteur APl (mutation dans la crémaillère à leucines) ont pour conséquence 
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FIGURE 25: Un exemple d'interaction entre facteurs de transcription non apparentés 
(d'après Schüle et Evans 1991). F : Fos; GR : récepteur aux 
glucocorticoïdes; J: Jun; RAR: récepteur de l'acide rétinoïque. 
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d'abolir l'interaction avec GR. De plus, il est intéressant de signaler que ce mécanisme 

d'activation impliquant l'activité de liaison à l'ADN et les interactions protéine-protéine dépend 

du type d'hétérodimère APl : ceci pour insister sur le fait que le type de dimérisation entre 

membres APl est très important pour la formation de complexes d'activation de la transcription 

fonctionnels. Ainsi il apparaît que l'hétérodimère c-Junlc-Fos en conjonction avec GR va inhiber 

l'activité du promoteur de la proliférine alors que l'hétérodimère c-Jun!Fral en conjonction avec 

GR va en activer la transcription. Cette différence de comportement impliquerait le domaine de 

liaison à l'ADN : le domaine basique de c-Fos diffère de celui de Pral par trois acides aminés 

(Miner et Yamamoto 1992). 

Des publications récentes ont décrit d'autres associations notamment entre C/EBP~ et la 

protéine c-Rel (Matsusak:a et al. 1993 ; Stein et al. 1993b ). 

Enfin le dernier exemple réside dans l'antagonisme c-Jun!MyoD face aux processus de 

prolifération et de différenciation cellulaire. L'infection de myoblastes par un rétrovirus 

exprimant c-Jun inhibe leur différenciation en myotubes mais n'inhibe pas leur prolifération 

(Bengal et al. 1992). A l'opposé, la surexpression de MyoD bloque l'activation des gènes 

associés à la prolifération induits par APl (Grossi et al. 1991 ; Su et al. 1991). Il semble donc 

que la balance entre prolifération et différenciation de ce système soit régulée par la formation 

d'un complexe c-Jun/MyoD. Un modèle d'interaction entre ces protéines a pu être décrit 

nécessitant le domaine HLH de MyoD et la crémaillère à leucines de c-Jun in vivo. Li et al. 

(1992) ont aussi montré que la répression est également obtenue avec c-Fos, JunB mais pas 

JunD, ce qui est compatible avec l'expression constitutive de ce gène dans les cellules 

musculaires. Ce mécanisme suggère que le complexe c-Jun/MyoD résulte en un dimère non 

fonctionnel présent de façon libre, c'est à dire non lié à l'ADN dans la cellule. 

4.5 Les répresseurs 

Nous avons vu précédemment, à travers les différents exemples, que le mécanisme de 

régulation négatif de la transcription résulte en majeure partie d'une perte de fonction activatrice 

du facteur de transcription (inhibition de la liaison à l'ADN par modification post-traductionnelle 
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ou séquestration par un inhibiteur) ou d'une compétition de fixation chassant l'activateur de sa 

séquence et le remplaçant par une protéine neutre (peu ou pas d'activation de la transcription). 

Ces mécanismes de régulation négative de la transcription peuvent être définis comme un 

processus "d'anti-activation". 

Cependant, des protéines ayant des caractéristiques de répresseur intrinsèque et possédant un 

domaine actif de répression ont été isolées. Les homéoprotéines de drosophile En et even

skipped (Jaynes et O'Farrel1991 ; Han et Manley 1993a, b) ont ainsi été décrites, la première se 

comportant comme un répresseur spécifique de la transcription activée alors que la seconde 

réprime également l'expression de base du promoteur, ce qui en fait un répresseur constitutif. 

Des protéines En ont été isolées chez les mammifères, suggérant que ces mécanismes sont 

conservés au cours de l'évolution. 

D'autres facteurs qui répriment la transcription basale d'un promoteur ont été identifiés et 

joueraient un rôle dans la régulation transcriptionnelle. Ces régulateurs négatifs dénommés NC1, 

NC2, Drl et Dr2 empêcheraient l'incorporation de TFIIA et/ou TFIIB dans le complexe de pré

initiation TBP-ADN et ceci en se fixant directement à la protéine TBP (Meisteremst et Roeder 

1991 ; Meisteremst et al. 1991 ; Inostroza et al. 1992 ; Merino et al. 1993 ; Y eung et al. 1994 ). 

Conclusion générale sur la régulation génique (FIGURE 26) 

Le premier niveau de régulation d'un gène peut être défini par l'état de condensation de la 

chromatine. Un état décondensé rend accessible les sites de fixation pour les facteurs généraux 

et facteurs de transcription spécifiques et permet ainsi la transcription du gène. 

Le deuxième niveau de régulation se joue au niveau du complexe de pré-initiation de la 

transcription dont la formation et l'activité peuvent être permises ou au contraire bloquées par 

l'intervention de répresseurs (telles que les protéines NC1, NC2, Drl et Dr2). 

Les facteurs de transcription spécifiques (lorsqu'ils sont présents) se fixent sur leur site de 

reconnaissance (au niveau du promoteur ou des régions régulatrices) et agissent : soit en 

réprimant, soit en activant la transcription du gène ce qui se traduit en partie par une 

augmentation du taux d'initiation. Cette étape requiert des interactions directes ou indirectes (par 
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l'intermédiaire de co-facteurs) avec les composants de la machinerie transcriptionnelle. Les 

facteurs de transcription spécifiques peuvent être eux-mêmes régulés par de nombreux 

mécanismes (compartimentation cellulaire, dégradation, phorphorylation, inhibiteurs protéiques) 

dont certains vont influencer leur capacité à lier l'ADN ou à trans-réguler. 

L'expression tissulaire spécifique d'un gène apparaît donc comme étant la résultante de la 

combinaison d'événements simples s'appliquant de façon particulière à chaque cellule. 

Ill LES GÈNES PAX 1 LE GÈNE PAX6 

Ces gènes portent le nom Pax (pour Paired box) car ils sont caractérisés par la présence d'un 

domaine de liaison à l'ADN homologue à celui de la protéine Paired de drosophile. Les gènes 

Pax ont été isolés chez les mammifères sur la base d'une homologie de séquence avec la 

séquence codant le domaine paired de la protéine Paired. Ainsi, neufs gènes Pax (appelés Paxl à 

9) ont pu être isolés chez les mammifères et définissent une famille de gènes rw alther et al. 

1991). Nous allons décrire leurs propriétés structurales et fonctionnelles en insistant sur Pax6 

qui fait l'objet du travail présenté dans les résultats. 

li STRUCTURE 

Ces gènes se caractérisent par des propriétés structurales similaires (FIGURE 27 A). Dans la 

partie arnino-terminale de la protéine est localisé le domaine paired. La structure tertiaire de ce 

domaine de la protéine Paired, réalisée par crystallographie, montre une structure 

tridimensionnelle formée de deux feuillets 13 et de six hélices a. : deux structures HTH sont ainsi 

formées ressemblant au motif Homéo, l'une dans la portion arnino-terrninale du domaine paired, 

l'autre dans la portion carboxy-terrninale (FIGURE 27B)(Xu et al. 1995). 

Ce domaine est suivi d'une région charnière possédant pour toutes les protéines Pax, à 

l'exception de Pax4 et Pax6, une séquence octapeptide homologue à la séquence HSIDGILG 

présente dans d'autres protéines de drosophile. Néanmoins, sa fonction n'est pas clairement 
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établie mais il pourrait être impliqué dans les mécanismes de dimérisation entre protéines 

(revues de Strachan et Read 1994; Tremblay et Gruss 1994). 

En aval de la région charnière, les protéines Pax3, Pax7, Pax4 et Pax6, possèdent un second 

domaine de liaison à l'ADN de type bornéo. Ce domaine est tronqué dans les protéines Pax2, 

Pax5 et Pax8, et absent dans la protéine Pax 1. La comparaison de séquence ainsi que des 

différences fonctionnelles ont permis de définir une nouvelle classe d'homéodomaine appelée 

domaine bornéo de type paired qui se caractérise notamment par la présence d'une sérine en 

position 50, alors qu'une glutamine caractérise les domaines de type bornéo à cette même 

position. Le résidu en position 50 de l'homéodomaine détermine une spécificité de 

reconnaissance à l'ADN différente (FIGURE 2) (Treisman et al. 1989). Dans la portion carboxy

terminale de la protéine un domaine de plus de 100 acides aminés, riche en résidus proline, 

sérine et thréonine, présente les caractéristiques structurales de domaine d'activation 

transcriptionnelle. 

2/FONCTION 

La structure de ces gènes suggère qu'ils codent des facteurs de transcription. Ce fait a été 

confirmé pour de nombreux gènes Pax, en étudiant d'une part leur capacité de se lier à l'ADN, 

d'autre part leur capacité à trans-activer. 

En ce qui concerne la protéine Pax6, la première séquence nucléotidique utilisée pour les 

études de fixation à l'ADN est une séquence artificielle dérivée du promoteur du gène even

skipped de drosophile, cible de la protéine Paired. Cette séquence dénommée e5 possède deux 

motifs de fixation : le motif GTICC impliqué dans la fixation du domaine paired et le motif 

ATTA consensus de fixation pour l'homéodomaine (Treisman et al. 1991). L'étude des 

propriétés de liaison à l'ADN de la protéine Pax6 montre que cette protéine se fixe à l'ADN par 

l'intermédiaire de ses deux domaines de liaison à l'ADN. Le domaine paired interagit avec le 

motif GTTCC et le domaine bornéo avec le motif ATTA, comme pour la protéine Paired 

(Dozier et al. 1993). L'importance du motif GTICC pour la fixation du domaine paired a été 

confirmée également pour les protéines Pax1, Pax2 et Pax3 (Chalepakis et al. 1991 ; 
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Fickenscher et al. 1993 ; Chalepakis et al. 1994a). Cependant, la détermination des séquences 

optimales de fixation du domaine paired, ainsi que des expériences d'interférence de 

méthylation, de protection à la DNase 1 ont permis d'établir que les modalités de reconnaissance 

de l'ADN par la protéine Pax6 sont beaucoup plus complexes. En effet, les séquences de 

reconnaissance sont plus étendues (au moins 20 bases) que les cinq bases précédemment décrites 

et peuvent être dégénérées (Epstein et al. 1994a). Ces caractéristiques sont retrouvées également 

dans les séquences de fixation de la protéine Pax6 sur les promoteurs de ses gènes cibles 

potentiels : le gène codant l' a.A cristalline, le gène codant la NCAM-L1 (pour neural _çell 

fldhesion molecule) et le gène Pax6 (Plaza et al. 1993 ; Chalepakis et al. 1994b ; Cvekl et al. 

1994). Ces caractéristiques de reconnaissance de l'ADN par le domaine paired sont également 

applicables aux protéines Pax1, Pax2, Pax3, Pax5 et Pax8 (Chalepakis et al. 1991 ; Zannini et al. 

1992; Czerny et al. 1993 ; Epstein et al. 1994a; Fickenscher et al. 1993). Une étude récente 

réalisée sur le domaine paired de Pax5 et vérifiée pour Pax6 montre que le domaine de 

reconnaissance à l'ADN est bipartite (Czerny et al. 1993 ; Epstein et al. 1994b): la partie amine

terminale du domaine paired contenant la première hélice de reconnaissance se fixe à l'ADN sur 

un hérni-site de reconnaissance indépendamment du reste du domaine, ce dernier qui contient les 

hélices deux et trois se fixant sur l'autre hérni-site de l'ADN de façon indépendante de la région 

amine-terminale (FIGURE 28). Il en résulte une flexibilité de reconnaissance qui peut rendre 

compte de la forte dégénérescence du consensus de fixation établi pour la protéine Pax6 (Epstein 

et al. 1994a). Une des conséquences de ce mécanisme réside dans le fait qu'une insertion de 

14 acides aminés dans la portion amino-terminale du domaine paired (résultat d'un épissage 

alternatif) confère à l'isoforme Pax6 correspondante des propriétés de fixation à l'ADN 

différentes. En effet, le domaine paired alternatif ne lie à l'ADN que par le sous-domaine 

carboxy-terminal et ne se fixe pas aux séquences reconnues par le domaine paired ne contenant 

pas ce peptide additionnel (Epstein et al. 1994b) (FIGURE 28). 

Le rôle de l'homéodomaine dans la fixation à l'ADN n'est pas bien compris dans le contexte 

de la protéine entière et plusieurs hypothèses peuvent être envisagées. La première est que ce 

domaine peut lier l'ADN de façon indépendante du domaine paired in vivo suggérant ainsi que la 
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protéine peut réguler des gènes cibles par l'intermédiaire du domaine paired ou du domaine 

homéo de façon indépendante. Exprimé en système procaryote, le domaine homéo des protéines 

Paired et Pax6 est effectivement capable de se lier à l'ADN (Treisman et al. 1991 ; Dozier et al. 

1993). De plus, les protéines Pax3, Pax6 et Pax7 sont capables de se fixer à l'ADN par 

l'intermédiaire de sites de fixation homéo (Dozier et al. 1993 ; Schafer et al. 1994). La seconde 

hypothèse repose sur la contrainte apportée par le deuxième domaine pour la sélection des 

séquences de reconnaissance et la régulation des gènes cibles. li est en effet possible d'envisager 

que la protéine se lie à l'ADN par l'intermédiaire des domaines paired et homéo pour réguler 

correctement ses gènes cibles (coopération pour la fixation) et que l'agencement et l'espacement 

des sites soient importants. Pour Pax6 notamment, il semble que le domaine homéo participe à 

la fixation à l'ADN en coopérant avec le domaine Paired. En effet, la mutation du motif de 

fixation homéo (ATTA) au sein de la séquence e5 diminue la capacité de la protéine Pax6 à fixer 

cette séquence (Dozier et al. 1993). Des résultats similaires ont été obtenus avec Pax3 

(Chalepakis et al. 1994a). Un parallélisme peut être fait avec les protéines POU qui possèdent 

deux sous-domaines de reconnaissance à l'ADN (POU s et POUHn) qui coopèrent pour une 

fixation efficace à l'ADN. 

L'étude des capacités trans-activatrices des protéines Pax a également été déterminée pour 

certains membres. Les protéines Pax1, Pax2 et Pax3 sont capables d'activer la transcription d'un 

promoteur artificiel en amont duquel est placé une séquence artificielle dérivée de la séquence 

e5 (Chalepakis et al. 1991, 1994c; Fickenscher et al. 1993). Pour Pax6 ainsi que Pax5 et Pax8, 

l'isolement de gènes cibles potentiels a permis de démontrer leurs capacités trans-activatrices 

(Barberis et al. 1990 ; Plaza et al. 1993 ; Zannini et al. 1992). 

La modulation du statut trans-activateur de plusieurs isoformes de Pax8 épissées dans le 

domaine carboxy-terminal (Kozmik et al. 1993), ainsi que la délétion de ce domaine pour les 

protéines Pax2 et Pax7 ayant pour conséquence d'abolir la capacité à trans-activer sans affecter 

la capacité de liaison à l'ADN, suggèrent que le domaine carboxy-terminal contient le domaine 

d'activation de la transcription (Fickenscher et al. 1993 ; Schafer et al. 1994). La confirmation a 

été apportée par la fusion des domaines carboxy-terminaux des protéines Pax6 et Pax3 au 
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domaine de liaison à l'ADN de la protéine de levure GAL4. Ces constructions chimériques 

deviennent alors capables d'activer spécifiquement la transcription d'un promoteur par 

l'intermédiaire de sites de fixation pour GAL4 (Glaser et al. 1994; Chalepakis et al. 1994c). 

3/ DES GÈNES DE DÉVELOPPEMENT 

Les territoires d'expression de ces gènes dans l'espace et dans le temps au cours de 

l'embryogenèse suggèrent un rôle informateur dans les processus de développement. Tous les 

gènes Pax, à l'exception de Pax], sont exprimés au cours de la formation du système nerveux 

(pour une description détaillée et approfondie des différents territoires d'expression, voir revue 

de Tremblay et Gruss 1994), mais leur rôle et leur importance au cours du développement sont 

attestés par la présence de mutants spontanés ou induits par transgenèse et recombinaison 

homologue. 

Pa.xl, qui est exprimé dans les cellules précurseurs de la colonne vertébrale, est associé 

lorsqu'il est muté à une altération du développement du disque intervertébral (Balling et al. 

1988). Cette mutation décrite chez la souris est appelée un pour "undeleted" et n'a pas 

d'équivalent chez l'homme. L'analyse moléculaire de l'effet de la mutation a permis de montrer 

que la protéine mutante (dans le domaine paired) n'est plus capable d'une part de reconnaître les 

séquences fixées par la protéine normale et par conséquent d'activer la transcription d'un 

promoteur artificiel possédant les mêmes séquences de reconnaissance d'autre part (Chalepakis 

et al. 1991). 

Pa.x3 est associé à la mutation splotch chez la souris et le syndrome de W ardenburg de type 

1 et 3 chez l'homme (Epstein et al. 1991 ; Hoth et al. 1993). La mutation splotch qui se traduit 

par des anomalies de développement des territoires d'expression naturels du gène se manifeste 

chez la souris par des déficiences de pigmentation, des exencéphalies, de méningocèle ou spina 

bifida, et chez l'homme par la surdité ainsi que des défauts de pigmentation. Ces anomalies sont 

expliquées par un défaut de migration des cellules des crêtes neurales. 

Le gène Pax6 est aussi associé à des mutations chez la souris (Sey), chez l'homme (AN pour 

aniridia) et chez la drosophile (eyeless) (Hill et al. 1991 ; Ton et al. 1991 ; Quiring et al. 1994). 
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Les territoires d'expression de ce gène sont localisés dans le système nerveux central (certaines 

parties du cerveau, le tube neural et l'œil) (Walther et Gruss 1991 ; Martin et al. 1992) ainsi que 

dans le pancréas endocrine (Turque et al. 1994). Les mutants Pax6 se manifestent à l'état 

homozygote, par une absence totale de cavités nasales et d'yeux ainsi que de graves anomalies 

de développement du système nerveux central, ceci à la fois chez la souris et chez l'homme (Hill 

et al. 1991 ; Glaser et al. 1994). L'étude du gène ou du produit de transcription du gène chez les 

mutants AN chez l'homme et Sey chez la souris a permis de mettre en évidence dans la majorité 

des cas des délétions ou mutations ponctuelles situées dans la phase codante du gène ayant pour 

conséquence de produire une protéine tronquée et dépourvue du domaine trans-activateur (revue 

de Strachan et Read 1994) (FIGURES 29 et 30). 

Le gène Pax5 est exprimé dans le cerveau moyen (mésencéphale) et les testicules ainsi que 

dans les lymphocytes B (Adams et al. 1992). La destruction de ce gène par recombinaison 

homologue montre qu'il est impliqué dans le développement du mésencéphale ainsi que dans la 

différenciation des cellules B (qui restent bloquées à l'état de précurseurs) (Urbanek et al. 1994). 

La surexpression du gène Pax2 par transgenèse provoque des anomalies du développement 

des reins (Pax2 ne s'exprime que de façon transitoire dans ce tissu) (Dressler et al. 1993). La 

délétion du locus par insertion d'un transgène (mutation Krd) provoque également des anomalies 

du développement des reins et de la rétine (Keller et al. 1994). 

Enfin, il est intéressant de noter que les mutations des gènes Pax], Pax3 et Pax6 se 

manifestent à l'état hétérozygote par des anomalies moins sévères qu'à l'état homozygote ce qui 

traduit donc un effet semi-dorninant. Cela pourrait s'expliquer par une mutation de type gain de 

fonction, puisque certaines mutations un se caractérisent par un changement des séquences de 

reconnaissance de la protéine mutante par rapport à la protéine normale (Chalepakis et al. 1991). 

Des gènes normalement non régulés deviendraient alors régulés par la protéine mutante. 

Cependant, étant donné que d'autres mutants un présentent des délétions dans le gène et que des 

mutants de Pax3 et Pax6 sont aussi délétés dans tout le locus du gène (revue de Strachan et Read 

1994), cette hypothèse reste peu vraisemblable. Alternativement, le phénotype peut s'expliquer 

par un effet de dosage génique, les deux allèles actifs du gène sauvage étant nécessaires à un 
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MUTATION NOM POSITION EFFET DE LA MUTATION REFERENCES 

DELETION SeyH Deletion de Pax-6, Hill et al., 1991 
wt-1 et d'autres genes 

Se y Dey Deletion de Pax-6 

WAGR Deletion de Pax-6, 
WT -1 et d'autres genes 

Syndrome Deletion de Pax-6 Hansen et al., 1994 
PP(Peters') 

CHANGEMENT -- Insertion de ?pb Délétions des 8 derniers Glaser et al., 1992 
DE CADRE: dans ex on 7, codons a a du domaine P RD et perte 

DELETIONOU 123-124 du cadre de lecture 
INSERTION HZAMT Insertion de .Zpb Produit tronqué, Jordan et al., 1992 

dans exon 1 0, taille 317aa 
codon 283 

AN1 Insertion de 2pb Produit tronqué dans Davis et al., 1994 
dans exon 5 domaine PRO 
codon 39 

AN4 Insertion de 1 pb Produit tronqué dans Davis et al., 1 994 
dans exon 10 homéodornaine 
codon 259 

VIGMA Délétions de 1 51 pb Produit tronqué dans Hansen et al., 1993 
dans exon 1 2, la moitié du domaine 
codons345-395 carboxy-terminal 

DELETION NI KIT Délétion de 11 8pb Délétion de 36aa Hansen et al., 1993 

CONSERVANT dans exon6 dans domaine PRO 
LE CADRE codons84-ll 9 

MUT A TION AUX SITES seyneu SA, intron? Produit tronqué Hill et al., 1991 
D'EPISSA GE après l'homéodomaine 

rSey Nouveau SD créé Produit tronqué au Matsuo et al., 1 993 
début du domaine 
carboxy-terminal 

ANG SD, intron 6 Produit tronqué dans Davis et al., 1 9 94 
GT.AT domaine PRO 

RU BAl SA, intron 8 Produit tronqué dans Jordan et al., 1 992 
GT_..TT domaine PRO 

-- SD, intron 3 Produit tronqué dans Glaser et al., 1992 

AG.GG domaine PRO 

MUTATIONS JECK Exon 8 Arg •Trp Hansen et al., 1993 
FAUX SENS codon208 avant l'homéodomaine 

Famille 3 Exon 5 Arg _.. Gly Hansen et al., 1994 
Syndrome codon26 aa 23 dans 
de Peter domaine PRO 

MUTATIONS Se y Exon 8 Produit tronqué avant Hill et al., 1991 
NON SENS Codon 194 l'homéodomaine 

AN2 Exon 6 Produit tronqué dans Davis et al., 1 9 94 
codon 116 homéodornaine 

-- Exon9 Glaser et al., 1992 

codon240 
Produit tronqué dans 

AN3 Idem homéodomaine Davis et al., 1 994 

CACHE Idem Hansen et al., 1993 

ANS Exon 11 Produit tronqué après Davis et al., 1 9 94 

codon 317 homéodomaine 

SA: site accepteur d'épissa ge SD : site donneur d'épissage 

FIGURE 29: Les mutations dans le gène Pax6. Les mutants sey réfêrent à la souris, les 
autres à l'homme (d'après Tremblay et Gross 1994). 
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développement normal. Cette hypothèse semble la plus probable. Pour Pax], un mutant un est 

en effet associé à une diminution du taux d'expression de l'ARNm (revue de Tremblay et Gruss 

1994). A ce titre, les phénotypes AN et eyeless associés à des délétions (et insertions) situées en 

dehors de la phase codante du gène Pax6 (Ton et al. 1991 ; Quiring et al. 1994) peuvent être 

expliqués par la destruction de séquences de régulation importantes pour l'expression du gène. 

ID 1 LA NEURORÉTINE 

1/ STRUCTURE 

La perception visuelle est basée sur l'interprétation faite par le cortex cérébral des 

signaux neurochimiques envoyés par la rétine en réponse aux stimuli lumineux auxquels est 

soumise la neurorétine. Les photorécepteurs sont les cellules qui convertissent le signal 

lumineux en signal neurochimique. La plupart des vertébrés ont des rétines possédant deux types 

de photorécepteurs, les cônes et les bâtonnets qui présentent des différences structurales et 

fonctionnelles. 

La structure type d'une neurorétine de poulet à l'état différencié est schématisée FIGURE 31. 

Les cônes et les bâtonnets présentent une structure compartimentée et polarisée formée d'une 

région externe, contenant toutes les molécules impliquées dans la conversion du signal lumineux 

en signal neurochimique, une région centrale contenant les noyaux et une région interne 

présentant une structure synaptique impliquée dans la transmission des signaux électriques par 

l'intermédiaire de neurotransmetteurs. 

La neurorétine contient d'autres types cellulaires : des cellules neuronales de type 

ganglionnaire (qui sont les seuls neurones projetant leurs axones vers le cerveau), bipolaire, 

horizontales, amacrine, et interplexiforme, spécialisées dans la transmission des signaux 

provenant des cônes et des bâtonnets ; des cellules de Müller, cellules de type glial qui 

s'étendent à travers toutes les couches de la rétine. La fonction des cellules de Müller n'est pas 



88 

Epithélium pigmenté 

Photorécepteurs 

] Couche nucléaire externe 
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FIGURE 31 :Organisation de la neurorétine. A : cellules amacrines ; B : cellules 
bipolaires ; C : cônes ; G : cellules ganglionnaires ; H : cellules 
horizontales ; 1 : interneurones ; M : cellule de Müller ; R : bâtonnets ; 
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clairement établie et différents rôles leurs sont attribués (pour analyse détaillée de la fonction de 

ces cellules voir Pierani 1994) : 

- un rôle de substrat pour la migration des cellules neuronales lors de la formation des 

différentes couches rétiniennes (par comparaison avec le rôle joué par les cellules gliales du 

cerveau) (revue de Hatten 1993) ; 

- un rôle différenciateur par l'intermédiaire de molécules sécrétées (ces cellules 

synthétisent des facteurs diffusibles tels que l'acide rétinoïque) (Edward et al. 1992) ; 

-diriger la croissance axonale par chimiotactisme (attirance ou répulsion) en exprimant 

par exemple des molécules d'adhésion (ces cellules ont été montrer produire des N-cadhérines) ; 

- un rôle structural en maintenant une structure organisée de la rétine par l'intermédiaire 

des interactions cellulaires. 

- un rôle métabolique par élimination des "déchets" ainsi que les neurotransmetteurs 

produits par les photorécepteurs et les neurones (ces cellules possèdent l'équipement 

enzymatique adéquat). 

Ces différentes couches cellulaires définissent la neurorétine. Dans la partie la plus externe, 

une couche épithéliale pigmentée appelée rétine pigmentaire est adjacente aux photorécepteurs. 

Les différents types cellulaires de la rétine mature sont distribués et organisés dans l'espace 

de façon extrêmement structurée. La couche nucléaire externe est occupée essentiellement par 

les photorécepteurs ; la couche plexiforme externe constitue la zone des synapses reliant 

photorécepteurs aux cellules horizontales et bipolaires ; la couche nucléaire interne contient des 

neurones bipolaires, amacrines, horizontaux, interplexiformes qui sont spécialisés dans la 

transmission des signaux ; la couche plexiforme interne constitue la zone des synapses reliant 

cellules amacrines et cellules ganglionnaires ; la couche la plus interne aussi appelée couche 

ganglionnaire est constituée de neurones ganglionnaires. 

21 DÉVELOPPEMENT 

La neurorétine est formée à partir de précurseurs neure-ectodermiques d'origine 

embryonnaire diencéphalique. 
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La morphologie et le développement de la neurorétine sont très similaires chez tous les 

vertébrés. 

L'organisation complexe de la rétine différenciée est le résultat de processus de division, de 

migration et de différenciation cellulaire d'une population homogène de cellules s'apparentant 

morphologiquement à un épithélium stratifié, dans lequel 100% des cellules sont capables de se 

diviser. Durant le développement embryonnaire trois phases distinctes peuvent être définies : 

-la prolifération des précurseurs neuro-ectodermiques 

-l'organisation en couches cellulaires 

-la différenciation des cellules post-mitotiques 

Cette séparation des phases est arbitraire parce que ces processus sont en réalité imbriqués. 

Chez le poulet, dont la période embryonnaire dure 21 jours, un stade de prolifération intense 

à lieu entre le deuxième et le huitième jour du développement embryonnaire. Entre le troisième 

et cinquième jour, les cellules ganglionnaires vont les premières cesser de se diviser, suivies des 

cellules précurseurs des cônes et des bâtonnets. Au Sème jour, les premiers neurones 

ganglionnaires peuvent être détectés histologiquement, alors que le reste des cellules apparaît 

non différencié (revue Adler 1993). 

Entre le Sème jour et le 10ème jour, les mouvements de migration cellulaire auront lieu à 

travers la neurorétine et les précurseurs vont se positionner aux endroits qui vont ultérieurement 

donner naissance aux différentes couches rétiniennes. Parallèlement, les cellules horizontales et 

amacrines, suivies des cellules précurseurs des cellules de Müller, vont cesser 

chronologiquement de se diviser. Ainsi, au jour 10, la majorité des cellules de neurorétine sont 

dans un état de quiescence (stade post-mitotique). 

Les premiers signes de la différenciation des photorécepteurs apparaissent au jour 10, bien 

que ce ne soit qu'au 15ème jour que ces cellules présentent une morphologie totalement 

différenciée. Les mécanismes de différenciation terminale s'étendent du jour 10 jusqu'à 

l'éclosion. 
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3/ MODÈLE BIOLOGIQUE 

La neurorétine aviaire offre de nombreux avantages pour l'étude moléculaire des processus 

de différenciation car elle propose un répertoire de modifications phénotypiques accessibles in 

vitro et in vivo. Son premier intérêt réside dans l'accessibilité à différents stades de 

différenciation au cours du développement embryonnaire ; le deuxième intérêt réside dans la 

capacité qu'à la neurorétine de se différencier in vitro. 

Les cellules de neurorétine de poulet prélevées sur un embryon de 7 jours et mises en culture 

présentent une morphologie non différenciée. Cette population homogène est rapidement perdue 

et trois sous populations peuvent être distinguées après trois à six jours de culture in vitro (Adler 

1993). La première population est constituée de cellules non différenciées. La deuxième 

population est composée de neurones multipolaires, caractérisés par un large corps cellulaire. La 

troisième population correspond aux photorécepteurs, qui représentent 10 à 20% des cellules 

différenciées et apparaissent sous la forme de cellules allongées, polarisées et compartimentées. 

Il est donc clair que les cellules sont capables de poursuivre leur différenciation in vitro suivant 

une cinétique temporelle proche de celle observée in vivo. (Crisanti-combes et al. 1977 ; revue 

d'Adler 1993). 

Les cellules de neurorétine possèdent en plus la capacité à se transdifférencier en cellules 

cristallines ou pigmentées, ceci spontanément à partir de la quatrième semaine de culture in 

vitro. Inversement, la rétine pigmentaire peut se transdifférencier en neurorétine in vivo et 

même in vitro (revue de Eguchi et Kodama 1993). Il est donc important de souligner que ce 

système permet l'étude de gènes impliqués dans ces mécanismes. 

Enfin, la neurorétine cultivée in vitro prolifère peu et peut être maintenue à l'état de 

quiescence assez longtemps en culture, ce qui en fait un outil de choix pour étudier les 

événements régulant la prolifération. 

Pessac et Calothy ont été les premiers à rapporter l'induction de la prolifération de la 

neurorétine suite à l'introduction de l'oncogène src (Pessac et Calothy 1974), et ce système est 

utilisé depuis plusieurs années dans le laboratoire afin d'étudier l'effet qu'induisent les 

oncogènes sur la prolifération et la différenciation cellulaires (Saule et Fauquet 1994). Ce 
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modèle cellulaire s'est avéré non redondant et complémentaire par rapport aux autres systèmes 

cellulaires car il permet notamment de dissocier prolifération (test de croissance en mono

couche) et transformation (croissance en agar), ce qui n'est pas le cas des autres systèmes 

cellulaires dont les cellules prolifèrent dans les conditions normales de culture. 

Ainsi, ce modèle cellulaire a permis de révéler pour la première fois une activité mitogène de 

l'oncogène v-mil sur ces cellules (Bechade et al. 1985). L'étude de la coopération entre 

oncogènes pour la transformation a permis de montrer que certains oncogènes étaient associés à 

la prolifération, d'autres à la transformation cellulaire (Amouyel et al. 1989; Garrido et al. 

1992a, b; 1993a, b; Saule et Fauquet 1993). 

IV/ PRÉSENTATION DES RÉSULTATS ANTÉRIEURS 

1/ ISOLEMENT DU GÈNE Pax6 DE CAILLE (Pax-QNR) 

Après infection par le rétrovirus aviaire MC29 (contenant l'oncogène v-mye) les cellules de 

neurorétine de caille, normalement quiescentes dans les conditions de culture, se transforment 

morphologiquement et prolifèrent très rapidement. Après plusieurs passages, la culture se 

pigmente et les cellules mélanisées, deviennent majoritaires. Un criblage différentiel d'une 

banque d'ADNe construite à partir de l'ARN poly-adénylé de ces cellules devait permettre 

d'isoler d'une part les gènes cibles de la protéine mye responsables de cet effet, d'autre part les 

gènes exprimés dans la neurorétine. Parmi les clones isolés, un clone (MC29-QNR2) s'est révélé 

être apparenté aux gènes Pax . Ce gène fut appelé Pax-QNR et il est l'équivalent aviaire du gène 

murin Pax6 (Martin et al. 1992; Walther et Gruss 1991). Ce gène a été isolé également chez la 

souris (Pax6), le poisson zèbre (Pax-zfa), l'homme (AN) et la drosophile (eyeless) (Walther et 

Gruss 1991 ; Krauss et al. 1991 ; Ton et al. 1991 ; Quiring et al. 1994). La conservation du gène 

Pax6 au cours de l'évolution est remarquable. Par exemple, le domaine paired présente 100% 

d'homologie dans sa séquence en acides aminés entre la caille et la souris, et 94% entre la 

drosophile et l'homme (Martin et al. 1992; Quiring et al. 1994). De même l'homéodomaine 
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présente 90% d'homologie en acides aminés entre la drosophile et les vertébrés (Quiring et al. 

1994). La conservation du gène se retrouve également au niveau de la structure génomique. En 

effet l'organisation exons/introns est similaire chez la caille et l'homme (Glaser et al. 1992 ; 

Dozier et al. 1993). 

21 LES PRODUITS DU GÈNE Pax-QNR 

L'étude de l'organisation génomique et des produits d'expression de ce gène (ARNm et 

protéines) a permis de mettre en évidence une diversité tant au niveau des ARNm que des 

protéines produites (FIGURE 32). 

11 Les produits de transcription 

Plusieurs ADNe correspondant à différents ARNm ont été isolés et caractérisés et rendent 

compte d'un mécanisme d'épissage alternatif (Carrière et al. 1993 ; Dozier et al. 1993) : 

- dans la partie 5' non codante du gène 

- dans la région codant le domaine paired de la protéine (domaine de liaison à l'ADN) 

-dans la région codant la partie carboxy-terrninale de la protéine (domaine de régulation). 

2/ Les produits de traduction 

Au moins cinq protéines distinctes sont synthétisées dans la neurorétine in vivo à partir des 

différents ARNm produits (Carrière et al. 1993): 

-une protéine de 48 kDa contenant un exon supplémentaire (dénommé 4a) au niveau de la 

première hélice de reconnaissance du domaine paired ; 

-une protéine de 46 kDa (codée notamment par l'ARNm correspondant au premier ADNe 

isolé); 

- une protéine de 43 kDa dont une partie du domaine paired est absente, résultat d'un 

épissage de l'exon 5 ; 

- deux protéines de 32 et 33 kDa, produites vraisemblablement par initiation interne à partir 

de codons initiateurs AUG situés en aval du domaine paired. Ces protéines sont donc 

dépourvues de domaine paired. La différence de taille observée entre ces deux protéines peut 
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FIGURE 32: Structure et expression du gène Pax6 de caille 
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résulter de l'utilisation de la séquence additionnelle de 18 nucléotides présente dans l'exon 10 à 

la suite de l'utilisation d'un site accepteur d'épissage alternatif. 

L'étude des propriétés de liaison à l'ADN des domaines paired et homéo de la protéine 

p46Pax-QNR a permis de montrer d'une part que chacun des domaines était capable de lier l'ADN 

séparément d'autre part que la protéine p46 lie l'ADN par l'intermédiaire de ces deux domaines, 

suggérant un mécanisme de coopérativité des domaines paired et homéo pour la fixation à 

l'ADN (Dozier et al. 1993). Il est donc concevable que les différences structurales des protéines 

Pax-QNR leurs contèrent des propriétés distinctes. De plus, chaque facteur de transcription doit 

être localisé dans le noyau des cellules pour pouvoir réguler ses gènes cibles, et nous avons vu 

que des séquences d'adressage cellulaire existent et sont requises pour le transport dans le 

compartiment nucléaire. Les différentes protéines ont ainsi été étudiées pour leur répartition sub

cellulaire, leurs capacités à lier l'ADN et à trans-activer. Les différentes protéines produites se 

distinguent : 

- par des localisations subcellulaires différentes : les protéines de 32, 33 et 43 kDa présentent 

une localisation nucléaire et cytoplasmique alors que les protéines de 48 et 46 kDa, qui 

possèdent le domaine paired complet, sont nucléaires. Ces résultats montrent que ces différentes 

protéines sont transportées différentiellement dans le noyau et qu'il existe au moins deux 

séquences d'adressage dont l'une est localisée dans l'exon 5 du domaine paired (Carrière et al. 

1993 et en préparation). 

-par leurs capacités à se lier à l'ADN et à trans-activer : les protéines de 32, 33 et 43 kDa ne 

sont pas capables de fixer les séquences reconnues par les protéines de 46 et 48 kDa (Carrière et 

al. 1993; Carrière 1995). D'autres auteurs ont de plus montré que la protéine p48 ne possède pas 

les mêmes séquences de reconnaissance à l'ADN que la protéine p46 (Epstein et al. 1994b). 

Ces résultats suggèrent que les différentes protéines Pax-QNR possèdent des séquences de 

reconnaissance à l'ADN distinctes et par conséquent ne devraient pas réguler les mêmes gènes. 
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3/ EXPRESSION 

L'étude de l'expression du gène Pax-QNR réalisée au cours du développement embryonnaire 

chez la caille et le poulet a permis de déterminer : 

-que ce gène est exprimé dans le tube neural, l'ampoule céphalique (Martin et al. 1992) ainsi 

que dans le bourgeon pancréatique (Turque et al. 1994). 

- que son expression est transitoire dans le système nerveux dès les stades précoces du 

développement et constitutive dans la neurorétine . 

- que dans la neurorétine, le gène Pax-QNR est exprimé dans la couche des neurones 

multipolaires ainsi que dans la couche des cellules amacrines (Martin et al. 1992), zones où sont 

localisés les corps neuronaux. De plus, deux phases d'expression du gène Pax-QNR peuvent être 

distinguées : une phase où l'expression de ce gène augmente (E5 à E8) suivie d'une phase où elle 

reste stable jusqu'à l'éclosion (Martin et al. 1992). 

Aucune expression du gène Pax-QNR n'est décelée dans les autres tissus examinés. 

L'expression de ce gène est donc restreinte à quelques tissus. Plusieurs remarques peuvent être 

émises: 

- l'existence de deux phases d'expression distinctes au cours du développement 

embryonnaire de la neurorétine suggère que des régulateurs transcriptionnels différents 

interviennent au cours du temps. 

-le spectre restreint d'expression de ce gène suggère qu'il est régulé du moins en partie, par 

des facteurs de transcription exprimés spécifiquement dans la neurorétine ou le système nerveux. 

Notre travail a consisté à identifier et à caractériser les régulateurs transcriptionnels de ce 

gène qui pourraient être responsables de sa restriction d'expression tissulaire. De plus, l'étude de 

ces régulateurs permettra l'identification de nouveaux gènes spécifiquement exprimés dans l'oeil 

et impliqués dans les processus de différenciation, de prolifération et/ou de migration cellulaires. 
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RESULTATS 

Les figures indiquées dans ce chapitre correspondent aux figures des articles. 



98 

ARTICLE! 

"Quail PAX-6 (PAX-QNR) Encodes a Transcription Factor 

Able to Bind and Trans -activate Its Own Promoter.'' 
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Le gène Pax-QNR code un facteur de transcription capable de fixer et de trans-activer son 

promoteur 

11 Caractérisation du promoteur PO 

Pour étudier la régulation transcriptionnelle du gène Pax-QNR il est nécessaire de disposer 

des régions de promotion de ce gène. Initialement, trois ADNe distincts correspondant à trois 

ARNm transcrits à partir du gène Pax-QNR par un mécanisme d'épissage alternatif avaient été 

isolés. Ces ADNe possèdent des extrémités 5' non codantes divergentes qui correspondent à des 

exons distincts (voir FIGURE 32). Cette observation suggérait que ces messagers étaient initiés 

à partir de régions promotrices distinctes. 

Dans un premier temps nous avons donc entrepris d'isoler et de caractériser le promoteur 

initiant la synthèse de l'ARNm MC29-QNR2. Par les expériences de protection à la RNase et 

d'extension d'amorce réalisées au niveau de l'exon situé le plus 5' du gène (exon 0, Figure lA) 

les sites d'initiation de l'ARNm MC29-QNR2 ont été localisés quelques nucléotides en amont de 

l'ADNe cloné (Figures lB, 2A et B). 

Le séquençage de la région génomique située en amont des sites d'initiation a permis 

d'identifier une boîte TATA potentielle ainsi qu'une boîte CAAT situées respectivement à 30 et 

54 paires de base en amont du site d'initiation (Figure lB). L'insertion dans les deux orientations 

du fragment génomique correspondant en amont du gène rapporteur CAT (codant l'enzyme 

bactérienne Chloramphenicol Acetyl Tansferase) et la mesure de l'activité CAT obtenue après 

transfection des constructions résultantes dans des cellules de neurorétine de caille (QNR) 

montrent effectivement l'existence d'une région de promotion située en amont de l'exon 0 

(appelée PO) (Figure 2C). 

En vue de rechercher la présence d'éléments cis gouvernant la spécificité d'expression 

tissulaire, ce promoteur a été transfecté dans des cellules embryonnaires de caille (QEC) qui 

n'expriment pas le gène Pax-QNR, et son activité comparée à celle obtenue dans la neurorétine. 

Le promoteur PO fonctionne également dans les QEC (Figure 3D), indiquant ainsi qu'il n'est pas 
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"verrouillé" dans des cellules n'exprimant pas le gène Pax-QNR. Ceci suggère que la séquence 

clonée ne contient pas d'éléments de régulation exclusifs pour l'expression dans la neurorétine. 

2/ Mise en évidence d'un mécanisme d'autorégulation 

Les protéines à homéodomaine sont souvent impliquées dans la régulation 

transcriptionnelle du promoteur de leur gène, générant ainsi une boucle d'autorégulation 

(Serfling, 1989). Nous avons donc entrepris d'étudier si la protéine p46Pax-QNR (codée entre 

autre par l'ARNm MC29-QNR2, voir FIGURE 32) pouvait réguler son promoteur. Des 

expériences de co-transfections transitoires du promoteur PO et d'un vecteur d'expression 

eucaryote produisant la protéine p46Pax-QNR révèlent que cette protéine régule positivement son 

promoteur in vitro dans les QNR (résultats non publiés) et les QEC (Figure 3B, comparer canal 

10 aux canaux 11 et 12). Ce résultat indique que la protéine p46Pax-QNR ne nécessite pas de co

facteurs spécifiques de la neurorétine pour trans-activer son promoteur. En réalisant des 

délétions dans ce promoteur (Figure 3A) et en mesurant le taux d'induction par la protéine 

p46Pax-QNR des constructions résultantes, nous avons localisé les séquences du promoteur 

requises pour l'autorégulation dans un fragment de 100 paires de base Dral-Asp718 (Figure 3B, 

comparer canaux 7, 8 et 9 aux canaux 10, 11 et 12). L'introduction de ces séquences en amont 

d'un promoteur non régulé par la protéine p46Pax-QNR (promoteur du gène de la conalbumine) 

lui confère la capacité d'être régulé par cette protéine (Figure 4, comparer canaux 1 et 2 aux 

canaux 3 et 4 ). Cependant l'induction est plus faible que celle obtenue avec le promoteur PO 

(canaux 11 et 12). La présence d'un motif ATIA, site de fixation pour les protéines à domaine 

homéo, en amont du site Dral, nous a incité à nous intéresser à cette région. L'introduction du 

fragment de 200 paires de bases Scal-Asp718 (étendue de 100 paires de bases en 5' du site Dral) 

en amont du promoteur de la conalbumine confère à ce promoteur la capacité d'être stimulée par 

la protéine p46Pax-QNR avec la même efficacité que le promoteur PO (Figure 4, comparer les 

canaux 7 et 8 aux canaux 11 et 12). Nous avons alors montré par des expériences de retard de 

migration électrophorétique sur gel que la protéine p46Pax-QNR se fixe effectivement sur la 

région de 100 paires de bases identifiée par délétion du promoteur (Figure 5B), cependant la 
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fixation est plus faible que celle obtenue avec le fragment de 200 paires de bases Scai-Asp718 

(Figure 5A, comparer canaux 3 et 6). Des expériences de protection à la nucléase chimique 

( orthopbénanthroline) ont été réalisées pour déterminer précisément les séquences 

nucléotidiques reconnues par le domaine paired et le domaine bornéo de la protéine p46Pax-QNR 

: deux sites de fixation pour chacun des domaines ont été identifiés au sein du fragment Scai

Asp718 (Figure 6). 

Pour le domaine bornéo, il apparaît que les séquences de fixation ressemblent à celles 

décrites pour d'autres boméoprotéines et se caractérisent par une richesse en bases A et T avec 

notamment un consensus de type AITA (Figure 6B). Toutefois nous n'avons pas noté de sites 

palindrorniques de fixation tels qu'ils ont été récemment décrits pour les homéodomaines de 

type paired (Wilson et al. 1993). 

En ce qui concerne les séquences de fixation du domaine paired (Figure 6B) : d'une part 

les deux régions protégées dans le promoteur sont étendues (40 et 51 bases), d'autre part ces 

régions ne présentent pas d'homologies de séquence entre elles, ce qui ne permet pas de définir 

un consensus pour la fixation de ce domaine. Nous en concluons que les séquences de 

reconnaissance du domaine paired sont étendues et dégénérées. 

Les expériences réalisées précédemment montrent que la protéine p46Pax-QNR fixe et ainsi 

trans-active plus efficacement lorsque les sites de fixation pour les domaines paired et bornéo 

sont présents (comparer la fixation ainsi que la trans-activation des fragments Scai-Asp718 et 

Drai-Asp718), ce qui suggère une coopérativité de ces sites pour la fixation. Cependant la 

présence du site de fixation PB2 pour le domaine paired est essentielle, puisque sa délétion 

abolit la trans-activabilité du promoteur PO par la protéine p46Pax-QNR (Figure 3B canaux 7 à 

9). De plus, les protéines Pax-QNR p32/33, dépourvues de domaine paired mais contenant 

néanmoins le domaine bornéo (Figure 7 A et B), sont incapables de trans-activer le promoteur 

PO (Figure 7C canaux 7 à 9). Ces résultats montrent que le domaine paired de la protéine 

p46Pax-QNR est essentiel pour la trans-activation de son promoteur. 
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Ces résultats ont pennis d'établir que le gène Pax-QNR code un facteur de transcription 

capable de réguler positivement son promoteur. et suggèrent que ce mécanisme de régulation est 

direct et nécessite la fixation de la protéine sur son promoteur. 

La délétion au sein du promoteur d'une partie des séquences de fixation pour la protéine 

p46Pax-QNR provoque une diminution de l'activité du promoteur dans les QNR (Figure 3C) mais 

pas dans les QEC (Figure 3B, comparer canaux 7 et 10). Ces résultats, alliés au fait que les 

séquences de fixation sont également reconnues par la protéine Pax-QNR présente dans des 

extraits nucléaires de neurorétine (Figure 5A canal 7 et 5C), suggèrent que la protéine p46Pax

QNR participe directement au maintien de l'expression de son gène in vivo . 
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Quail PAX-6 (PAX-QNR) Encodes a Transcription Factor 
Able to Bind and Trans-activate lts Own Promoter1 

Serge Plaza, Christine Dozier, and Simon Saule2 

Laboratoire de Différenciation Cellulaire et Moléculaire, Centre National 
de la Recherche Scientifique E.P. )0056, Institut Pasteur, 1 Rue Calmette, 
59019 Lille Cedex, France 

Abstract 
Proper growth and development of multicellular 
organisms requires precise regulation of developmental 
genes. One aspect of this regulation is at the level of 
transcription from the gene promoters. As an initial 
approach to understanding the regulation of the Pax-6 
gene, which plays an important role in eye development 
and perhaps in other developmental processes, we 
characterized a promoter region of the quail Pax-6 
(Pax-QNR) gene. Sequence analysis of the 5' flanking 
region revealed a TA T A-like box and a CAA T box as weil 
as severa! putative cis-regulatory elements. A 
1.5-kilobase pair fragment, containing 1386 base pairs of 
5' flanking sequence, the first exon, and a portion of 
the first intron, was able to efficiently promote 
expression of the bacterial CA T gene in quail 
neuroretina cells. Cotransfection of the Pax-QNR 
promoter with a vector expressing the 46 kilodalton 
Pax-QNR protein resulted in an increase in Pax-QNR 
promoter activity. By electrophoretic migration shift 
assay and immunoselection experiments, we showed that 
the Pax-QNR protein can interact directly with the 
Pax-QNR promoter. By footprinting experiments, we 
identified the binding sites for the Pax-QNR protein 
within the promoter region. These results show that 
Pax-QNR encodes a transcriptional activator and that it 
potentially trans-activates its own promoter. 

Introduction 
A large number of vertebrate developmental control genes 
have been identified by their homology to Drosophila genes 
that regulate pattern formation and contain conserved DNA 
binding domains, like the homeobox orthe paired box (1-3). 
Through homology to the paired box sequences of Drosoph
ila, ni ne paired box-containing genes, the Pax genes, have 
been isolated in vertebrates (4, S). Each member of the family 
shows spatially and temporally restricted expression patterns 
during embryonic development (6). The paired box is pre
sent al one (in the murine genes Pax-7, Pax-2, Pax-5, and 
Pax-8) or together with the homeobox domain (Pax-3, 
Pax-4, Pax-6, and Pax-7) (6). The ability of the paired do
main and homeodomain to bind specifie DNA sequences 
suggests that the proteins containing such structures may be 
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involved in transcriptional control. Recently, this hypothesis 
has been verified by demonstrating th at the murine Pax-1 (7), 
Pax-2 (8), Pax-S (9), and Pax-8 proteins (1 0) are transcrip
tional activators. 

The importance of these genes in development is dem
onstrated by the developmental alterations in the mouse as
sociated with mutations in the Pax genes (6). Mutations in 
the Pax-6 gene have been associated with the mouse mutant 
sma/1 eye (11). Moreover, the corresponding hu man gene 
(AN) has been fou nd to be deleted or mutated in sorne cases 
of the human congenital disorder aniridia (12, 13). The 
Pax-6 gene is expressed in the developing central nervous 
system, the optic eup, the lens, and the overlying epithelium 
prior to morphological differentiation, and later in the neu
ronal layer of the retina (14, 1S). Ail of this strongly suggests 
that Pax-6 may be involved in the regulation of sorne of the 
inductive events that occur du ring the formation of the eye. 
Moreover, the restricted expression of this gene suggests 
transcriptional regulation of expression, with sequence
specifie DNA-binding proteins interacting with tissue
specifie enhancer and promoter elements. However, to date, 
nothing is known about the regulation and the role of this 
gene. 

We have recently characterized the quail Pax-6 gene, 
named Pax-QNR 3 (1S), and elucidated its complete exon
intron organization (16). We have identified two mRNAs, 
named MC29-QNR2 and 81, differing by their S' UTR and 
resulting from alternative splicing of the Pax-QNR gene. We 
now report the structural and functional analysis of the pro
mater region initiating the MC29-QNR2 mRNA, as a step 
toward elucidating the mechanisms involved in the control 
of its expression. We also show that the 46 Kda Pax-QNR 
protein is a transcription al activator, able to trans-activate its 
own promoter. These results identify the first target for Pax-6 
gene product. 

Results 
Cloning and Sequencing of the Pax-QNR Promoter. We 
have previously determined the organization and structure 
of the quail Pax-QNR gene and showed that the S' UTR of 
the MC29-QNR2 eDNA is organized in 4 exons (exons 0, 1, 
2, and 3, the latter containing the initiation AUG) (16). The 
restriction map of the genomic region containing the up
stream untranslated sequences of the MC29-QNR2 eDNA 
(exon 0 of the Pax-QNR gene) is shown in Fig. 1 A. We de
termined the nucleotide sequence of a 1 .S-kbp Xbai-Asp718 
genomic fragment (Fig. 1 8), which hybridized to sequences 
corresponding tothe S'terminus of the MC29-QNR2 eDNA. 

3 The abbreviations used are: QNR, quail neuroretina cells; QEC. quail em
bryocells; S' UTR, 5' untranslated region; Kda, kilodalton(s); eDNA, comple
mentary DNA; bp, base pair(s); kbp, kilobase pair(s); CAT, chloramphenicol 
acetyltransferase; RSV, Rous sarcoma virus; EMSA, electrophoretic migration 
shift assay; CRE, cyclic AMP response element; 13-gal, 13-galactosidase. 
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CTCGGGGCTTCGGGGCACCTCGGGAAGGGGATTAAAAGAAAGAGCAACTCCTCGTCGCGG 

TGGAAATCGAAGACGTACAGAGTTTATCAGCGTGCAACGCTCAACGGAGCAACACCCGGA 
NF-KB 

GGGGGCAQGGGGGTTCTC~CGCCCATCGCCCAAACACGGGCACACCAGGGACACCCCACG 

CGGGGCAATGGGGCGCAGAGCTCAGGCTGCCCCGCGTGCTTCGGGAGCATCGCTTTGCAG 
Ap2 

CTTtCCCCCTCCCfTATCCTATTTATTTTTATTATTTTTATTATTATTATTTTCCTGCGG 

CCTCTACGGCGCTCCTCAGGCACACGCGGCCCGCTCTCTTCCTCCTCCTCTCGCACCACT 

CCGCTCGGCTCGGATTTTTCCGAGGAGATAAAAGCGCAAACAGAGCGCGGCGGTGCTGCG 

AGGGCACCGTGTGCCCGGCCGAGCGCTCCGCTTTACGCCTCAGCAGCTTCTGGAGAGCGG 
Spi 

CAQGGCGCGGGGCpGCAGCACCTGGCCCTGCTGCGGGAGCCGTCTCCCGCTGCTGACAGG 
SIF Xhoi 

CGGATAAACGGGCTGGAGCCTCGGCGATtCCGTC~CTCCCCTCCCTCGAGGGCCCCGCCG 

GGTCGCGGGGTCCTCGGCCCCTTCGTGTCAGCGGCTCACGGCCGCAGCCCGGGGCCGGGG 
Xhoi Spl Ap2 

TCACCCCGCGGGGCCGTACCTCGAGGGGGCQGCGGCGGGAC~GGCCTCGCAGCCCCCCCG 
Hincii 

~CATCGGCAGCTCCGTTAACACCGAGTACAGTCCCACAGAGCAGCAGGGCCGGTGAGG 
mycNSF 

GGGGGGGGTGCCTCTGTGGCCGTACGTTCGTTACCCTCCGACACGTG~GCGCCGGTCGTA 
Spi 

GCCCCTCTCTGCGGGCGGGGACCCACGTCGGGGCCGGGCACGGCTGCCACAGCCCTAAAC 
Spl 

GTGGGCCCGGGACGAAGCAGAGCGGGGCGGGGT~GAGCCGTCGGGGACGAGGGGTAACCC 
SIF Sp 1 Krox24 

AGGAGGCCCCGTC~GACGGGGTGAGGGGCAGCCGGTCCGGGGTAGGGGQGGGGCGGGGGC 
Ap2 

~TCCGGCAGCCTGGCCCCGGGC~GGGGCCGTGCCGTCAGTGCCGTCGGGGCGGGCGGCG 
Scai CRE 

GCCGGGCTCGTGTCGCCTAAAATGTCTCATTAGCTAAGTACTGTCCGCCG[GACGTCACC 

-66 GGGGCGGCCCAQêCAAT~GGGGAGGCGCTGGCGTGG&TATTAA~GGAAAGTTAGTGCAAA 
~ Dr~ 

-6 GGCAGCACCCCTCTTTTATTGTCATTGACATTTAAACTGTGTGGCAGGTTCCGGCGTAGG 
SD 

+55 AATCGCCGAGCGGAGCCGCCAGGTGCCTCCTCGGGCCGCCGCGCCGCCGGACAGGTAACG 
As~718 

+115 GCCCCTCGG ACC 

Fig. 7. A, exon structure and re
striction map of the 5' end of the 
quail Pax-QNR gene. The 1.7-kbp 
fcoRI-Asp71 8 fragment from the 
5' end of the Pax-QNR gene, 
which contains the sequences pre
sent in the S' end of the eDNA 
MC29-QNR2 (exon 0), is en
larged. Black boxes, exons; 
hatched box, alternative exon 
forming the S' UTR of the eDNA 
81 (16). A, Asp718; E, fcoRI; H, 
Hincll; Xb, Xbal; X, Xhol. 8 se
quence of the Pax-QNR promoter. 
The sequence corresponds to the 
1.S-kbp Xbai-Asp718 fragment of 
the Pax-QNR gene. Arrows, the 
transcriptional start sites. The se
quence is numbered from the most 
S' start site. The TATA box-like se
quence, the canonical CAAT box, 
and the DNA sequence elements 
homologous to consensus se
quences are boxed; the sequence 
of EO present in the 5' end of the 
eDNA MC29-QNR2 (15) is under
lined. 50, splice donor, indicating 
the EO/intron junction. 
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Fig. 2. Mapping of the transcription start sites of the Pax-QNR gene and 
functional analysis of the Pax-QNR promoter. A, primer extension analysis. 
Five fJg of total qua il RNA from neuroretina ( QNR) and he art were hybridized 
to a 5' end-labeled 32-meroligonucleotide primer. Alter reaction with reverse 
transcriptase, the products were analyzed on a 6% sequencing gel along with 
a sequencing ladder obtained by extending the same primer using cloned 
Pax-QNR genomic sequences as template. Arrows, positions of the transcrip
tional start sites. 8, RNase protection analysis. Total RNA (20 flg) from QNR 
and heart was hybridized with an antisense RNA probe prepared from the 
653-bp Xhoi-Asp718 genomic fragment. Following RNase digestion, the 
samples were analyzed on a 7% sequencing gel. The sequencing ladder 
(M13mp18 template using the 17-mer universal primer) was used to deter
mine the number of nucleotides protected by the RNAs (arrows). C, CAT 
activities of the promoter region. Plasmids pXA and pAX (pPOXACA T5 and 
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Determination of the Transcriptional Start Site of the 
Pax-QNR Gene and Functional Analysis of the Pax-QNR 
Promoter. Primer extension and RNase protection were 
used to identify the transcriptional star! site. For the primer 
extension experiment, a 5 '-labeled 32-base primer comple
mentary to eDNA squences encoded by the first Pax-QNR 
exon (positions +51 to +82 in Fig. 1 8) was hybridized to 
quail RNA isolated from either neuroretina cells, which are 
known to express Pax-QNR mRNAs, or heart, a tissue in 
which Pax-QNR mRNAs are not detected (16), and was ex
tended by reverse transcription. By comparison to a DNA 
sequencing ladder generated using the same oligonucleo
tide as a primer for enzymatic DNA synthesis, two primer 
extension products of 82 and 81 nucleotides appeared when 
QNR RNA was used but not when heart RNA was used, 
suggesting that the products arise from specifically primed 
Pax-QNR mRNAs (Fig. 2A). This result was confirmed by a 
RNase protection assay. A 653-bp Xhoi-Asp718 (from -526 
to + 127 in Fig. 1 8) genomic fragment containing the first 
exon (EO) was subcloned into the pGEM3 vector. A 32 P
Iabeled RNA probe was synthesized using T7 polymerase 
and hybridized to either QNR or heart RNA. Two protected 
fragments approximately 105 and 104 nucleotides in length 
were observed when QNR RNA was used but notwhen heart 
RNAwas used (Fig. 28). The pattern obtained bythis method 
was completely consistent with that seen by the primer ex
tension assay. Therefore, the nucleotide at the position of the 
upstream extension product was designated + 1, the star! of 
transcription initiation. 

These results indicate that the 1 .5-kbp Xbai-Asp718 ge
nomic fragment contains the initiation sites for Pax-QNR 
mRNA, located 7 and 6 nucleotides upstream from the be
ginning of the reported MC29-QNR2 EO eDNA (under/ined 
in Fig. 1 8) (15). 

ln order to study the promoter activity of the Pax-QNR 
gene, the 1 .5-Kbp Xbai-Asp718 fragment was inserted up
stream of the bacterial CAT gene of pBLCAT5 in both ori
entations. The resulting plasmids (pXA and pAX) were then 
transfected into QNR in parallel with pRSVCAT as a positive 
control and pBLCAT5 as a negative control, and assayed for 
CAT activity. The results showed that the 1 .5-kbp Xbai
Asp718 fragment in the correct orientation (pXA), but not the 
antisense orientation (pAX), was able to drive the expression 
of CATin the transiently transfected QNR (Fig. 2C, Lanes 7 
and 2). This result confirms the presence of a Pax-QNR pro
mater within the 1.5-kbp Xbai-Asp718 genomic fragment. 

Pax-QNR Promoter Elements. The sequence of the 5' 
flan king region (Fig. 1 8) revealed the presence of a TATA 
box-like sequence (ATATTAA) and a canonical CAAT box, 
located respectively 30 and 54 nucleotides upstream of the 
transcriptional initiation sites, at positions consistent with 
those usually found in eukaryotes. A computer-assisted 
search revealed a number of potential regulatory elements: 
six putative Sp1 binding sites matching at least 9 bp of the 
consensus Sp1 binding sequence c;TGGGCGGc/A c;A c;T 
(17); a sequence GCGGGGGCG (position -194), matching 

pPOAXCAT5, respectively, in the figure) contain the 1.5-kbp Xbai-Asp71B 
fragment cloned in the pBLCA T5 reporter plasmid, upstream of the CA T gene 
in the sense or the antisense orientation, respective! y. QNR were transfected 
with pAX (La ne 7) and pXA (Lane 2) (1 0 flg each). Ten flg of the promoterless 
vector (pBLCAT5, Lane 3) was used as a negative control. One flg of the 
pRSVCA T was used as a positive control (La ne 4), and 0.5 f1g of plasmid 
RSV{3-gal was cotransfected with the CAT constructs as an internai control of 
transfection efficiency. The CAT activities were assayed 48 h posttransfection. 
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exactly a binding site for the transcription factors Krox20 and 
Krox24 (18, 19) and overlapping the Sp1-like sequence at 
position -197; three potential binding sites for the transcrip
tion factor Ap2 (positions -963, -494, and -1 71) (20, 21 ); 
two sequences CCCGTC (positions -638 and -239), ho
mologous to the c-sis/PDGF-responsive element also found 
in the human c-fos pronioter (22); a potential binding site for 
the b/HLH/LZ nuclear factors, mye and USF, CACGTG (po
sition -385) (for a review, see Ref. 23); a cyclic AMP re
sponse element, TGACGTCA (position -76) (24); and, fi
nally, a NF-KB-Iike sequence (position -1 078), differing 
from the consensus sequence (GGGRACT TYYCC) (25) by 
only one nucleotide. 

Autoregulation of the Pax-QNR Promoter by the Pax
QNR Protein. Many homeobox-containing genes in Dro
sophila regulate their own expression (for a review, see Ref. 
26). ln arder to determine whether the Pax-QNR protein is 
able to regulate the Pax-QNR promoter, equal amounts of 
pXA were cotransfected together with increasing amounts of 
a vector carrying the quai! Pax-QNR eDNA MC29-QNR2 
(pJ3!11 03) into QEC, which are devoid of endogenous Pax
QNR (27) and therefore could provide a useful system to 
study Pax-QNR potential autoregulation. Cell lysates were 
collected 2 days after transfection, and the levels of CAT 
activity present in the lysates were determined. Cotransfec
tion of the pXA with the vector expressing the Pax-QNR 
protein resulted in a 9-fold increase of CAT activity relative 
to the vector control (Fig. 3 8, compare Lanes 7 0 and 7 2). 
Similar experiments performed in QNR cells showed iden
tical results (data not shown). Thus, the 46 Kda Pax-QNR 
protein is a transcriptional activator acting positively on its 
own promoter. 

To map the Pax-QNR-responsive element(s) in the Pax
QNR promoter, 5' and 3' deletion mutants of the promoter 
were tested for Pax-QNR sensitivity in transient cotransfec
tion assays. The 5' deleted mutant containing the promoter 
sequences from the Hi nell site (position -467) to the Asp718 
site (position + 127) (construct pHA; named pPOHACAT5 
in Fig. 3A) was still increased by Pax-QNR in a cotransfec
tion assay (Fig. 38, Lanes 4-6), whereas a deletion of the 
3' end from Oral (position + 27) to Asp718 (position 
+127) (constructs pHD and pXD; named pPOHDCAT5 
and pPOXDCAT5, respectively, in Fig. 3A) eliminated the 
Pax-QNR sensitivity in a cotransfection assay (Fig. 38, 
Lanes 7-3 and 7-9). This analysis delineated a region im
portant for Pax-QNR transcriptional activation, to the 100-
nucleotide fragment between + 27 to + 127 in the Pax
QNR 5' coding region. 

We were interested to know whether Pax-QNR autoregu
lation takes place in vivo. To address this question, we com
pared the promoter activity of the pXA and pXD constructs 
transfected into QNR. The results of the CAT assay showed 
that pXD give CAT activity about 23% of that of the pXA 
construct (Fig. 3C), whereas no difference in promoter ac
tivity was observed between these two constructs in QEC 
(Fig. 38; compare Lanes 7 and 70). These results indicate 
that the sequences between + 27 and + 127, previously 
shawn to mediate Pax-QNR autoactivation, contribute to 
expression of the Pax-QNR gene in QNR. To further inves
tigate this point, pXA was transfected into both QNR and 
QEC, and the promoter activity was compared. Results re
vealed th at the pXA construct exhibited a 2.5-fold lower CAT 
activity in QEC than that obtained in QNR (Fig. 30). To 
verify that the results obtained were not due to differences 
in transfection efficiency between the two ce li types, we also 
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Fig. 3. Activation of the Pax-QNR promoter by the Pax-QNR protein. A, 
structure of the deleted CAT constructs. A, Asp718; 0, Oral; H, Hincll; X, Xbal. 
8, analysis of Pax-QNR promoter deletion constructs for activation by Pax
QNR. QEC were transfected with 1 jJg of CAT constructs and increasing 
amounts of the Pax-QNR expression plasmid, p]301 03, containing the 
MC29-QNR2 eDNA insert. The total amount of DNA in the transfection was 
kept constant by addition of the vector control, p)30. The CAT activities were 
performed using equal amounts of proteins. C, comparative expression of pXA 
and pXD (pPOXACATS and pPOXDCATS, respectively, in the figure) in QNR 
cells. The plasmids (1 0 jJg) were cotransfected with 0.5 fJ8 of plasmid pRSV/3-
gal (as an internai control of transfection efficiency) into QNR. The CAT ac
tivity of the pXA construct was chosen as a reference and was arbitrarily set 
at 100. The CAT activities were normalized with respect to the 
!3-galactosidase activity using equal amounts of total proteins. The results 
shown are the averages of three separate experiments, with SEM (bars) in
dicated. D, expression of Pax-QNR promoter in QNR and QEC cells. The pXA 
(10 jJg) and pRSVCAT (1 fJg) constructs were cotransfected with 0.5 fJ8 of 
pRSV/3-gal into either QNR or QEC. The results obtained for the Pax-QNR 
promoter are compared directly with those for the pRSVCAT. The results 
shown are the averages of three separate experiments, with SEM (bars) in
dicated. 

transfected pRSVCAT, as a control plasmid, which was ex
pressed as efficiently in QNR as in QEC (Fig. 30). These 
results demon strate th at Pax-QNR promoter activity is lower 
in cells which do not express the Pax-QNR protein. Ali of 
these data suggest that Pax-QNR autoactivation takes place 
in vivo. 
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Fig. 4. A 214-bp fragment confers Pax-QNR-dependent activation on a het
erologous promoter. A, structure of the CAT constructs. A, Asp71B; D, Oral; 
5, Sc al. Arrows, orientation of the Pax-QN R fragments cloned upstream of the 
conalbumin promoter. 8, CAT activities of the constructs in the presence of 
the Pax-QNR protein. One ~g of CAT constructs was cotransfected into QEC 
with 5 ~g of Pax-QNR expression (p)3fll 03) or control (p)3fl) plasmids. 

A 214-bp Fragment Derived from -87 to + 127 Confers 
Full Pax-QNR Sensitivity on a Heterologous Promoter. To 
determine whether the 1 00-bp Orai-Asp718 fragment (po
sitions + 27 to + 127) cou Id confer the Pax-QNR sensitivity 
on a heterologous promoter, this fragment was inserted in 
both orientations upstream of a minimal conalbumin pro
mater linked to the CATreporter gene (pcona). The resulting 
constructs ( pDAcona and pA Ocana; Fig. 4A) were trans
fected into QEC either with the control expression vector 
pj3û or with pj3û 1 03. Whereas expression from the con
albumin promoter is not affected by Pax-QNR (Fig. 48, Lanes 
7 and 2), the presence of the 1 00-bp Drai-Asp718 fragment 
in the sense orientation upstream of this promoter (construct 
pDAcona; Fig. 4A) increased its CAT activity in the presence 
of Pax-QNR (Fig. 48, Lanes 3 and 4, reproducible increase 
of 2-foldJ. Th us, the +27 to + 127 region of the Pax-QNR 
promoter is sufficient to confer Pax-QNR sensitivity on a 
heterologous promoter. However, the Pax-QNR-mediated 
activation obtained is much lower compared to that ob
tained with the Pax-QNR promoter construct pXA (Fig. 48, 
Lanes 7 1 and 72). This suggests that there are additional 
sequences in the Pax-QNR promoter th at mediated full Pax
QNR activation. 

The sequence extending S' of the 1 00-bp Orai-Asp718 
fragment exhibits an A TI A motif, fou nd in the eS sequence 
from the even skipped promoter and described to bi nd the 
homeodomains of the Drosophila Paired (Prd), the murine 
Pax3, and the quail Pax-6 (Pax-QNR) proteins (3, 16, 28). To 
investigate a potential role of these sequences in the Pax
QNR-mediated activation of the Pax-QNR promoter, the 
214-bp Scai-Asp718 fragment (positions -87 to + 127) was 
inserted in both orientations upstream of the conalbumin 
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promoter. The resulting constructs ( pSAcona and pAScona; 
Fig. 4A) were tested for Pax-QNR sensitivity in transient co
transfection assays. Resu lts show th at the 21 4-bp 5cai
Asp718 fragment in the sense orientation (construct 
pSAcona; Fig. 4A) is able to promote Pax-QNR-responsive 
trans-activation (Fig. 48, Lanes 1 and 8) with the same ef
ficiency as that obtained with the Pax-QNR promoter con
struct pXA (Fig. 48, Lanes 17 and 7 2). ln the antisense ori
entation (pAScona), the basal level of CAT activity is 
unexpectedly high, but the construct is unresponsive to Pax
QNR (Fig. 48, Lanes 9and 70). Th us, the -87 to + 127 region 
of the Pax-QNR promoter appears to mediate the full pax
QNR responsiveness. 

The Pax-QNR Promoter Binds the Pax-QNR Protein. To 
determine whether the Pax-QNR protein trans-activates its 
promoter by binding directly to the DNA sequences iden
tified previously, the latter were tested for direct protein
DNA binding by EMSA. Purified 1 00-bp Orai-Asp718 and 
214-bp 5cai-Asp718 fragments were labeled and incubated 
with in vitro synthesized Pax-QNR protein. One DNA
protein complex was detected with the two probes (Fig. SA, 
Lanes 3 and 6), but the intensity of the band obtained with 
the 5cai-Asp718 probe (Fig. SA, La ne 3) was higher th an th at 
obtained with the Orai-Asp718 probe (Fig. SA, Lane 6), sug
gesting that the Pax-QNR protein binds more efficiently to 
this probe (see below). The formation of the complexes was 
completely blocked after the addition of a specifie antiserum 
directed against the Pax-QNR protein (Fig. 58, Lane 4) but 
not after the addition of preimmune serum (Fig. 58, Lane 5) 
(identical results were obtained with the two probes; thus, 
only the results obtained with the 1 00-bp Orai-Asp718 
probe are presented). When the0rai-Asp718 probe was in
cubated with nuclear extracts from either QNR or QEC, a 
DNA-protein complex, comigrating with the complex 
formed with in vitro synthesized Pax-QNR protein, was de
tected in extracts from QNR (Fig. SA, Lane 7) but not in 
extracts from QEC (Fig. SA, Lane 8), which are devoid of 
Pax-QNR products (27), suggesting that the endogenous 
Pax-QNR protein binds the Drai-Asp718 fragment. The 
same assay performed with the 5cai-Asp718 probe revealed 
a large protein-DNA complex remaining at the top of the gel 
(data not shown). Therefore, to demonstrate that endog
enous Pax-QNR binds to its promoter region, the Scai
Asp718 probe was incubated with either the in vitro syn
thesized Pax-QNR protein (as a positive control) or nuclear 
extracts from QNR or QEC, and anti Pax-QNR serum was 
added. The DNA probe that was immunoprecipitated as a 
result of its association with the Pax-QNR protein was vi
sualized on a polyacrylamide gel. As shown in Fig. SC, the 
probe was immunoprecipitated by the anti Pax-QNR serum 
when in vitro synthesized Pax-QNR prote in or QNR nuclear 
extracts were used (Fig. SC, Lanes 7 and 3) but not when 
QEC nuclear extracts were used (Fig. SC, Lane 2). These 
results clearly demonstrate a physical binding of the Pax
QNR protein to the Pax-QNR promoter sequences shown to 
mediate the Pax-QNR activation. 

Analysis of the Promoter Sequences lnteracting with the 
Pax-QNR Protein. To map the sequences recognized by 
Pax-QNR within the 214-bp 5cai-Asp718 fragment, foot
printing experiments were performed. Since we have pre
viously shown that the Pax-QNR homeodomain and paired 
domain can bind to DNA when separated from each other 
(16), a scaled-up band shi ft experiment was performed using 
bacterially expressed paired, homeo, or the fusion peptide 
MS2 (as a negative control) peptides (described in Ref. 16). 
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Fig. 5. A binding site for Pax-QNR is present in the Pax-QNR promoter visualized by gel retardation and immunoselection assays. A, gel retardation analysis 
of DNA fragments spanning the Pax-QNR promoter region required for Pax-QNR-dependent activation. End-labeled 214-bp 5cai-Asp718 (-87 to + 127) (Lanes 
1-3) and 1 00-bp Orai-Asp718 ( + 27 to + 127) (Lanes 4-8) fragments were incubated either alone (Lanes 1 and 4), in the presence of the reticulocyte lysates without 
template (Lanes 2 and 5), or in the presence of in vitro translated Pax-QNR prote in (Lanes 3 and 6). The 1 00-bp Drai-Asp718 probe was a Iso incubated with 
nuclear extracts prepared from QNR (Lane 7) or QEC (Lane 8). B, the 1 00-bp Orai-Asp718 probe was incubated either alone (Lanes 1, 6, and 7) or in the presence 
of in vitro translated Pax-QNR prote in in the sense (5; Lanes 3-5) or antisense (AS; Lane 2) orientation, supplemented or not(-) with antiserum directed against 
the carboxy-terminal part of the Pax-QNR gene products (i; Lanes 4 and 6) or preimmune serum (pi; Lanes 5 and 7). C, immunoprecipitation of the 214-bp 
5cai-Asp718 fragment bound to the Pax-QNR protein. The 214-bp 5cai-Asp718 probe was incubated with either in vitro translated Pax-QNR protein (Lane 1) 
or nuclear extracts prepared from QEC (Lane 2) or QNR (Lane 3) and anti-Pax-QNR serum, and was precipitated with Prote in A-Sepharose. After washing, labeled 
DNA recovered from the beads was analyzed by polyacrylamide gel electrophoresis. 

The entire gel was treated with phenanthroline, and the free 
DNA and the DNA bound by homeo or paired domains, 
were eluted from the gel and analyzed on a sequencing gel. 
Two homeodomain binding regions, named HB1 and HB2 
(Fig. 6A, Lane H), and two paired domain binding regions, 
named PB1 and PB2 (Fig. 6A, Lane Pd), were identified 
within the 5cai-Asp718 fragment. Examination of the se
quences protected by the homeodomain of Pax-QNR re
veals that HB1 contains the motif ATTA, present in the ho
meodomain binding site of the Prd, Pax-3, and Pax-QNR 
proteins on the eS sequence (3, 16, 28), whereas no ATTA 
motif was fou nd in HB2 (Fig. 68). Similarly, examination of 
the sequences protected by the paired domain of Pax-QNR 
reveals that PB2 contains the motif GTTCC, previously des
ignated as the DNA-binding core motif of the paired domain 
(7), whereas no GTTCC motif was found in PB1 (Fig. 68). 
These results show that multiple binding sites for the Pax
QNR protein are present within the 5cai-Asp718 fragment. 
Both paired and homeodomain binding sites are present up
stream of the Oral site, whereas the only binding site for the 
paired domain is present downstream of this site. To confirm 
this result, we tested the ability of the separated homeo and 
paired domain peptides to bind specifically to the Drai
Asp718 and 5cai-Asp718 fragments. For this purpose, EM
SAs were performed using these fragments as probes and 
paired (Pd), homeo (H) or carboxy-terminal (as a negative 
control; Ct) peptides. The results show (Fig. 6, C and 0) that 
the 1 00-bp Orai-Asp718 fragment is recognized only by the 
paired domain (Fig. 6C, Lane 2), whereas the 214-bp 5ca/
Asp718 fragment is recognized both by the paired (Fig. 60, 
Lane 2) and the homeo (Fig. 60, Lane 3) domains according 
to the footprinting experiments. Th us, the lower efficiency of 
binding of the Drai-Asp718 fragment as compared to the 

Scai-Asp718 fragment (Fig. SA) could be explained by the 
fact that efficient binding of the Pax-QNR protein requires 
both the homeo and paired domain-binding sites. 

To determine whether multiple Pax-QNR proteins can 
interact simultaneously with the Pax-QNR promoter, we 
performed an EMSA using a constant amount of the 5cai
Asp718 probe and increasing amounts of in vitro synthe
sized Pax-QNR protein. As shawn in Fig. 6E, incubation of 
the probe with a low amount of Pax-QNR protein resulted 
in the formation of one specifie DNA-protein complex (Fig. 
6E, Lane 2), whereas, when increased amounts of Pax-QNR 
protein were used, a second specifie DNA-protein complex 
was visualized (Fig. 6E, Lanes 3 and 4). These data dem
onstrate that multiple Pax-QNR proteins can bind simulta
neously to the 5cai-Asp718 promoter region. 

Trans-activation of the Pax-QNR Promoter by the Pax
QNR Protein Requires DNA Binding. To study the possi
bility that the Pax-QNR protein could trans-activate its pro
mater by a DNA-binding independent mechanism, a paired 
domain-deleted Pax-QNR protein (construct D.Nhe-MC29-
QNR2; Fig. 7 A) unable to bi nd to Pax-QNR target sequences 
(data not shown and Ref. 27) was tested in transient co
transfection assays with pXA reporter vector. Removal of 
DNA-binding capacity of the Pax-QNR protein resulted in 
loss of Pax-QNR trans-activating properties (Fig. 7C, Lanes 
7-9). The failure of this construct to trans-activate the Pax
QNR promoter was not attributable to absence of protein 
synthesis, since immunoprecipitation analysis of transiently 
transfected Cos-1 cells with the !1Nhe-MC29-QNR2 con
struct revealed the synthesis of a Pax-QNR prote in mutant of 
the expected size (33 Kda; Fig. 7 8, Lane 2). This result dem
on strates that Pax-QNR DNA binding is required for Pax
QNR-responsive trans-activation. 
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Fig. 6. The Pax-QNR promoter contains multiple paired and homeodomain 
binding sites. A, orthophenanthroline footprinting of the Pax-QNR promoter 
region. The Scai-Asp718 fragment was 32 P labeled a tt he 5' end and incubated 
alone (Lane F) or with the bacterially expressed fusion protein containing 
either the paired domain (La ne Pd), the homeodomain (La ne H), or the fusion 
peptide MS2 as control (Lane C). Orthophenanthroline footprints of the free 
and bou nd DNA were analyzed on a denaturing gel; the regions protected by 
the paired domain (PBI and P82) and the homeodomain (HBI and HB2) are 
shown at le ft. 8, summary of the footprinting results. The consensus A TT A and 
GTTCC motifs are boxed. The sequence showing homology with the con
sensus sequence for the Prd homeodomain is underlined. C, the 1 00-bp Drai
Asp718 probe was incubated in a binding assay with the bacterially expressed 
fusion proteins containing either the paired (Pd; La ne 2), the homeo ( H; Lane 
3), or the carboxy-terminal (negative control, Ct; Lane 1) domains of the 
Pax-QNR protein. 0, the 214-bp 5cai-Asp718 probe was incubated in a bind
ing assay with either the bacterially expressed paired, homeo, or carboxy
terminal domains of the Pax-QNR protein. E, multiple Pax-QNR proteins can 
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Discussion 
As a first step toward elucidating the mechanisms involved 
in the control of the expression of the qua il Pax-6 (Pax-QNR) 
gene, we have isolated and characterized the promoter re
gion initiating the synthesis of the MC29-QNR2 mRNA (15). 
A combination of primer extension analysis and RNase pro
tection experiments has been used to map the transcription 
initiation site for the Pax-QNR gene. We fou nd this site 108/ 
107 nucleotides upstream of the 3' end of ex on O. The se
quence of the 5' flanking region reveals the presence, at the 
positions expected, of promoter elements typical of RNA 
polymerase 11-transcribed genes: a TAT A-like box (position 
-30) and a canonical CAAT box (position -54). A number 
of sequences previously shawn to function as regulatory el
ements in other systems are fou nd within the Pax-QNR 5' 
flanking region. These include potential Ap2 and Krox20/ 
Krox24 binding sites, CRE, and an E box sequence, potential 
binding sites for the b/HLH/LZ nuclear factors, mye and USF. 
lnterestingly, the zinc finger factor Krox20 binds the mouse 
homeobox-containing gene Hox-1.4; this transcription fac
tor has been implicated in early central nervous system de
velopment and, like Pax-6, is expressed in rhombomeres of 
the developing hindbrain (19). Similarly, USF has been in
volved in the transcriptional regulation of the murine 
homeobox-containing gene Hox-2.3 (29). Moreover,.it has 
been suggested that protein binding to an E box sequence 
plays an important role in the early development of the 
mouse embryo (30). On the other hand, CRE binds a family 
of transcription factors, which, like Ap2, can mediate the 
regulation of gene expression in response to extracellular 
signaling. These sites provide potential targets for factors th at 
may participate in the mitogenic or differentiation events. lt 
will be of interest to determine which of these elements ac
tually regulate Pax-QNR gene expression du ring retinal de
velopment. 

The 1 .5-kbp Xbai-Asp718 fragment was able to drive the 
expression of the CAT gene in quai! Pax-QNR-expressing 
(QNR) and Pax-QNR-nonexpressing (QEC) cells, although 
to a lesser extent. Our data indicate that tissue-specifie ex
pression of the Pax-QNR promoter does not reside within the 
sequences located between -1386 and + 127 (with respect 
to the transcription start site), si nee this promoter also func
tions in fibroblast cells. This suggests that cell-specific ex
pression of Pax-QNR requ ires additional upstream or dawn
stream unidentified sequences or is the result of 
posttranscriptional regulation, as for the N-myc gene (31 }. 

Numerous homeobox-containing genes in Orosophila 
control their own expression (26). We show here that posi
tive autoregulation is a iso a property of the Pax-QNR gene. 
lndeed, the Pax-QNR promoter is trans-activated in the pres
ence of overexpressed Pax-QNR protein. Thts result indi
cates that the 46 Kda Pax-QNR protein is a transcriptional 
activator, a property demonstrated for Pax-1 (7), Pax-2 (8), 
Pax-5 (9), and Pax-8 proteins (TO). Deletion analysts showed 
th at a 1 00-nucleotide region in the Pax-QNR promoter (frag
ment Drai-Asp718, positions + 27 to + T 27) was necessary 
for Pax-QNR autoactivation. However, a 214-bp 5cai
Asp718 fragment (positions -87 to + 127} encompassing the 

interact simultaneously with the Pax-QNR promoter. The 214-bp Scai
Asp718 probe was incubated in a binding assay with increasing amounts of 
in vitrotranslated Pax-QNR protein (Lanes 2-4); Lane 5, anti Pax-QNR serum 
was added to the DNA-binding reaction to confirm the specificity of the 
complexes obtained (arrows at left). 
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Fig. 7. Trans-activation of the Pax-QNR promoter by the Pax-QNR protein 
requires DNA binding. A sc hematie representation of the MC29-QNR2 eDNA 
and of the paired-deleted Pax-QNR mutant, b.Nhe-MC29-QNR2. Cray box, 
paired domain; hatched boxes, homeodomain. B, proteins produced by the 
Pax-QNR constructs. The MC29-QNR2 and b.Nhe-MC29-QNR2 expression 
vectors were transiently transfected into Cos-1 cells and analyzed for protein 
expression by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
alter immunoprecipitation with an anti Pax-QNR serum. The molecu!ar 
weight markers are indicated at left. C, analysis of trans-activating capacity 
of the t.Nhe-MC29-QNR2 construct. QEC were transfected with 1 ~g of CAT 
constructs and increasing amounts of the Pax-QNR expression vectors 
p)3f1103 (containing the MC29-QNR2 eDNA insert) or pSGSb.Nhe (con
taining the t.Nhe-MC29-QNR2 eDNA insert). The total amou nt of DNA in the 
transfection was kept constant by addition of the vector control, p)3D or 
pSGS. The CAT activities were performed using equal amounts of proteins. 

Orai-Asp718 fragment was needed to confer full Pax-QNR 
activation to a heterologous promoter. A promoter reporter 
construct deleted of the Orai-Asp718 fragment (pXD) ex
hibited a basal 4-fold lower CAT activity in QNR cells than 
the undeleted promoter construct (pXA), strongly suggesting 
that Pax-QNR autoregulation takes place in vivo. The Pax
QNR protein can regulate expression from its promoter by 
binding directly to the Scai-Asp718 fragment of the Pax
QNR promoter, as demonstrated by EMSA and immunos
election assays. Moreover, a paired domain-deleted Pax-
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QNR protein, unable to bind to DNA, was also unable to 
trans-activate the Pax-QNR promoter, indicating that the 
trans-activation of the Pax-QNR promoter by the 46 Kda 
Pax-QNR protein requires DNA binding. 

Footprinting experiments revealed two homeodomain 
binding regions (HB1 and HB2) and two paired domain 
binding regions (PB1 and PB2) within the Scai-Asp718 frag
ment. H B 1 and PB2 contai n the consensus ATT A and 
GTTCC motifs, respectively. Sin ce ATT Ais fou nd in the ho
meodomain binding sites of numerous homeodomain pro
teins (3, 28, 32), this suggests that other homeodomain
containing proteins might regulate the Pax-QNR promoter. 
The consensus motifs are not found in the PB1 and HB2 
regions, a situation already fou nd for the e4 site in the even
skipped promoter, also described to bind Prd (3). Lack of 
consensus sequence has already been demonstrated for 
Pax-8 in the Tg and TPO promoters (1 0). However, the HB2 
region contains the sequence ATTGACAT, very close to the 
sequence TTTGACGT described to bind the Prd homeodo
main (32). 

The paired and homeodomains of Pax-QNR can bind to 
the Pax-QNR promoter independently. However, the Pax
QNR protein was shown to bind better to the Scai-Asp718 
fragment than to Drai-Asp718 fragment. The latter contains 
only a paired domain binding site, whereas the former con
tains both homeo and paired domain binding sites. This sug
gests th at the efficient binding of Pax-QNR may require both 
the homeo and the paired domains and could be interpreted 
as an indication of cooperativity between the two protein 
domains, as it has been proposed for the binding of Prd on 
the e4 site of the even-skipped promoter (4). lt is interesting 
to note in this regard that putative paired and homeodomain 
binding sites (su ch as the sequences A TTGACAT in HB2 and 
GTTCC in PB2) of the Pax-QNR promoter are spaced by two 
helix turns like the imperfect paired and homeodomain 
binding stretches of the e4 sequence. ln the case of the eS 
sequence, where no cooperativity between the two domains 
was demonstrated for the binding of Prd, only one helix tu rn 
separates the two consensus A TT A and GTTCC motifs. 

The importance of the paired binding region PB2, present 
in the Orai-Asp718 fragment, was emphasized by the lack 
of Pax-QNR responsiveness of the Orai-Asp718-deleted 
constructs (pXD and pHD). However, PB2 alone was not 
sufficient to mediate the full Pax-QNR responsiveness on a 
heterologous promoter. Therefore, a cooperativity between 
PB2 and homeodomain binding sites may explain the in
creased Pax-QNR responsiveness observed with a fragment 
containing both PB2 and homeodomain binding sites. 

Materials and Methods 
Cloning and DNA Sequencing. The isolation of phage 
.\Pax-QNR3 has been described previously (16). Appropri
ate subclones of genomic DNA were ligated into M13 vec
tors mp18 and mp19. Nucleotide sequence was determined 
in both orientations by the dideoxy sequencing method us
ing an Applied Biosystem 370A automatic sequencer. To 
construct the pj3D 1 03, a vector expressing the 46 Kda Pax
QNR prote in, the 1 .5-kbp Sstli-Hindlii fragment of Pax-QNR 
eDNA MC29-QNR2 (15) was blunt ended and cloned into 
the Smal site of the pj3D vector. The construction of 
pSGS~Nhe, the vector expressing a paired deleted Pax-QNR 
protein, has been described previously (27). 

Mapping ofTranscription Initiation Sites. Total RNA was 
isolated from quail embryonic day 10 neuroretina (QNR) or 
heart by the guanidine isothiocyanate method. For the 



RNase protection assay, a 653-bp Xhoi-Asp718 genomic 
fragment (from -526 to + 127) was subcloned into the Saii
Asp718 sites of the pGEM3 vector. The antisense RNA probe 
was transcribed in vitro from the Hindlll-linearized plasmid 
using T7 polymerase in the presence of [a-32 P]CTP under 
conditions provided by the riboprobe system (Promega). 
RNase protections were performed with 20 f.lg of RNA from 
QNR and heart as described previously (34), except that the 
unhybridized RNAs were digested with 2-fold the concen
trations of RNases A and Tl indicated. The protected frag
ments were separated on a 7% sequencing gel. For the 
primer extension analysis, a 32-base synthetic oligonu
cleotide (5' -AGGCACCTGGCGGCTCCGCTCGGCGA TI
CCTA-3') complementary to bases +51 to +82 of the Pax
QNR promoter, was end labeled with T4 polynucleotide 
kinase. Five fJg of total RNA from QNR and heart were hy
bridized to 106 cpm of labeled primer in 10 f.ll of reverse 
transcriptase buffer 1 x (from BRL). The samples were placed 
for 10 min in a 85°( water bath, which was allowed to cool 
to 65°(, and then incubated for 30 min at 65°C. Subse
quently, 15 f.ll of primer extension mixture were added to the 
annealing mixture. The labeled primer was extended using 
300 units of murine leukemia virus reverse transcriptase 
(BRL) for 45 min at 45°C. After phenol-chloroform extrac
tion, the reaction mixture was precipitated with ethanol. The 
products were analyzed on a 6% sequencing gel. 

Construction of CAT Reporter Plasmids. The 1 .5-kbp 
Xbai-Asp718 genomic fragment was blunt ended and 
cloned in both orientations into the blunt-ended Xbal site of 
pBLCATS. The resulting constructs, which contain the pro
moter sequence in the sense or antisense orientation with 
respect to the CA T gene, were named pXA and pAX, re
spectively. To obtain the 5' deleted CATconstruct, pHA, the 
594-bp Hincii-Asp718 fragment was blunt ended and 
cloned into the blunt-ended Xbal site of pBLCATS. To obtain 
the 3' deleted CAT constructs, pXD and pHD, the 1413-bp 
Xbai-Dral and 494-bp Hincii-Dral fragments, respectively, 
were blunt ended and cloned into the blunt-ended Xbal site 
of pBLCATS. The promoter constructs pDAcona and 
pSAcona were constructed by subcloning, respectively, the 
1 09-bp Orai-BamH 1 and 223-bp Scai-BamH 1 fragments, ex
cised from pHA, into the blunt-ended Sphl- and BamHI
digested pcona. The promoter constructs pADcona and 
pAScona were constructed by subcloning, respectively, the 
121-bp Sphi-Dral and 235-bp Sphi-Scal fragments, excised 
from pPOAHCATS, into the Sphl and blunt-ended BamHI
digested pcona. The pRSVCAT plasmid contains the CAT 
gene under the control of the Rous sarcoma virus long ter
minal repeat. 

Cell Culture and Transfection. Quai! neuroretina cells, 
prepared from 7-day-old quai! embryos, and quai! embryo 
cells were seeded at 5 x 105 cells/60-mm dish in Dulbecco's 
modified Eagle's medium-1 0% fetal calf serum, 24 h prior 
transfection. Transfections were performed by the calcium 
phosphate method. Ce lis were cotransfected with 1 or 1 0 f.lg 
of CAT constructs and 0.5 f.lg of plasmid RSV/3-gal, used as 
an internai control of transfection efficiency. For the experi
ments with the vector expressing the Pax-QNR protein, cells 
were cotransfected with 1 f.Jg of the CAT construct and in
creasing amounts (1 or 5 f.Jg) of pj3!l103. The total amount 
of transfected DNA was kept constant by the addition of 
vector control pj3!l. For the analysis of the proteins ex
pressed by the Pax-QNR constructs, Cos-1 cells were trans
fected with 10 f.Jg of Pax-QNR expression vectors and as-
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sayed for immunoprecipitation procedure 48 h later, as 
described previously (27). 

/3-Galactosidase Assays and CAT Assays. Forty-eight h 
after transfection, the cells were harvested, and cel! extracts 
were prepared as described by Suen and Hung (35). Twenty 
f.JI of the extract were tested for /3-galactosidase activity ac
cording to Herbomel et al. (36). CAT assays were performed 
on cel! extracts as described by Gorman et al. (37), using 
equal amounts of total proteins, which were determined by 
the Bradford method (Bio-Rad). 

ln Vitro Transcription and Translation. To synthesize the 
46 Kda Pax-QNR protein in vitro, the 1.5-kbp Sstii-Hindlll 
fragment of Pax-QNR eDNA MC29-QNR2 (15) was blunt 
ended and cloned into the pSP64 and pSP65 vectors. One 
fJg of plasmid DNA was transcribed and translated in a rabbit 
reticulocyte lysate in the presence of SP6 polymerase ac
cording to the manufacturer's specifications (Promega). 

EMSA and Orthophenanthroline Footprinting. The DNA 
probes used were the 1 00-bp Orai-Asp718 and 214-bp 5cai
Asp178 fragments [32P]dCTP labeled with the Klenow frag
ment of DNA polymerase 1 (Boehringer Mannheim). Nuclei 
were prepared from QEC and QNR essentially as described 
previously (38). Nuclear extracts were prepared essentially 
according to Dignam et al. (39). Gel retardation assays were 
performed with 1 1-1g of nuclear extracts or reticulocyte ly
sates or bacterially expressed paired, homeo, and carboxy
terminal domains, as described previously (16). For band 
shift assays with antibodies, reticulocyte lysates were incu
bated for 1 h at ooc in binding buffer supplemented with 1 
f.JI of antiserum directed against the carboxy-terminal part of 
the Pax-QNR protein products (described in Ref. 27) or 1 f.JI 
of preimmune serum, prior to introduction of the probe. 
Orthophenanthroline-copper (Cu2 +) footprinting was car
ried out essentially as described by Kuwabara and Sigman 
(40), using the 214-bp 5cai-Asp718 probe and bacterially 
expressed paired and homeodomain peptides or fusion pep
tide MS2. 

Pax-QNR DNA lmmunoprecipitation Assay. The immu
noprecipitation procedure was carried out as described pre
viously (41) using the 214-bp 5cai-Asp718 probe, one-fifth 
of the reticulocyte lysates or nuclear extracts (40 f.Jg) from 
QEC or QNR, and 1 1-11 of antiserum directed against the 
carboxy-terminal part of the Pax-QNR protein. The labeled 
DNA was recovered by phenol-chloroform extraction and 
loaded on a 6% polyacrylamide gel in Tris-borate-EDT A 
buffer. 
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C-Myb agit comme un activateur transcriptionnel du gène Pax-QNR par l'intermédiaire 

de deux mécanismes d'activation différents 

En possession d'une région de promotion du gène Pax-QNR, nous nous sommes intéressés 

à identifier les régulateurs de ce gène. La séquence nucléotidique du promoteur PO révèle la 

présence de plusieurs sites de fixation potentiels pour la protéine c-Myb (appelés MRE pour 

Myb responsive ~lement). Le proto-oncogène c-myb code un facteur de transcription qui a 

recombiné avec des rétrovirus leucémogènes aviaires E26 et AMV. Ces virus sont capables 

d'induire la prolifération des cellules de neurorétine (Garrido et al. 1992a, b). Des études 

d'expression des gènes c-myb et Pax-QNR, réalisées par hybridation in situ au cours du 

développement de la neurorétine aviaire (Figure 9), démontrent une co-expression des ARNm c

myb et Pax-QNR jusqu'au 5ème jour du développement embryonnaire (E5), stade de 

prolifération des cellules de neurorétine. A des stades plus tardifs, E7 et E9, l'expression du 

proto-oncogène c-myb se régionalise et diverge de celle de Pax-QNR. Lorsque la neurorétine est 

différenciée (E13) ce gène n'est plus que faiblement exprimé. Nous nous sommes donc 

demandés si la protéine c-M yb intervient dans la régulation transcriptionnelle du gène Pax-QNR 

dans les stades précoces du développement de la neurorétine. 

En réalisant des expériences de co-transfections transitoires du promoteur PO et d'un 

vecteur d'expression eucaryote produisant la protéine c-Myb, nous avons montré que cette 

protéine est capable de stimuler l'activité du promoteur PO du gène Pax-QNR dans les QEC 

(Figure lA) et les QNR (Figure 1 C). Cependant, dans les QEC le promoteur PO est stimulé 

uniquement à faible concentration de protéine c-Myb, à forte concentration de cette protéine le 

promoteur n'est pas trans-activé (Figure 1 A et B) alors que dans les QNR, le taux d'activation 

du promoteur est proportionnel à la quantité de protéine c-Myb (Figure ID). Ces résultats 

suggèrent que, contrairement aux QEC, il n'existe pas d'événements cellulaires régulant 

négativement l'activité de la protéine c-M yb dans la neurorétine. 

Des expériences de protection à la DNase 1, réalisées avec le domaine de liaison à l'ADN 

de la protéine Myb produit dans un système procaryote, ont permis de définir de nombreux sites 
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de fixation de cette protéine sur le promoteur PO (Figure 5) : des sites de basse affinité identifiés 

à forte concentration de protéine Myb utilisée et des sites de haute affinité révélés à faible 

concentration de cette protéine. Les différents sites protégés présentent des homologies de 

séquence avec le consensus de fixation pour la protéine Myb (Table 1). De plus des extraits 

nucléaires de rétine prélevés à E5 contiennent la protéine c-Myb et leur utilisation dans des 

expériences de protection à la DNase I révèle des zones de protection sur le promoteur PO 

identiques à celles révélés avec le peptide bactérien Myb purifié (résultats non publiés). 

L'introduction des séquences contenant des sites de fixation pour la protéine c-Myb en 

amont d'un promoteur non régulé par cette protéine (promoteur du gène e-mil de poulet), 

confère à ce promoteur la capacité de répondre à la protéine Myb (Figure 3B comparer canaux 4 

et 5 à 7 et 8). La protéine c-Myb dépourvue de son domaine de liaison à l'ADN (construction 

CCC(dDBD)) est incapable de réguler positivement ce promoteur (Figure 3B comparer canaux 

7 et 9). De plus la fusion du domaine de liaison à l'ADN de la protéine c-Myb au domaine trans

activateur du virus VP16 (construction VVP) résulte en une construction chimérique capable de 

réguler positivement le promoteur PO (Figure 4B, Comparer canaux 3 et 4) alors qu'une 

construction chimérique GAL4-VP16 (possédant le domaine de liaison à l'ADN de la protéine 

de levure GAL4) est incapable de trans-activer PO (Figure 4B, comparer canaux 1 et 2). Ces 

résultats suggèrent que la régulation du promoteur PO par la protéine c-Myb implique la fixation 

de cette protéine sur les séquences promotrices. 

Nous avons également montré que la protéine Myb peut réguler le promoteur PO suivant 

un mécanisme indépendant de son activité de liaison à l'ADN : une protéine Myb dépourvue de 

domaine de liaison à l'ADN (construction CCC(dDBD), Figure 2) est encore capable de stimuler 

le promoteur PO (Figure 3B comparer canaux 1 et 3). Ce mécanisme d'action de la protéine 

Myb, décrit initialement pour le promoteur du gène humain HSP70 (Klempnauer et al. 1989) 

implique la boîte TATA comme dans le cas de ce promoteur (Foos et al. 1993). En effet la 

conversion de la boîte "TATA" du promoteur PO en boîte "TATA" d'un promoteur non régulée 

par la protéine c-Myb dépourvue de son domaine de liaison à l'ADN (promoteur SV40) (Figure 
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6A), rend le promoteur PO non stimulable par cette protéine (Figure 6B comparer canaux 8 et 10 

à 11 et 13). 

Bien que les sites de fixation pour les protéine p46Pax-QNR et c-Myb soient proches nous 

n'avons pas pu mettre en évidence de synergie entre ces facteurs de transcription sur ce 

promoteur, seul un effet additif de l'activation de chacune des protéines est observé (Figure 7). 

Enfin, l'expression constitutive du gène c-myb dans des cellules de neurorétine cultivées 

in vitro permet le maintien d'un haut niveau d'expression de la protéine Pax-QNR (Figure 8 

panneaux E et F) contrairement au vecteur contrôle (Figure 8 panneaux Cet D). 

De ces résultats nous en concluons que le proto-oncogène c-myb est un régulateur 

potentiel de l'expression du gène Pax-QNR aux stades précoces du développement de la 

neurorétine, ce qui élargit le spectre d'activité de cette protéine, jusque là restreint au système 

hématopoïétique. 
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C-Myb acts as transcriptional activator of the quail PAX6 (P AX-QNR) 
promoter through two different mechanisms 

Serge Plaza, Nathalie Turque, Christine Dozier, Manuella Bailly and Simon Saule 
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To understand the regulation of the Pax-6 gene, which 
plays an important role in eye development, we have 
characterized the promoter region of the quail Pax-
6(Pax-QNR) gene. In addition to TATA and CAAT 
boxes, sequence analysis revealed several putative cis
regulatory elements among which three myb-responsive 
elements (MRE). C-myb encodes a nuclear, DNA
binding phosphoprotein that functions as transcriptional 
regula tor. Co-transfection in quail embryo cells of the 
Pax-QNRfpax-6 promoter with a vector expressing the 
75 kDa c-myb protein resulted in an increase in Pax
QNR promoter activity. By footprinting experiments we 
identified multiple binding sites for the myb protein 
within the promoter region. Protein containing the myb 
DNA-binding domain fused to the VP16-transactivation 
domain was fully efficient in Pax-QNR promoter 
transactivation, demonstrating that myb can transacti
vate through a direct binding on DNA. However, a myb 
truncated protein devoid of DNA-binding domain was 
also able to transactivate the Pax-QNR promoter. These 
results show that this promoter can be transactivated by 
the myb protein directly as weil as indirectly. Finally we 
show by in situ hybridization that c-myh is strongly 
expressed in the developing neuroretina, simultaneously 
with Pax-QNR. These observations suggest that the c
myb protein may be a regulator of Pax-QNRfpax-6. 

Keywords: c-myb; Pax-6-regulation; neuroretina 

[ntroduction 

Transcriptional regulation by the homeobox proteins is 
thought to coordinate the precise spatial and temporal 
sequence of growth and differentiation, and previous 
studies of Drosophila homeobox-containing genes have 
shown that these genes are involved in the process of 
pattern formation (see Akam, 1987; Ingham, 1988; for 
reviews). A large number of vertebrate developmental 
:ontrol genes have been identified by their homology to 
Drosophila sequences. Through homology to the 
paired-box (specifying a DNA-binding sequence, 
Treisman et al., 1991) nine paired-box containing 
genes, the Pax gene family, have been isolated in 
vertebrates (Walther et al., 1991; Stapleton et al., 
1993). Each member shows spatially and temporally 
restricted expression patterns during embryonic devel
Jpment (Kessel and Gruss, 1990). The importance of 
the Pax genes in development is demonstrated by the 
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developmental alterations in the mouse associated with 
mutations in these genes. Mutations in the Pax-6 gene 
have been associated with the mouse mutant small eye 
(Hill et al., 1991). Moreover, the corresponding human 
gene (AN) has been found deleted or mutated in sorne 
cases of the human congenital disorder aniridia (Ton et 
al., 1991). The Pax-6 gene is expressed in the 
developing central nervous system, the optic eup, lens 
and overlaying epithelium prior to morphological 
differentiation, and later in the neuronal layers of the 
retina (Walther and Gruss, 1991; Martin et al., 1992). 
Ail of this strongly suggests that Pax-6 is involved in 
the regulation of sorne of the inductive events that 
occur during the formation of the eye. Moreover, the 
restricted expression of this gene suggests transciptional 
regulation of expression by tissue-specifie factors. 
However, to date nothing is known about the 
regulation of Pax-6. 

We have recently characterized the quail Pax-6 gene, 
named Pax-QNR (Martin et al., 1992), and defined its 
complete exon-intron organization (Dozier et al., 
1993). As a step toward elucidating the mechanisms 
involved in the control of Pax-QNR/pax-6 expression, 
we isolated the promoter region of this gene (Plaza et 
al., 1993). To identify the factors possibly involved in 
Pax-QNRjpax-6 regulation, we examined the promoter 
region for the presence of already identified DNA
binding sequences for known transactivators. We 
located three myb responsive elements (PyAAcc;TG 
as defined by Biedenkapp et al., 1988) in the Pax-QNR 
promoter region. The chicken c-myb is the progenitor 
of the v-myb oncogene, which is a truncated and 
mutated form of the 75kDa c-myb protein product 
(Klempnauer et al., 1984; Gerondakis and Bishop, 
1986). The myb product is present within the cell 
nucleus, has short half-life, and possesses an intrinsic 
sequence-specifie DNA-binding activity (Boyle et al., 
1984; Biedenkapp, et al., 1988; Klempnauer et al., 
1984; Moëlling et al., 1984; Howe et al., 1990). Several 
!ines of evidence suggested that myb or myb-related 
genes may control cellular differentiation through a 
direct regulation of gene expression. The level of c-myb 
decreases dramatically upon differentiation of imma
ture myeloblasts, erythroleukemic cells and neuroblas
toma cells (Coll et al., 1983; Ramsay et al., 1986; 
Thiele et al., 1988). In addition, constitutive expression 
of c-myb prevented the differentiation of erythroleu
kemic cells (Clarke et al., 1988) and induced cell 
growth and bFGF responsiveness of chicken neuro
retina cells (Garrido et al., 1992b). In transient 
transfection assays p48v-myb can function as a transacti
vator of gene expression (Ibanez and Lipsick, 1990; 
Ness et al., 1989; Weston and Bishop, 1989). To date, 
three functional domains have been identified in the c
myb product: an amino terminal DNA-binding 
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domain, a central transcriptional activation domain 
and a carboxy-terminal negative regulatory region 
(Sakura et al., 1989; Dubendorff et al., 1992). In 
addition to the DNA-binding site dependent transacti
vation, exemplified by the mim-1 gene whose promoter 
contains three myb binding sites (Ness et al., 1989; 
Burk and Klempnauer, 1991 ), v-myb can transactivate 
the HSP70 promoter by a DNA-binding independent 
mechanism (Klempnauer et al., 1989). This mechanism 
is Iikely to in volve the TATA-box sequence of the 
promoter (Foos et al., 1993). In addition to c-myb, two 
myb-related genes encoding DNA-binding proteins 
termed A-myb and B-myb have been identified 
(Nomura et al., 1988; Bouwmeester et al., 1992; Foos 
et al., 1992; Lam et al., 1992). B-myb has been shown 
to be unable to transactivate a myb binding-site 
containing promoter (Foos et al., 1992) but exhibits 
the capacity to transactivate the HSP70 promoter 
(F oos et al., 1993). 

Here we show that Pax-QNR/pax-6 promoter 
expression is inducible by c-myb. By footprinting 
analysis, we demonstrated multiple myb binding sites 
scattered in the promoter sequence. Using a fusion 
protein containing the myb DNA-binding and the 
VP16 transactivation domain, we demonstrate that 
Pax-QNR/pax-6 promoter expression is inducible by c
myb by a direct mechanism. Using a myb mutant 
deleted in the DNA-binding domain, we found that 
myb can also activate this promoter by an indirect 
mechanism. Since, as demonstrated by in situ 
hybridization, myb and Pax-QNR are simultaneously 
expressed in the neuroretina, these results suggest that 
the c-myb protein may be involved in Pax-QNR/pax-6 
transcriptional regulation. 

Results 

The Pax-QNR/pax-6 promoter is transactivated by c
myb 

We have previously characterized the promoter region 
of the quai! pax-6 (Plaza et al., 1993), initiating the 
synthesis of the MC29-QNR2 mRNA. A computer
assisted search revealed the presence in the 1.5 Kbp 
Xbai-Asp718 genomic promoter fragment of a number 
of potential regulatory elements among which three 
putative myb binding sites (MRE) matching the 
consensus myb binding sequence PyAAC0 /TG (Bie
denkapp et al., 1988) (MRE1, CAACGG, nucleotides, 
- 1105 to - 11 00; MRE2, CCGTT A, nucleotides 
-472 to -467; MRE3, TAACGG, nucleotides + 110 
to + 115, see Figure 3 for schematic representation). 

In order to determine if the c-myb protein is able to 
regulate the Pax-QNR promoter, we co-transfected 
into quai! embryo cells (QEC) equal amounts of 
plasmid pXA (the 1.5 Kbp Xbai-Asp718 genomic 
promoter fragment 1inked to the gene encoding the 
Chloramphenicol Acetyl Transferase, P1aza et al., 1993) 
together with increasing amounts of a c-myb expres
sion vector. We used a vector encoding the chicken 
p7SC·mYb, CCC (Grasser et al., 1991), directing the 
synthesis of the protein under the control of the 
retroviral long terminal 'repeat. Another expression 
vector, pSG5c-myb was also used. This vector allows 
p75c-myb expression under the early SV40 promoter. Cell 

lysates were collected two days after transfection, and 
the levels of CA T activity present in the lysa tes were 
determined. Co-transfection of the pXA with 1 11g of 
the vector expressing the myb protein resulted in a 16-
fold increase of CA T activity relative to the vector 
control (Figure lA, compare lanes 1 and 2), but when 
5 Jlg of expression vector was used the leve! of Pax
QNR promoter transactivation was reduced (compare 
lanes 2 and 3). Figure 1 B shows the results obtained 
when increasing amounts of pSG5c-myb DNA were 
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Figure 1 Activation of the Pax-QNR promoter by the p75c-myb 
protein. (A) and (B) QEC were transfected with 1 J.<g of CA T 
construct (pXA) and increasing amounts of the pSG5c-myb 
encoding the chicken p75c-myb, as indicated on the top of the 
Figure. The total amount of DNA in the transfection was kept 
constant by the addition of the vector control, pSG5. (C) QNR 
cells expressing endogenous Pax-QNR/pax6 were transfected as in 
A. Fold activation is indicated on the bottom of the Figure. (D) 
CNR cells expressing endogenous Pax-QNRjpax6 were trans
fected as in A, but the vector encoding the p75c-myb protein is the 
retroviral vector CCC. The CAT activity of the pXA construct in 
the absence of exogenous transactivator was arbitrarily designated 
as 1. Thin !ines indicate standard deviations calculated from two 
transfections performed with two distinct DNA preparations 



1sed. Clearly, the leve! of Pax-QNR promoter 
:ransactivation decreased after a plateau value. The 
~educed transactivation observed when higher amount 
)f expression vector was used is not a simple 
;quelching effect induced by the vector sequences 
;ince the amount of vector is kept constant in each 
ane by the addition of the empty pSG5 DNA. 
f-lowever, similar experiments performed in quai! 
1euroretina (QNR) or chicken neuroretina (CNR) 
:elis expressing Pax-QNR (Carrière et al., 1993) 
;howed transcriptional activation of the Pax-QNR 
)romoter with a c-myb encoding vector without the 
·eduction of transactivation observed at 5 pg of 
~xpression vector (Figure 1 C, compare lanes 2 and 3, 
md Figure ID). Thus, the 75 kDa c-myb protein is a 
.ranscriptional activa tor of Pax-QNR/ pax-6 promo ter. 

fJomain analysis of c-myb using the Pax-QNR/pax-6 
Jromoter 

[ranscriptional activation studies using murine and 
mman c-myb have shawn that deJetions in the 
:arboxy-terminal region can greatly increase their 
ranscriptional stimulation capacity (Sakura et al., 
:989; Dubendorff et al., 1992). We tested the 
ransactivating properties of deleted c-myb constructs 
m the Pax-QNR promoter by transient transfection 
tssays in QEC. We tested deJetions of c-myb removing 
:ither carboxy-terminal sequences (CCd), both amino 
md carboxy-terminal sequences corresponding ap
>roximately to the truncations present in v-myb 
dCd), and the DNA-binding domain (CCC(dDBD), 
)ubendorff et al., 1992, and Figure 2). As shawn in 
:;igure 2, the clones encoding the deleted proteins 
0.5 pg of transfected DNA) transactivate the pXA 
eporter with similar efficiency (these clones produced 
:omparable amount of proteins in the transfected cells, 
lata not shawn, and Dubendorff et al., 1992). When 
; pg of DNA were used, a reduction in Pax-QNR 
>romoter transactivation was found with ali the clones, 
:xcepted with the dCd mutant. Therefore, deJetions in 
he carboxyl-terminus do not increase the transcrip
ional capacities of the deleted myb-protein on the 
:>ax-QNR promoter region. 

To map the MRE in the Pax-QNR promoter 
esponsible for myb-induced transactivation, 5' and 3' 
leletion mutants of the promoter were tested for myb 
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Figure 2 Activation of the Pax-QNR promoter by c-myb and 
truncated c-m yb pro teins. QEC were transfected with 1 J.tg of pXA 
construct and 0.5 or 5 J.tg of retro viral constructions ex pressing 
myb pro teins. The pmi! plasmid containing the CA T gene un der 
the control of the minimal chicken e-mil promoter from 
nucleotides+ 1 to + 298 (Ansieau et al., 1993) was used as a 
control and was not expressed over the background leve!. On the 
left part of the Figure a schematic diagram of the proteins is 
presented. Three independent transfections perfonned with two 
distinct DNA preparations gave similar results 
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response by transient transfection assays in QEC. As 
shawn in Figure 3A, ali the deleted promoter 
constructs tested were responsive to c-myb, even when 
the promoter fragment tested was devoid of classical 
MRE (compare the response of pXA and pHD 
reporter constructs). However, when the Xbai-Saul 
fragment containing the MREI was inserted upstream 
the c-myb unresponsive e-mil minimal promoter 
(pXSa-mil, Figure 3B), this construct become CCC 
(Jane 8), but not CCC(dDBD) Jane 9, inducible. In 
contrast, a clone containing the Hincii-Scal fragment 
upstream the e-mil minimal promoter (pHcSca-mil) 
was found mostly unresponsive to either the CCC or 
the CCC(dDBD) expression vectors (lanes Il and 12). 
Therefore, at !east the Pax-QNR genomic fragment 
containing the MRE 1, was found able to confer the c
myb responsiveness to an unresponsive promoter. 

Transactivation of the Pax-QNR/pax-6 promoter 
sequences by the DNA-binding deleted c-myb mutant 
(CCC (dDBD), Figure 2) and the observation that a 
Pax-QNR promoter fragment devoid of classica1 MRE 
was myb-transactivated, prompted us to determine 
whether myb product was able to transactivate through 
a direct binding to the DNA. We therefore tested by 
transient transfection assays in QEC the transactivating 
properties of a chimeric protein (VVP protein) 
containing the DNA-binding domain of v-myb fused 
to the VP16 carboxy-terminal transactivation domain. 
This protein is fully active on the neuroretina cells 
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Figure 3 Analysis of Pax-QNR promoter deletion constructs for 
activation by c-m yb. (A) QEC were transfected with 1 J.tg of CAT 
constructs and 1 J.tg of pSG5c-myb DNA expression vector. On 
the left part of the Figure, a schematic diagram of the different 
deleted promo ter constructs is presented. (B) Activation of a myb
unresponsive e-mil promoter after fusion with parts of the Pax
QNR promoter sequences. The expression vectors used (CCC and 
CCC(dDBD)) are described in Figure 2. The CA T activity of the 
different constructs in the absence of exogenous transactivator 
was arbitrarily designated as l. Thin !ines indicate standard 
deviations calculated from at !east two transfections performed 
with two distinct DNA preparations 
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Figure 4 Activation of the Pax-QNR promoter by the VVP 
protein. (A) QEC were co-transfected with 1 jlg of Pax-QNR 
promoter CAT constructs following the nomenclature presented 
in the diagram of Figure 3 and 5 11g of vector control pneoMA V 
or, when indicated on the top of the Figure, retroviral 
constructions expressing the VVP protein. Pmi! and RSV CA T 
constructs were included as negative controls. (B) QEC were co
transfected with 1 Jlg of pXA construct and as indicated on the 
top of the Figure, 5 Jlg of retroviral constructions expressing 
GAL4VP16 or VVP proteins. DNA was kept constant at 5 Jlg by 
the addition of pneoMA V vector. (C) Competition of VVP 
induced activation by LX2 protein. 1 11g of pXA construct, 2 jlg of 
retroviral construction expressing VVP protein, and when 
indicated, 1 or 5 11g of LX2 encoding retroviral vector were co
transfected in QEC. Pmi! and RSV CA T constructs were included 
as negative controls 

(Garrido et al., 1992a) and when expressed from a 
provira1 vector, VVP stimulated high levels of 
transcription from a reporter plasmid containing 
MRE but not from a reporter plasmid without myb
binding sites (Grasser et al., 1992; Ibanez and Lipsick, 
1990). Figure 4A shows that transcriptional activation 
by VVP was found with ali Pax-QNR deletion 
constructs tested, even when no classical MRE were 
detected (see clone pHD) but no transactivation was 
obtained with the pmi! or RSV CAT constructs, 
containing two heterologous myb-unresponsive promo
ters (compare lanes 1 and 2 with lanes 9 and 10 or 11 
and 12). Transfection of an expression vector encoding 
a fusion protein containing the GAL4 DNA binding 

domain and the VP16 carboxyl-terminus transactiva
tion domain (GAL4VP16) was unable to transactivate 
the pXA reporter efficiently (Figure 4B, compare lanes 
2 and 4), while this vector is a strong transactivator of 
a reporter construct containing four GAL4 binding 
sites (data not shown). This indicates that the 
transcriptional activation of Pax-QNR promoter 
obtained with VVP is dependent on the presence of 
the myb-DNA binding domain. This conclusion is 
emphasized by the fact that co~transfection of the VVP 
vector with an expression vector (LX2) encoding the 
DNA-binding domain and devoid of transactivating 
activity, (Chen and Lipsick, 1993 and Figure 2) 
strongly reduced the VVP induced transactivation of 
pXA (Figure 4C, compare lanes 3 and 5). These results 
suggest that c-myb can transactivate the Pax-QNR 
promoter through direct binding on the DNA and that 
non consensus myb-binding sites must be present in the 
Pax-QNR/pax-6 promoter . 

Analysis of the DNA sequences in the Pax-QNR 
promoter interacting with the c-myb protein 

To map the sequences recognized by c-myb within the 
1.5 Kbp Xbai-Asp718 promoter fragment, DNase I 
footprinting experiments were performed on DNA 
fragments responsive to myb-induced transactivation 
(Figure 5) using the R2R3 myb-DNA binding 
polypeptide (Gabrielsen et al., 1991). Examination of 
the sequences protected (Table 1) revea1s a total of 22 
binding sites, 8 almost complete1y protected by 200 ng 
of peptide (high-affinity sites including ali three MRE 
consensus sequences) and 14 protected by 1000 ng of 
peptide (1ow affinity sites). As already found for other 
myb-responsive promoter regions (Sureau et al., 1992), 
the binding affinity of the MREs was not corre1ated 
with the length of the protected regions. Only 13 out of 
22 protected sites contain the AAC core motif 
sequence. However, ali the high-affinity sites contained 
this sequence (Table 1), and the low-affinity sites were, 
as expected, more divergent from the consensus 
(Weston, 1992) than the high-affinity sites. These 
results show that multiple binding sites for the c-myb 
protein are present within the Xbai-Asp718 fragment. 
The total number of myb-binding sites within this 
fragment is expected to be over 22, since the sequence 
between Saul (nucleotide -891) and Xhol (nucleotide 
- 522) was not investigated in footprint. Ten protected 
sites were found in the Hincii-Dral promoter fragment 
devoid of consensus MRE but still responsive to c-myb 
(construct pHD, Figure 3A and Figure 4A lanes 7 and 
8). 

As demonstrated for the human HSP70 promoter 
(Klempnauer et al., 1989), the Pax-QNR promoter can 
be transactivated by a myb protein devoid of DNA
binding domain (Figure 2, clone CCC (dDBD)). In the 
HSP70 promoter, this effect is mediated, in part, by the 
TATA-box, since the replacement of its TATA-box by 
the SV40 early promoter TATA-box abolished this 
myb-induction (Foos et al., 1993). As shown in Figure 
3B, the Pax-QNR promoter fragment upstream the 
Scal site, is unable to confer a myb DNA-binding 
independent transactivation response to an heterolo
gous promoter. Therefore, in order to define the role of 
the Pax-QNR/pax-6 TATA-box in the response to the 
myb protein devoid of DNA-binding domain, we 
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Figure 5 Footprinting analysis of the Pax-QNR promoter region. (A) Asymmetrically labelled probes were incubated without 
(lanes FREE) or with 200ng or 1 J.l.g of R2R3 myb DNA-binding polypeptide and then subjected to DNasei degradation. Sequence 
ladders (G,A + G) were obtained by the Maxam & Gilbert chemical cleavage of the same end-labelled DNA. Position and length of 
the protected regions are indicated by vertical boxes on the right of each autoradiogram. Hatched boxes represent high affinity 
protected sites. Restriction enzymes used to prepare the probes are indicated on the Figure. (B) Schema tic drawing of the Pax-QNR 
promoter and summary of footprinting analysis. Note that DNA located between endonuclease restriction sites Saur and Xhol 
(384bp) was not investigated in footprinting experiments 

replaced by site directed mutagenesis the PaxQNR/ 
pax-6 TATA-box (GATATTAAG) by the SV40 early 
promoter TATA-box (CTTATTTAT) (Figure 6A). Co
transfection experiments in QEC of myb expression 
vectors (CCC or CCC(dDBD) and wild type or mutant 
Pax-QNR promoter followed by the analysis of the 

transfected QEC RNA by RNAase protection assays 
show that the specifie RNA initiation (127 nt protected 
fragment, see Figure 6A) is increased by the CCC but 
not by the CCC (dDBD) expressing vector (compare 
Figure 6B, lanes 12 and 13). We tested the Pax-QNR/ 
pax-6 promoter activity by RNAase protection assays 
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Table 1 Comparison of c-Myb binding sites with the pax6( Pax-QNR) promoter 
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TAC~CCGTTTCCCGCAGCGGT~CCGGCCCCGCAGC 

ATCGCCGCAGTAAACAAGCGGTTCT 
TAGAGAATTAACGCT~CATTATTA 

GCGlGCCGCGGATCG 
GAAAGAGCAACTCCICGTCGC 
GTGCAACGCTCAACGGAGCAACACC 
TTCTCGCGCCCATCGCC~AAACACGGG 

CAATGGGGCGCAGAG 

3' 

ATCGCTTTGCAG 
GGCTCATCGGCAGCTCCGTTAACACCGAGT 
CAGCA~GCCGGTGAGGGGG 

TCTGTGGCCGTAC~TTCGTTACCC 

GAGÇGCCGGTCGTAG 
CGGGCACGGCTGCCACAGCCCTAAACGTGGGCCCGGGA 
GGGGTAG~GCCGTCGGGGA 

4GCCGGTCCGGGG 
GCCGTCAGlGCCGTCGGGGCGGGCGGCGGCCGGGCT 
TACTGTCCGCCGTGA 
AAGGGAAAGTT AGTGCA 
ATTTAAACTGTGTGGCAGGTTCCGGCGTAGG 

GCCGAGCGGAGCCGCCAGGTG 
CCGGACAGGTAACGGCCCCTCG 
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19 TAACIÎl'C (-21,-14) 

(+72,+79) * 21 CACCTOOC 

The nucleotide sequence of the consensus site is from Weston (1992). Numbers, base pairs defined from the Pax-QNR promoter sequence (Plaza 
et al., 1993) 

to avoid possible CAT activity background due to non 
specifie RNA initiations. Indeed, ali mutated constructs 
showed a protected fragment of 149 nt, in addition to 
the expected 127 nt protected fragment. The former 
protected fragment is most probably due to an 
additional RNA initiation site located 3 nucleotides 
downstream of the mutated TATA-box (this fragment 
is not observed with the wild type promoter, see lanes 
3,4 and 8 to 10). Lane 13 shows that the amount of the 
127 nt fragment is not increased in the CCC(dDBD) 
transfected cells when compared with the vector 
control cells RNA (Jane 11). This suggests that, as 
for HSP70 TATA-box, the transactivation of Pax
QNR/pax-6 promoter by myb in an indirect way may 
also requires a peculiar TATA-box, even if the HSP70 
and Pax-QNR/pax-6 TATA-boxes are not identical 
(TTATAAAA and ATATTAAO respectively). 

The p46Pax-QNR and p75c-myh do not cooperate in Pax-QNR 
promoter transactivation 

We were interested to know whether Pax-QNR/pax-6 
autoregulation (Plaza et al., 1993) can be modulated by 
c-myb, because of the close proximity of the different 
binding sites. To address this question we compared 
the promoter activity of the pXA construct co
transfected into QEC with pJ3Ql03 vector encoding 
the p46Pax-QNR alone or together with the CCC vector. 
The result of the CA T assay (Figure 7) showed that the 

CAT activity was only additive, showing no synergistic 
effect between p46Pax-QNR and p7SC-myb in the Pax-QNR 
promoter transcriptional activation (Figure 7, compare 
lanes 2 and 4). 

p75c-myb maintains Pax-QNR expression in CNR cells in 
vitro and c-myb is expressed in the developing 
neuroretina in vivo 

From previous experiments, it was not possible to 
demonstrate an increase in Pax-QNR mRNA after 
p7SC·myb expression, and 0418 selection, when com
pared to the unselected neuroretina expression leve! 
(Oarrido et al., 1992b). Therefore, by indirect 
immunofiuorescence we studied Pax-QNR expression 
in primary CNR cells, as weil as in CNR cells 
expressing the neoR gene alone, or in addition to the 
p75c-myb_ To detect the Pax-QNR products, we used two 
distinct rabbits serums prepared against the paired 
(serum 11) and carboxyl-terminus domains (serum 14) 
of the p46Pax-oNR (Carrière et al., 1993). Figure 8 
demonstrates that Pax-QNR found in the normal, 
unselected, neuroretina (A and B) is only barely 
detected in control cells expressing the neoR gene (C 
and D). In contrast, CCC expressing cells selected after 
0418 treatment shows 1abelled nuclei with the two 
serums (E and F). That the p75c-myb selects in an 
heterogeneous population Pax-QNR expressing cells is 
unlikely, because cells are selected by a 0418 
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Figure 6 Transactivation of Pax-QNR TATA-box substitution 
mutants by CCC or CCC(dDBD) expression vectors. (A) 
Nucleotide sequence comparison of the wild type and mutagen
ized promoter, as weil as the strategie used for the RNAase 
protection. (B) RNAase protection assays performed on RNA 
extracted from QEC co-transfected with 10 j.l.g of the construct 
pScA (containing the 214 bp Scal-Asp718 Pax-QNR promoter 
fragment) wild type (lanes 3 and 4) or mutant (lanes 1,2 and 5,6 
and 11 to 13) or pHA wild type (lanes 8 to 1 0) and 10 j.l.g of CCC 
or CCC(dDBD) expression vectors. Lane 7, QEC alone. Lanes 
control, pneoMA V vector. In the left panel, transfections were 
standardized by co-transfection of 1 J.l.g of pSVLuciferase plasmid. 
Total RNA were prepared 48 h after transfection and anaJysed by 
RNAase protection with an antisense 653nt Xhol-Asp718 
genomic fragment RNA probe described in Plaza et al., 1993. 
Arrow indicates the 108nt protected fragment obtained with RNA 
extracted from neuroretina (Jane 14); arrows indicate the 
protected fragment obtained with RNA extracted from trans
fected QEC. The 127nt band is the correctJy initiated transcript, 
15 nucleotides longer than in neuroretina RNA due to the 
presence of intronic sequence. The same initiation site is observed 
with pScA and pHA reporters. (Left panel, Juciferase activity 
measured on 1% of the cells was 15000,15560, J7J33, 20669, 
68 7 6 and 8648) 

treatment, and because the transfection effi.ciency 
between p7SC·myb and neoR encoding vectors is similar. 
These results suggest that the p7SC-myb is able to 
maintain (or induce) Pax-QNR expression in G418 
selected CNR cells. 

Next, we performed in situ hybridization in order to 
demonstrate a co-localization of Pax-QNR/pax-6 and 
endogenous c-myb expression in the neuroretina. We 
performed seriai sections of the retina hybridized with 
both probes, but since the Pax-QNR/pax-6 pattern of 
expression is well described, we essentially showed 
c-myb localization. C-myb is expressed in the undiffer-
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Figure 7 Activation of the Pax-QNR promo ter by p46Pax-QNR and 
p75c-myb is onJy additive. QEC were co-transfected with 4 j.l.g of 
pJ3!2 and 0.5 j.l.g of pneoMAV (control vectors Jane 1), 5 j.l.g Pax
QNR expression vector, pJ3!2 103 (Jane 2), 0.5 j.l.g of c-m yb encoding 
CCC (Jane 3) or both (Jane 4). The CAT activities were performed 
using equaJ amounts ofproteins. Total amount oftransfected DNA 
was kept constant by the addition of the vector control 
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Figure 8 Expression of Pax-QNR products by immunofluores
cence in primary, neoR and c-myb expressing CNR cells. 
SubcelluJar localization of Pax-QNR products was assayed by 
indirect immunofluorescence on fixed CNR cells with anti-Pax
QNR serums, serums 11 (recognizing the paired domain) and 14 
(recognizing the carboxyl-terminus of the protein). Anti-Pax
QNR immunoreactive proteins were detected with FITC-labelled 
goat anti-rabbit immunogJobuJin secondary reagent (A and B) 
normal primary CNR; (C and D) cells selected after geneticin 
treatment following the transfection of a control vector ex pressing 
the neoR gene alone; panels E and F, neomycine resistant cells 
selected after geneticin treatment following the transfection of a 
CCC vector expressing the p75c-myb 
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Figure 9 Detection of Pax-QNR and c-myb RNA by in situ hybridization in quai! and chicken. (A) Hybridization of ES chicken 
eye section with a 35S-labelled rn yb antisense probe. Arrow head, pigmented retina. Bars: 330 Jl.ffi. (B) Hybridization of ES chicken 
eye section with a 35S-labelled myb sense probe (control). (C) Hybridization of ES chicken eye section with a 35S-labelled Pax-QNR/ 
pax-6 antisense probe. Bars: 930 Jl.ffi. A, 8, C are stereomicroscope views. (D) Hybridization of ES chicken eye section with a 35S
labelled myb sense probe. No signal over the background is detected. Nuclei were Hoechst 33S8 labelled. (E) Hybridization of ES 
chicken eye section with a 35S-labelled rn yb antisense probe. Bars: 300 Jl.m. (F) Hybridization of E7 chicken eye section with a 35S
labelled rn yb antisense probe (G) Hybridization of E9 quai! eye section with a 35S-labelled m{.b antisense probe. Arrow indicates the 
ganglionic cell layer. Bars: 180 Jl.ffi. (H) Hybridization of El3 quai! eye section with a 3 S-labelled myb antisense probe. Bars: 
300 Jl.ffi. (1) Hybridization of El3 quai! eye section with a 35S-labelled Pax-QNR/pax-6 antisense probe 



entiated neuroretina at ES (compare A, antisense and 
B, sense probes). Figure 9 C demonstrates that Pax
QNR mRNA detected with the probe used in the 
Figure 6B (lane 14) and c-myb are simultaneously 
expressed in the neuroretina at ES. Later, when the 
different celllayers can be differentiated, c-myb appears 
also in Pax-QNR/pax-6 negative cells (compare G and 
H with I). These results show that the cells expressing 
Pax-QNR also express c-myb at !east in the undiffer
entiated neuroretina. 

Discussion 

As a first step toward elucidating the mechanisms 
involved in the control of the expression of the quai! 
Pax-6 (Pax-QNR) gene, we have isolated and 
characterized the promoter region initiating the 
synthesis of the MC29-QNR2 mRNA (Plaza et al., 
1993). The sequence of Pax-QNR promoter region 
contains severa! DNA binding sites for transcription 
factors, among which three canonical myb-responsive 
elements (MRE, PyAACGTG, Biedenkapp et al., 1988) 
-llOS/-1100; -472/-467 and +110/+115. The 
Pax-QNR promoter was able to drive the expression 
of the CA T gene in quai! Pax-QNR expressing (QNR) 
and Pax-QNR non-expressing (QEC) cells, and can be 
transactivated by the p46P•x-QNR product in vitro. Pax
QNR/pax-6 products are expected to be involved both 
in proliferation and differentiation processes. During 
eye formation, this gene is expressed in the optic eup, 
lens, overlaying epithelium prior to morphological 
differentiation and later in the neuronal layers of the 
retina. Three periods in the neuroretina development 
are defined: (1) cell division from E2 to ES; (2) cell 
migration and lamination of cell strata from ES to EIO, 
and (3) terminal differentiation from E10 to hatching. 
Pax-QNR/pax-6 can be involved in ali of these events, 
and the amount of Pax-QNRjpax-6 mRNA increased 
by a factor 3 between ES and ES (Martin et al., 1992). 
Implication of Pax-QNR/pax-6 in cellular proliferation 
is expected, since this gene is able to transform 
immortalized murine cells when over-expressed (Maul
becker and Gruss, 1993). The c-myb protein is a 
transcriptional activator that is predominantly ex
pressed in hemopoietic cells and can cause leukemia 
in its virally-activated form (Lüscher and Eisenman, 
1990; Graf, 1992). The c-myb protein also plays a role 
outside the hemopoietic system, since c-myb decreases 
dramatically upon differentiation of neuroblastoma 
cells (Thiele et al., 1988) and antisense myb-oligo
nucleotides inhibit smooth muscle cells proliferation 
(Simons, et al., 1992). We found by in situ hybridiza
tion that c-myb is expressed in the developing 
neuroretina, specially when the neuroretina cells are 
prolifera ting. 

To test the possible involvement of c-myb in Pax
QNR/pax-6 regulation, we co-transfected c-myb 
expression vectors (we used two different expression 
vectors with similar results) with Pax-QNR-CAT 
reporter DNA. C-myb is able to efficiently transacti
vate the Pax-QNRjpax-6 promoter. Based on the 
evolutionary conservation of specifie residues within 
the myb repeats, an arrangement of 3 a-helices in each 
repeat is suggested to be homologous to that seen in 
homeodomains (Frampton et al., 1991; Gabrielsen et 
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al., 1991). Despite these similarities, transactivation of 
Pax-QNR/pax-6 promoter by p46Pax-QNR (which contain 
a DNA-binding homeodomain) and p7SC·myb is only 
additive. 

Two features should be noted: 
-First, we found by footprinting experiments that the 

number of myb binding sites in the promoter region is 
much higher than 3: At !east 22 R2R3 binding sites 
were identified in the l.S Kbp Xbai-Asp718 genomic 
fragment. Numerous myb binding sites were often 
observed in myb responsive promoters. For the mye 
gene (Nakagoshi et al., 1992), IS sites were identified in 
a 862 bp promoter region, and for the PR264 gene, 11 
MREs were located in a 1.1 Kbp region (Sureau et al., 
1992). Sorne MREs observed were far from the 
canonical myb-binding site described (Weston, 1992). 
It is difficult to know if these sequences are in vitro 
relaxed-binding sites, or represent functional c-myb 
binding sites. Using 100 flg of cell nuclear extracts 
from ES QNR and the 494bp Xbai-Saul fragment as a 
probe, we were able to protect MREs 3,S,6,7,8 and 9, 
but not the MRE4 (data not shown). This suggest that 
high- and low-affinity myb-binding sites can be 
occupied with only limited protein amount synthezized 
in vivo. By western blot experiments, we were able to 
demonstrate p7Sc-myb in E5 QNR cells (data not shown). 
In addition, c-myb is able to transactivate through 
sequences devoid of any canonical MREs (Nakano and 
Graf, 1992). However, we found that MREs 1 to 9, but 
not MREs 11 to 17 were able to confer the myb
responsiveness to an heterologous promoter. This 
indicate that ali MREs do not allow myb transactiva
tion with a similar efficiency. 

-Second, the myb protein can transactivate the Pax
QNR/pax-6 promoter without DNA-binding domain. 
This has been previously observed for the HSP70 
promoter (Klempnauer et al., 1989). Mutational 
analysis of the HSP70 promoter showed that myb
inducibility was dependent on the presence of a 
particular TATA box (Foos et al., 1993). Replacement 
in the pScA or pRA reporter constructs of the Pax
QNR/pax-6 TATA box by the unresponsive SV40E 
TATA box (Foos et al., 1993) still allows transactiva
tion by the complete c-myb but no longer by the DNA
binding deleted protein. Other transcription factors, 
like the homeodomain-containing fus hi tarazu, are also 
able to co-transactivate without DNA-binding domain 
(Ananthan et al., 1993) and the estrogen receptor 
devoid of DNA binding domain is functional in the 
ovalbumin gene co-activation with c-fos and c-jun 
(Gaub et al., 1990). 

That DNA-binding dependent transactivation is also 
operative is suggested by the use of the VVP protein 
(myb DNA-binding domain fused to the VP16 acidic 
transactivation domain). Since the LX2 construct 
devoid of transactivating domain (Chen and Lipsick, 
1993) but encoding the myb-DNA binding domain, is 
able to compete the VVP induced transactivation 
suggests that binding of the transactivating protein 
on myb binding sites allows transactivation. However, 
we could not rule out the possibility that the myb
DNA binding domain binds to another protein which 
itself binds directly the DNA. We do not favor this 
hypothesis because the R2R3 DNA-binding peptide is 
able to footprint the Pax-QNR/pax-6 promoter DNA 
with high affinity, at !east for sorne sites. Anyway, both 
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DNA-binding dependent and independent mechanisms 
are expected to take place in Pax-QNRjpax-6 
promoter transactivation by myb. 

An important question is to know whether or not 
Pax-QNRjpax-6 is regulated in vivo by c-myb (or 
myb-related genes, since we know that the myb 
family contains at !east three members). No obvious 
abnormalities in the tissues where pax-6 is expressed 
(i.e. neural tube, brain, eye, pancreas) have been 
reported in mice bearing a homozygous disruption of 
c-myb (Mucenski et al., 1991). However, since these 
embryos died very early, it is not known if these 
tissues would have differentiated normally. In 
addition, we were unable to demonstrate Pax-QNR/ 
pax-6 RNA increase in QEC culture following c-myb 
expression (data not shown). In CCC infected CNR 
cells, after neomycine selection, Pax-QNR/pax-6 
expression is found in almost ali the cells, whereas 
only few positive cells can be identified in control 
cells expressing only the neo gene, suggesting that c
myb plays a role in the maintenance of Pax-QNR/ 
pax-6 expression. Also, c-myb is found in vivo in 
proliferating neuroretinal cells expressing pax-6. Two 
observations may explain why endogenous Pax-QNR/ 
pax-6 expression does not follow c-myb expression in 
vitro: 

First, in transient transfection experiments in QEC, 
an increase in c-myb vector results in a decrease in 
Pax-QNRjpax-6 promoter transactivation. This could 
be explained both by the negative autoregulation of 
c-myb activity by homodimer formation through the 
leucine zipper (Nomura et al., 1993), or by the 
negative regulatory carboxy-terminal elements (Du
bendorff et al., 1992) and may impair detection of 
the endogenous Pax-QNRjpax-6 activation. However, 
in QNR cells the negative regulation of c-myb 
activity is not observed. In fact, this Jack of 
regulation may explain why in the neuroretina, c
myb is biologically active (Garrido et al., 1992b ). In 
this respect, it is interesting to note that a 
simultaneous deletion of the c-myb amino and 
carboxyl terminus (protein encoded by the dCd 
vector) resulted in a protein still active at high leve! 
in QEC. Since a myb protein only deleted from the 
carboxyl terminus (protein encoded by the CCd 
vector), remain negatively regulated at high leve! on 
QEC, this suggest that a regulator present in QEC in 
limited amount and subject to a squelching effect 
with high amount of c-myb, contact the c-myb amino 
terminus and supress the negative effect of the 
carboxyl terminus. In fact, truncation of the first 
DNA-binding repeat of c-myb is sufficient to confer a 
transforming potential to the shortened protein (Dini 
& Lipsick, 1993) suggesting a regulatory function for 
this part of the protein. 

Second, activation of the first known cellular target 
gene directly regulated by c-myb, mim-I, requires the 
presence of another factor NF-M (or CjEBP) in order 
to induces mim-I in heterologous cells (Ness et al., 
1993; Burk et al., 1993). Such factors, yet unknown, 
may also be required in order to see increased Pax
QNRjpax-6 expression. 

Finally, these results question about the hemo
poietic restriction of c-myb functions. The role of 
this transcription factor is clearly broader than 
previously expected (Thiele et al., 1988; Garrido et 

al., 1992b; Simons et al., 1992). The expression of 
c-myb during the neuroretina development and its 
effect on Pax-QNRjpax-6 expression may be critical 
for the regulation of this gene, and more generally 
for the central nervous system development. 

Materials and methods 

Cel! culture and transfection 

Quai! neuroretina (QNR) or chicken neuroretina (CNR) 
cells, prepared from 7-day-old embryos, and quai! embryo 
cells (QEC) were seeded at 5 x 105 cells per 60 mm dish in 
DMEM 10% FCS, 24 h prior transfection. Transfections 
were performed by the calcium phosphate method. For the 
experiments with the vector expressing the c-myb or Pax
QNR proteins, cells were co-transfected with 1 J.lg of the 
CAT construct and increasing amounts (1 J.lg or 5 J.lg 
usually) of expression vector. The total amount of 
transfected DNA was kept constant by the addition of 
empty vector DNA: pJ3Q for Pax-QNR, pSG5 or NCla for 
c-myb, c-myb and myb mutants expression vectors were 
described in Dubendorff et al., 1992. For stable transfec
tion experiments, transfected cells selected in medium 
con taining geneticin ( 400 p.g ml- 1

) were passaged twice on 
gelatin-coated dishes before testing. 

Immunofluorescence study Normal or transfected cells 
cultured on collagen-coated 12 mm microscope cover slips 
were fixed for 20 min with 3.7% paraformaldehyde in PBS. 
Cells were treated as previously published with sera Il and 14 
(Carrière et al., 1993). 

Construction of CAT reporter plasmids The Pax-QNR 
promoter construct pXA contains the 1.5 Kbp Xbai
Asp718 genomic fragment cloned upstream the CAT gene 
of pBLCAT5 vector (Plaza et al., 1993). To obtain the 5' 
deleted CAT constructs, pSA and pHA, the l.IKbp Saci
Asp718, and 594 bp Hincii-Asp718 fragment were blunt
ended and cloned into the blunt-ended Xbai site of 
pBLCA T5. To ob tain the 3' deleted CA T construct, pXD 
the 1.4Kbp Xbai-Dral was blunt-ended and cloned into the 
blunt-ended Xbal site of pBLCAT5. To obtain the 5' and 3' 
deleted CAT constructs pSD and pHD, the l.OKbp Saci
Dral and 494 bp Hincii-Drai fragments respectively were 
blunt-ended and cloned into the blunt-ended Xbai site of 
pBLCAT5. To obtain the pXSa-mil CAT construct, the 
minimal chic ken e-mil promo ter from nucleotides+ l to 
+ 298 (Ansieau et al., 1993) was inserted after appropria te 
treatments into the pXA vector, in order to replace in the 
pXA the Pax-QNR promoter sequence from Saul to the 
BamHI site in the polylinker sequence just upstream the CA T 
gene. Similarly, to obtain the pHcSca-mil CAT construct, the 
minimal chicken e-mil promoter was inserted after appro
priate treatments into the pHA vector, in order to replace in 
this construct, the Pax-QNR promoter sequence from Scai to 
the BamHI site in the polylinker sequence, just upstream the 
CA T gene. The pRSVCA T plasmid con tains the CA T gene 
under the control of the Rous sarcoma virus long-terminal 
repeat (RSV-LTR). The pmi! plasmid contains the CAT gene 
under the control of the minimal chicken e-mil promoter 
from nucleotides+ 1 to + 298 (Ansieau et al., 1993). 

CAT assays, luciferase assays and RN Aase protection CAT 
assays were performed as described in Plaza et al., 1993, on 
cell extracts using equal amounts of total proteins, which 
were determined by the Bradford method (Bio-Rad). CAT 
assays were quantified with a Packard Instant Imager. 

RNAase protection was performed as previously pub
lished (Plaza et al., 1993) with the RNA probe prepared 



from the 653 bp Xhol-Asp718 genomic fragment cloned in 
pGEM3. In sorne experiments, 1 J.lg of pSVIuc plasmid 
DNA was co-transfected with CCC(dDBD) clone and Pax
QNR/pax-6 promo ter-CA T. Luciferase activity assay was 
performed as described in Crépieux et al., 1993 on 1% of 
the cells and RNAase protection performed on the 
remaining lysate. 

In vitro mutagenesis and DNA sequencing The mutagenesis 
of Pax-QNR TATA box conducted in arder to transform 
the Pax-QNR TATA box (GATATTAAG) into the SV40E 
TATA box, (CTTATTTAT) have been made on the Hincii
Asp718 fragment inserted in the Ml3 mpl9 vector. The 
single stranded directed mutagenesis was conducted with an 
Amersham oligonucleotide-directed in vitro mutagenesis 
system, using a mutated oligonucleotide complementary to 
the Pax-QNR sequence located between nucleotides -37 to 
-10 (Plaza et al., 1993). Oligonucleotide used is as follow: 
5'GCACTAACTTTCCATAAATAAGCACGCC3'. In bold 
letters are the mutated nucleotides. Nucleotide sequence of 
the mutated clones was determined by the dideoxynucleotide 
chain-termination method using a 35S sequencing kit 
(Pharmacia). 

DNAasel footprinting The DNA probes used were the 494 
bp Xbal-Saul, the 594 bp Hincii-Asp718, the 439 bp Xhoi
Scal included in the former fragment and the 214 bp Scal
Asp 178 fragments, [32P] dCTP and dA TP la be led with the 
Klenow fragment of DNA polymerase I (Boehringer). 
Binding reactions were performed using 5 ng of end-labeled 
DNA, variable amount of R2R3 peptide (200 ng to 1 J.lg) in 
30 f.ll of 20% Glycerol, 60 mM Kcl, 20 mM Hepes pH 7.9, 
0.25 mM EDTA, 0.12 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 
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5 mM MgCI2, 2.5 mM CaCI2 with 1 J.lg of poly dl-dC. 
Binding was performed 1 h at 4"C and digested for 30 s at 
20°C by 20 ng of DNAasei. Reaction was then stopped by 
30 f.ll of 50 mM EDT A and 0.5 mg ml- 1 of proteinase K, 
phenol extracted, and EtOH precipitated. The recovered 
DNA was then loaded on a 6% sequencing gel. 

In situ hybridization RNA probes were prepared from the 
653 bp Xhol-Asp718 genomic fragment cloned in pGEM3 
(Piaza et al., 1993). This clone was used to prepare high 
specifie activity 35S-labeled RNA sense and antisense Pax
QNR probes. Chicken c-myb probe was prepared from the 
CCC vector. The 2.0 Kbp Cial fragment containing the 
coding sequence was inserted in the pGEM3 vector. Sense 
and antisense probes were processed and used as described 
in Quéva et al., 1992. 
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Identification et caractérisation d'un activateur du gène Pax-QNR, spécifique de la 

neurorétine. 

Dans un deuxième temps, nous avons cherché à définir les mécanismes gouvernant la 

spécificité tissulaire de l'expression du gène Pax-QNR. Des expériences de "run on/off' réalisées 

avec de la neurorétine embryonnaire de 7 jours, des QEC et des cellules de rétine pigmentaire 

(RPE, qui n'expriment pas les ARNm initiés au promoteur PO) nous révèlent que le taux de 

transcription du promoteur PO est beaucoup plus élevé dans la neurorétine que dans les QEC ou 

la rétine pigmentaire (Figure 1). Ceci signifie qu'un contrôle transcriptionnel du gène Pax-QNR 

est en partie responsable de la différence d'expression observée entre la neurorétine (Pax-QNR 

exprimé) et le fibroblaste (Pax-QNR non exprimé). Nous avons donc entrepris d'isoler les 

séquences génomiques responsables de la restriction de l'expression du gène Pax-QNR. La 

construction d'un minigène (grand fragment d'ADN génomique cloné en amont du gène 

rapporteur CAn ainsi que des délétants successifs de ce minigène, et la mesure de l'activité 

CAT des différentes constructions obtenues après transfections transitoires dans des QNR 

prélevées à 7 jours de développement embryonnaire (E7) ont abouti à l'identification d'une 

région activatrice située à 7.5 Kbp en aval du promoteur PO (Figure 2A). L'insertion de cette 

région, appelée activateur a, en aval du gène CAT dans des constructions où ce gène rapporteur 

est sous la direction des promoteurs PO ou TK (thymidine kinase), et la transfection transitoire 

des constructions résultantes dans des QNR E7, des QEC et des RPE, montrent que l'activateur 

a est spécifique de la neurorétine et active aussi bien le promoteur PO que le promoteur TK 

(thymidine kinase) (Figure 2B). L'activateur a est localisé dans un fragment génomique de 210 

paires de base (Figure 2C). 

La fonction de l'activateur a est régulée au cours du développement puisqu'il est actif sur 

le promoteur PO dans des QNR E7 alors qu'il est peu actif dans des QNR ES (Figure 3B). Ces 

résultats sont en corrélation avec l'expression des ARNm initiés au promoteur PO dans la 

neurorétine in vivo : l'expression de ces ARNm, étudiée par des expériences de protection à la 

RNase, est très faible à E5 et augmente progressivement pour atteindre un plateau à E8 (Figure 

3A). 
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Nous avons ensuite poursuivi la caractérisation structurale et fonctionnelle de l'activateur 

a.. Des expériences de protection à la DNase 1 réalisées avec des extraits nucléaires de 

neurorétine, de rétine pigmentaire et de QEC révèlent quatre sites de protection spécifiques de la 

neurorétine (DFl, DF2, DF3 et DF4) (Figure 4). La délétion de l'un ou l'autre des sites DF au 

sein de la séquence a réduit son activité ce qui suggère que chacun des sites coopère à l'activité 

de la séquence a (Figure 6 A). Des expériences de retard de migration électrophorétique sur gel 

effectuées avec des oligonucléotides correspondant à chacun des sites DF montrent que des 

facteurs protéiques spécifiques de la neurorétine se fixent sur ces sites (Figure 7 A). La 

détermination du poids moléculaire de ces facteurs par des expériences de "Southwestem", ainsi 

que des expériences de compétition croisées réalisées à l'aide d'expériences de retard sur gel 

avec les oligonucléotides DF révèlent que des facteurs apparentés fixent chacun des sites 

protégées (Figures 7B et 8). Par exemple, la formation du complexe retardé ADN-protéines 

formé sur le site DF2 est inhibé par l'ajout d'un excès molaire de chacun des quatre 

oligonucléotides DF non marqués dans le milieu réactionnel (voir figure 8B). 

Les données indiquant que l'activateur est constitué d'une multimérisation de sites fixant 

les mêmes protéines sont confirmées par le fait que la concatémérisation de l'un des sites (DF4) 

est suffisante pour restituer l'activité de la séquence a (Figure 6B). 

Enfin l'activateur a est conservé phylogénétiquement chez la souris (séquence et fonction, 

Figure 10), suggérant un rôle fonctionnel maintenu au cours de l'évolution. 
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Using nuclear run-on assays, we showed that the tissue-specifie expression of quail Pax-6 (Pax-QNR) 
PO-initiated mRNAs is due in part to regulation of the gene at the transcriptional level. Regula tory sequences 
governing neuroretina-specific expression of the PO-initiated mRNAs were investigated. By using reporter
based expression assays, we characterized a region within the Pax-QNR gene, located 7.5 kbp downstream from 
the PO promoter, that fonctions as an enhancer in neuroretina cells but not in nonexpressing PO-initiated 
mRNA cells (quail embryo cells and quail retinal pigment epithelial cells). This enhancer element functioned 
in a position- and orientation-independent manner both on the Pax-QNR PO promoter and the heterologous 
thymidine kinase promoter. Moreover, this enhancer element exhibited a developmental stage-specifie activity 
during embryonic neuroretina development: in contrast to activity at day E7, the enhancer activity was very 
weak at day ES. This paralleled the levet of expression of PO-initiated mRNAs observed at the same stages. 
Using footprinting, gel retardation, and Southwestern (DNA-protein) analysis, we demonstrated the existence 
of four neuroretina-specific nuclear protein-binding sites, involving multiple unknown factors. In addition we 
showed that the quail enhancer element is structurally and functionally conserved in mi ce. Ail of these results 
strongly suggest that this enhancer element may contribute to the neuroretina-specific transcriptional regu
lation of the Pax-6 gene in vivo. 

A large number of vertebrate developmental control genes 
have been identified by their homology to Drosophila genes 
that regulate pattern formation and contain conserved DNA 
binding domains, like the homeobox or the paired box (for a 
review, see reference 14). The Pax family, identified in the 
vertebrate genome by their homology to the paired box se
quences of the Drosophila segmentation gene paired, consists 
of nine unlinked genes (36, 44) highly conserved during evo
lution, in various distantly related species such as nematodes, 
zebra fish, Drosophila species, mice, humans, quails, and chick
ens (25, 27, 33; for a review, see reference 8). The paired box 
is present al one (in the genes Pax-1, Pax-2, Pax-5. and Pax-8) or 
together with the homeobox domain (Pax-3, PCL-c-4. Pax-6, and 
Pax-7) (for a review, see reference 41). The predicted struc
ture, nuclear localization, and in vitro binding strongly indicate 
that Pax proteins are transcriptional activators, and this has 
been directly demonstrated for the Pax-1 (7), Pax-2 (16), Pax-5 
(1), Pax-6 (31), and Pax-8 (46) proteins. 

The Pax genes are expressed in a spatially and temporally 
restricted pattern during embryonic development (for a review, 
see reference 41 ), indicating th at these genes may be involved 
in the control of morphogenesis and pattern formation. In
deed, the importance of these genes in development is dem
onstrated by the developmental alterations in mice associated 
with mutations in the Pax genes (for a review, see reference 
41). Mutations in the Pax-6 gene have been associated with the 
mouse mutation small eye (21), and the corresponding human 
gene (AN) has been found deleted or mutated in many cases of 
the human disorder aniridia (17; for a review, see reference 
38). Moreover, this gene is the homolog of the eyeless gene of 
Drosophila species, which is also involved in eye morphogen-

* Corresponding author. Mailing address: Laboratoire de différen
tiation cellulaire et moléculaire, CNRS EP 56, Institut Pasteur. 1 rue 
Calmette, 59019 Lille Cedex, France. Phone: 33 20 87 77 86. Fax: 33 20 
87 79 08. 

esis (33). The Pax-6 gene is expressed in the developing central 
nervous system, the optic eup, the lens, and the overlying 
epithelium prior to morphological differentiation, and later in 
the neuronal layer of the retina (25, 27, 43). Ali of this strongly 
suggests that Pax-6 may be involved in the regulation of sorne 
of the inductive events that occur during the formation of the 
eye. In addition, Pax-6 is also expressed in the endocrine pan
creas, where the cells have sorne traits in common with neu
rons, despite the ir distinct embryological origin ( 42). Th us, the 
restricted expression of this gene suggests transcriptional reg
ulation of expression, with sequence-specifie DNA-binding 
proteins interacting with tissue-specifie enhancer and pro
mater elements. However, the cis-acting elements and trans
acting factors for directing the tissue-specifie expression of the 
Pax-6 gene have not yet been identified. 

Our research focuses on the regulatory elements involved in 
the tissue-specifie expression of the quai! Pax-6 gene (termed 
Pax-QNR). This gene expresses at !east two mRNAs, named 
MC29-QNR2 and Bl, differing by their 5' untranslated region 
and resulting from alternative splicing ( 13). We have recently 
characterized the promoter region initiating the MC29-QNR2 
mRNA (termed PO), and we have shawn that the promoter 
sequences located between positions -1386 and + 127 (with 
respect to the transcription start site) function in Pax-QNR
expressing cells (quai! neuroretina cells [QNR]) and Pax-QNR
nonexpressing cells (quai! embryo cells [QEC]) (31). This find
ing suggested that tissue-specifie expression of Pax-QNR 
requires additional upstream or downstream unidentified se
quences oris the result of posttranscriptional regulation, as for 
the N-myc gene (2). 

In this report, we show that neuroretina-specific expression 
of PO-initiated mRNAs is, in part, the result of transcriptional 
control. We have analvzed further the molecular mechanisms 
responsible for this néuroretina-specific regulation. We have 
identified a neuroretina-specific 3' enhancer in the quai! Pax-6 
gene, located 7.5 kbp downstream from the PO promoter. In 
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constructs containing this promoter, the 3' enhancer functions 
in a cell type-specifie manner, increasing the activity of the 
reporter gene from the PO or the minimal thymidine kinase 
(TK) promoter in QNR, but not in cells in which the PO
initiated mRNAs are not detected. We have shown that this 
neuroretina-specific enhancer functions in a developmental 
stage-dependent manner, and we have demonstrated the exis
tence of nuclear proteins in neuroretina cells that can interact 
specifically with this enhancer region. In addition, this en
hancer is also structurally and functionally conserved in the 
mouse Pax-6 gene, strongly suggesting that this regulatory el
ement plays an important role in Pax-6 gene expression in the 
neuroretina. 

MATERIALS AND METHODS 

Oligonucleotides. The following set of synthetic oligonucleotides was used (ail 
.sequences are written 5' to 3'): IF. gatcCTATITGTCGTGACGATGCAATIT 
TCA; IR. gatcTGAAAATTGCATCGTCACGACAAATAG: 2F, gatcCTGTC 
ATAAAGTGACA; 2R, gatcTGTCACTTTATGACAG: 3F, gatcCTGATCTIT 
TCAA TT AGCCTTCCA; 3R, gatcTGGAAGGCT AA TTGAAAAGA TCAG: 
4F, GATCCGGGGCGACTTCCGCCTATITCCAGAAATTAAGCTCAAAC 
TTGACGTGCAGCTA; 4R, gatCTAGCTGCACGTCAAGTTTGAGCTTAA 
TTTCTGGAAATAGGCGGAAGTCGCCCCG;5R,CTAGCTGCACGTCAA 
GTITGAGC; 3XlF, CTATITGTCGTGACGATGCAATTTTCCTATTTGT 
CGTGACGATGCAATTTTCCTATTTGTCGTGACGATGCAATTTTCGAG 
CT: 3XIR, CGAAAATTGCATCGTCACGACAAATAGGAAAATTGCATC 
GTCACGACAAA T AGGAAAA TTGCATCGTCACGACAAA TAG: and Sp 1 
(containing a consensus site for the transcription factor Spl, shown in boldface 
type), GATCGATCGGGGCGGGGCGATC. The underlined sequences are 5' 
overhanging ends compatible with BamHl or Bglll restriction sites. 

Construction of CAT reporter plasmids. Plasmids pHP and pHE were con
structed by cloning the 9.5-kbp Hindlii-partial Pstl and 9-kbp Hindiii-partial 
EcoRV Pax-QNR genomic fragments, respectively. into the Hindlll-Pstl and 
Hindiii-blunt-ended Xbal sites of the promoterless vectors pBLCAT6 (de
scribed in reference 5) and pBLCA T5 ( described in reference 37). Construct 
pPOCAT was obtained by cloning the l.S-kbp Hindill-BamHl Pax-Qlv'R pro
mater fragment, excised from the pXA promoter construct ( described in refer
ence 31), into the Hindiil-BamHl sites of pBLCAT6. pTKCAT corresponds to 
the pBLCAT5 vector described in reference 5, which contains the chloramphen
icol acetyltransferase (CAT) gene under the control of the TK promoter. 
pPOCAT EPand pTKCAT EP were constructed by cloning the ~60-bp EcoRV
blunt-ended Pstl fragment, in its normal genomic orientation, downstream of the 
CAT gene, into the Smal sites of pPOCAT and pTKCAT, respectively. Con
structs pTKCAT ED and pTKCAT DP were obtained by blunt-end cloning of 
the 210-bp EcoRV-Dral fragment (corresponding to the 5' part of the 460-bp 
EcoRV-Pstl fragment) and the 250-bp Dral-Pstl fragment (corresponding to the 
3' part of the 460-bp EcoRV-Pstl fragment) 3' to the CAT gene, respectivcly. 
into the Smal site ofpTKCAT. Construct pTKCAT P, which con tains the mouse 
Pax-6 enhancer element, was obtained by cloning the blunt-ended l-kbp Pstl 
mouse genomic fragment into the Smal site ofpTKCAT. DF dektion CDnstructs 
of the 210-bp EcoRV-Dral fragment were created by PCR amplification with the 
oligonucleotide primers listed above. The individua\ amplified fragmènts were 
inserted into the Smal site of pTKCA T. The resu\ting plasmids are the following: 
pTKCAT 1234, a 163-bp fragment containing sites DFl to DF4 (42 to 204 in Fig. 
5; oligonucleotides IF and SR); pTKCAT 234. a 125-bp fragment containing sites 
DF2 to DF4 (80 to 204 in Fig. S; oligonucleotides 2F and SR); pTKCAT 3-l. an 
~8-bp fragment containing sites DF3 and DF4 ( 117 to 204 in Fig. 5; oligonucle
otides 3F and SR); pTKCAT 123, a 99-bp fragment containing sites DFI to DF3 
(42 to l-lO in Fig. 5; oligonucleotides IF and 3R); and pTKCAT 12. a 5-l-hp 
fragment containing sites DF\ and DF2 (42 to 95 in Fig. 5; oligonucleotides IF 
and 2R). To obtain the constructs containing the individual DF cloned in one or 
multiple copies, the complementary oligonucleotides listed above were anntakd. 
concatemerized. blunt ended, and inserted 3' to the CAT gene into the blunt
ended Kpn I site of the pTKCA T vector. The resulting plasmids are the following: 
pTKCAT 1. one copy of the 27-bp DFI fragment (42 to 68 in Fig. 5: oligonu
cleotides IF and lR); pTKCAT (DF2)4, four copies of the !6-bp DF2 fragment 
(~0 to 9S in Fig. S: oligonucleotides 2F and 2R); pTKCAT (DF3)4, four copies 
of the 2~-bp DF3 fragment ( 117 to 140 in Fig. 5; oligonucleotides 3F and 3R): 
pTKCAT ~. pTKCAT (DF4)2. and pTKCAT (DF4)3, one, two. or three copies 
of the 58-hp DF4 fragment ( 146 to 204 in Fig. 5: oligonucleotides 4F and ~R). 
pTKCAT (DFl )3 con tains three copies of the 26-bp DFl fragment ( 42 to67) and 
was constructed by annealing oligonucleotides 3XIF and 3XlR and cloning them 
into the Smai-Sacl sites of pTKCAT. Al\ constructs involving PCR and the 
cloning of synthe tic oligonucleotides were verified by double-stranded dideoxynuc\eo
tide sequencing. 

Cell culture and transfection. QNR, prepared from S- or 7-day-o\d embryos, 
wcre seeded at one neurorctina per 35-mm dish in Dulbecco moJifieJ Eagle 

medium-JO% Ida\ calf serum, 24 h prior to transfection. Retinal pigment epi
thelial cells (RPE). prcpared from 7-day-old quai\ emhryos, and QEC wcrc 
seeded at 1.5 X 1115 ce\ls per 35-mm-diametcr dish in the same conditions. 
Transfections wcre pcrformcd by the calcium phosphate method. Cells wcrc 
transfected with Ill 1-'-g of CAT constructs. Each experiment was performed in 
duplicate with two ditfcrent DNA preparations, without or with 05 1-'-g of plasmid 
SV-Luc, as an internai control of transfection eltlcîency. As tran~fcction ttftcien
cies wt:re very ~imilar for aU constructs. the results ohtained with or ,~,.·ithout the 
internai control were identical. 

Luciferase and CAT assays. ;\\kr transfcction (-18 h). the cells wc re haf\cstcd 
and lysed in the reporter lysis hulfcr (Promega). One-tènth of the '"tract'"" 
testcd for luciferase activity as descrihcd hy Crepieux et al. (Il). CAT aS>avs wc re 
performcd on the rcmaining cel\ cxtracts as descrihed by Gorman ct al. ( 19). 

R:'iase protection analysis. Total RNA was cxtracted from quai! embrvonic 
ncuroretina at day 5 to day \4 of ùevelopment hy the RN;\zol mcthod (9). A 
653-bp Xlwl-Asp71K ge no mie fragment cncompassing cxon 0 and cloncd into the 
pG EM3 vcctor ( describcd in reference 31) was uscd to synthesize the antiscnse 
RNA probe. with T7 polymerase in the presence of [a-'2PJCTP un der conditions 
provided by the rihoprobe system (Promega). RNase protections were per
formed with 20 1-'-g of RNA as describcd previously ( 12), and the protected 
fragments were scparated on a 6°1< sequencing gel. Whcn the glycera\dehvdc-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) RNA probe was used, RNase protections 
were performed with 2 1-'-g of RNA supplemented to 20 1-'-g with yeast tRNA. 

Nuclear run-on experiments. Nuclei were prepared from embryonic day 7 
(E7) QNR or RPE and 10-day-old QEC as described by Schibler et al. (34). 
except that 0.33'/é (vol/vol) Nonidet P-40 was added to the lysis butTer. The in 
vitro elongation reaction and labeled RNA extraction were performed as dc
scribed by Spegelaere et al. (35), except that the nuc\ei were \abeled for 30 min 
at 30'C. Labeled RNA (Hf cpm) from E7 QNR. QEC. or RPE nuc\ei was 
hybridized at 42°C for 48 h to prchybridized nitrocellulose filters containing 5 1-'-g 
of test or control denatured plasmid in a solution of 50% formamide. 3X SSC 
(lX SSC is 0.15 M NaCI and 0.015 M sodium citrate), 20 mM NaP0 4 (pH 6.5). 
lX Denhardt's solution. and 100 1-'-g of Escherichia coli tRNA per ml. After 
hybridization, the filters were washed for 10 min at 50°C in 0.1 X SSC, then in 0.3 
M Na CI containing 10 f.Lg of RNase A per ml, and again in 0.1 x SSC, dried. and 
autoradiographed. The blats were quantified after exposure of the filters to a 
Phosphorlmager screen. Three plasmids were used: the vector pGEM3: pExon O. 
containing the 6S3-bp Xhol-A.1p718 genomic fragment encompassing exon 0 
cloned into the pGEM3 vector; and pGAPDH, containing a 450-bp fragment of 
the quai\ GAPDH eDNA that we isolated from a lS-day-old quai\ spinal cord 
eDNA library (kindly supplied by C. Dulac). 

Nuclear protein preparation. Nuclei were prepared as described above, and 
nuclear extracts were prepared according to La very and Schibler (23) except that 
thcse were dialyzed twice for 2 h against DB hutier {20 mM N-2-hydroxyeth
ylpiperazine-N'-2-ethanesu\fonic acid [HEPES; pH 7.9], 60 mM KCI. 0.25 mM 
EDT A, 0.12S mM ethylene glycol-bis([3-aminoethyl ether)-N ,N ,N' "V' .-tetraace
tic acid [EGTA], 20% [vol/vol] glycerol, 1 mM dithiothreitol, and a cocktail of 
proteinase and phosphatase inhibitors described by Carrière et al. [6]} before 
being stored at -70°C. Final protein concentrations were determined by the 
Bradford method (Bio-Rad). 

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA), Double-stranded oligonucleo
tides were S' end labe\ed with T4 polynucleotide kinase and ['y--' 2P]ATP. 5' 
overhangs wc re fi lied in with the Klenow fragment of DNA polymerase 1 (Boehr
inger) and excess deoxynucleotide triphosphates, and the o\igonucleotides were 
purified by electrophoresis on a 20% polyacrylamide gel. Labe\ed oligonucleo
tide ( 1 ng) was incubated on ice for 1 h with 1 1-'-g of nuclear cxtracts in the 
presence of 5 f.Lg of poly(d!-dC) in a final volume of 16 f.LI of 0.5x DB butTer. For 
competition experiments, a 10- or 100-fo\d molar excess of un\abeled double
stranded oligonuclcotidcs was added simultaneously with the probes. The DNA
protein complexes were analyzed hy elcctrophoresis on a 6C:'l· polyacrylamide gel 
in 0.25x Tris-horate-EDTA at room temperature for 2 hat \80 V, and the gel 
was dried for autoradiography. 

Southwestern analysis. Southwcstern (DNA-protein) blotting was performed 
with lOO 1-'-g of E7 QNR, QEC, nr RPE crude nuclear extracts electrophnresed 
through a sodium dodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gel. Proteins were clec
trophoretically transferrcd to an lmmohilon membrane (Milliporc) for 5 h at 
room temperature in the transfer butTer (0.025 M Tris-HCI.0.!92 M glycine. wr;
[vol/volJ methanol). Aftcr transfer, the membrane was trcated as descrihed by 
Leprince et al. (24 ). except th at the double-stranded probes wc re ohtained as 
described above and were uscd at 105 dpm per ml. 

DNase I footprinting. The footprinting probes were prcpared by end \abe ling 
of DNA restriction fragments with the Klenow fragment of DNA polvmerase I 
(Boehringer) in the presence of Ja-32PJdCTP and [a-32 PJdATP (50 l-'Ci each) 
and purified, after secondary restriction, hy ckctruphoresis on a 5\i polyacrvl
amide gel. End-\abeled DNA fragment (5 ng) was incuhated on ice for l h with 
30 or lOO 1-'-g of nuclear proteins in the presence of 5 f.Lg of poly(d!-dC) in 50 f.LI 
of 0.5x DB bulfcr supplemented with 5 mM MgC\2 and 2.5 mM CaC\2. After 
incubation, digestion by 20 ng of DNase 1 (Bcthesda Research Laboratories) was 
performed for 30 s at 20°C. The reaction was stopped by addition of 30 f.Li of 50 
mM EDTA and 0.5 mg of proteinase K per ml. phenol extracted, and ethanol 
precipitated. The recovcred DNA was then !oaded on an Xl/( sequencing gel. 
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FIG. 1. Nuclear run-on experiments. Shown is an autoradiograph of the 
hybridization of in vitro transcripts from embryonic E7 QNR (left panel), RPE 
(middle panel), and QEC (right panel) nuclei. pExonO contains the 653-bp 
Xhol-Asp 718 Pax-QNR gene fragment (from -526 to + 127 [31]) subcloned into 
the pGEM3 vector. pGAPDH, containing part of the quai! GAPDH eDNA, was 
included as a positive control, while pGEM3 was used as control for nonspecific 
hybridization signal. 

Nucleotide sequence accession number. The nucleotide sequence data of the 
quai! enhancer are included in the sequence appearing in the EMBL nucleotide 
sequence database under accession number X68!68. The nucleotide sequence of 
the Mus muscu/us enhancer appears in the EMBL nucleotide sequence data base 
under accession number X82150. 

RESULTS 

Nuclear run-on experiments. In arder to determine whether 
neuroretina-specific expression of Pax-QNR PO-initiated 
mRNAs is due to transcriptional control, in vitro nuclear 
run-on assays were performed. We compared embryonic day 7 
QNR with QEC and embryonic RPE; cells of the latter two 
types do not express these mRNAs. Thus, nuclei isolated from 
these cells were incubated with nucleoside triphosphates in the 
presence of [32P]UTP, and the nuclear RNA was extracted. An 
equivalent amount of labeled nuclear RNA from each ce li type 
was hybridized to filters containing the first exon of the Pax
QNR gene (exon 0, [13]) cloned in the plasmid vector pGEM3 
(pExonO). The contrais used included plasmid vector pGEM3 
and a plasmid containing a fragment of the quai! GAPDH 
eDNA. The results (Fig. 1) show a higher leve! of transcripts of 
the Pax-QNR gene in E7 QNR nuclei than in QEC or RPE 
nuclei, whereas transcription of the GAPDH gene was similar 
in ali three cells. No significant hybridization to a probe up
stream of the transcription initiation site (data not shawn) was 
found. Therefore, these data demonstrate that transcriptional 
regulation takes place in the neuroretina-specific expression of 
MC29-QNR2 mRNA. 

Identification of a neuroretina-specific 3' enhancer within 
the Pax-QNR gene. Previous studies have shawn that the 
-13S6 to + 127 promoter sequences function relatively equally 
in bath QNR and QEC (31). Thus, additional upstream and/or 
downstream regulatory elements might be responsible for up
regulating the transcription of the Pax-QNR gene in neuro
retina cells. To locate potential cis control regions regulating 
the neuroretina-specific transcription of the PO-initiated 
mRNAs, we tested S'- and 3' -fianking promoter DNAs for 
their ability to enhance transcription from the promoter in 
neuroretina cells. Among the 3' -fianking promoter DNA CAT 
constructs tested (data not shawn), two retained our attention: 
the pHP and pHE constructs (shawn in Fig. 2A), which con tain 
about S and 7.5 kbp, respectively, of 3' -fianking promoter se
quences upstream of the CAT gene. After transient transfec
tion of these constructs into E7 QNR cells, pHP showed CAT 
activity (about S-fold) higher than that observed for the dele
tion construct pHE (Fig. 2A). This suggests that the 460-bp 
EcoRV-Psti fragment, located 7.S to S kbp 3' to the Pa.x-QNR 
PO promoter and deleted in the pHE construct, contains DNA 
sequences that may increase expression of the reporter gene. 

To determine whether this region contains a neuroretina
specific transcriptional enhancer element, the 460-bp EcoRV-
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Pst! fragment was subcloned, in its normal genomic orienta
tion, 3' to the CAT gene in the pPOCAT and pTKCAT vectors, 
in which the CAT reporter gene is driven by the Pax-QNR PO 
promoter (31) or the minimal TK promoter (vector pBLCATS 
[S]), respectively (Fig. 2B). The resulting constructs (pPOCAT 
EP and pTKCAT EP; Fig. 2B) and their parental plasmids 
pPOCA T and pTKCA T were transiently transfected into E7 
QNR, QEC, and RPE and assayed for CAT activity. In this 
case, the CAT activities of the chimeric CA T constructs were 
expressed relative to the values for the parental plasmids. The 
results show (Fig. 2B) that in E7 QNR, the 460-bp EcoRV-Psti 
fragment enhanced CAT activity by the Pax-QNR PO and TK 
promoters by about 6-fold above the levels of the vectors with
out enhancer. However, in QEC and RPE, which do not ex
press the PO-initiated mRNAs, the Eco RV -Pst! fragment failed 
to enhance CAT activity by the Pax-QNR PO or TK promoters 
above basal levels (Fig. 2B). The enhancer activity of the 
460-bp EcoRV-Psti fragment was observed to be slightly lower 
(about twofold) when assayed in the opposite orientation (data 
not shawn). No enhancer activity was detectable when this 
fragment was inserted 3' to the CAT gene in the promoterless 
pBLCAT6 vector (data not shawn). The se results demonstrate 
that the 460-bp EcoRV-Pst! fragment contains a functional 
neuroretina-specific enhancer element. The activity of this 3' 
enhancer is not restricted to the Pax-QNR PO promoter and is 
orientation independent. 

In arder to characterize more precisely the enhancer ele
ment, deletions from the S' and 3' ends of the EcoRV-Pst! 
enhancer fragment were generated and tested for enhancer 
activity after transient transfection into E7 QNR. The results 
show (Fig. 2C) that the S'portion of the EcoRV-Psti fragment 
(construct pTKCAT ED containing the 210-bp EcoRV-Drai 
fragment) retained the full enhancer activity of the EcoRV
Pst! fragment (compare constructs pTKCAT ED and pTK
CAT EP). In contrast, the 3' portion of the EcoRV-Psti frag
ment (construct pTKCAT DP containing the 2SO-bp Dral-Pstl 
fragment) had no enhancer activity (compare pTKCAT DP 
and pTKCAT). Thus, the enhancer element is located more 
precisely in a 210-bp EcoRV-Drai fragment. 

The neuroretina-specific 3' enhancer functions in a devel
opmental stage-dependent manner. We have previously shawn 
that the leve! of Pax-QNR mRNAs, monitored by Northern 
(RNA) blot analysis, varied during the development of the 
embryonic avian neuroretina, increasing from day S to day S, 
when it reaches a plateau (27). Since the Pax-QNR gene ex
presses multiple mRNAs differing by their S' untranslated re
gion (13), we examined the pattern of expression of the PO
initiated mRNAs during the embryonic quai! neuroretina 
development by RNase protection assays. An antisense Iabeled 
RNA probe encompassing exon 0 (described in reference 31 
and used to determine the PO transcriptional start site) was 
hybridized to total RNAs extracted from embryonic quai! neu
roretina at day S (ES) until day 14 (E14) of development. 
Results show (Fig. 3A) that the leve! of PO-initiated mRNAs 
(indicated by a bracket) was very law in ES neuroretina, in
creased markedly from ES until ES, and remained constant 
until E14. As a control, the levels of GAPDH mRNA were 
monitored and were similar among these samples (Fig. 3B). 
These data are reminiscent of those obtained previously by 
Northern blot analysis (27). 

The low leve] of PO-initiated mRNAs detected in ES neuro
retina, followed by a marked increase until ES, prompted us to 
investigate whether the enhancer activity varies with develop
ment. Thus, the enhancer constructs described in Fig. 2B and 
their parental plasmids were transiently transfected into ES 
and E7 QNR and assayed for CAT activity. The CAT activities 
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FIG. 2. Identification of a neuroretina-specific 3' enhancer element within the Pax-QNR gene. (A) Test of Pax-QNR 3' regions for the presence of cis regulatory 
regions. The top line shows a partial map of the Pax-QNR gene with the exons boxed. The positions of the Hindill (H), Pst! (P), and EcaRV (E) restriction enzyme 
sites used to generale the CAT constructs are marked. pHP and pHE CAT constructs contain the 9.5-kbp partial Hindlii-Psti and the 9-kbp partial Hindiii-EcoRV 
fragments, respectively, cloned upstream of the CAT gene. These constructs were transiently transfected into E7 QNR cells, and !evels of CAT activity were quantitated 
after exposure of the thin-layer chromatograms to a Phosphorimager screen. CAT activity is expressed relative to thal of the pHE construct, chosen as a reference and 
arbitrarily set at 1. (B) The Pax-QNR 3' region contains a neuroretina-specific enhancer functional on the Pax-QNR PO or TK promoter. pPOCAT EPand pTKCAT 
EP contain the 460-bp EcoRV-Psti fragment inserted in the natural orientation. 3' to the CAT gene in plasmids pPOCAT and pTKCAT, respectively. These plasmids 
were transiently transfected into E7 QNR, QEC, and RPE, and CAT activities were measured with an Instant Imager (Packard). CAT activities of the enhancer 
constructs are expressed relative to those of the parental plasmids. (C) Delineation of the minimum enhancer element. The position of the Dra! (D) restriction enzyme 
site used to generale the deletion constructs is marked. pTKCAT ED and pTKCAT DP contain the 210-bp EcoRV-Dral (5' portion of the EcoRV-Psti sequence) and 
the 250-bp Drai-Psti (5' portion of the EcoRV-Psti sequence) fragments, respectively, cloned in the natural orientation 3' to the CAT gene in plasmid pTKCAT. After 
transient transfection of these constructs into E7 QNR cells, CAT activities were quantified as for panel A. CAT activities of the constructs are expressed relative to 
that of the pTKCAT plasmid. The results shown in ali three panels are the averages of at !east two inde pendent transfection experiments performed in duplicate with 
two different DNA preparations, with the standard deviations indicated by error bars. 
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FIG. 3. Developmental analysis of the PO-initiated mRNAs and of the 3' 
enhancer activity. (A) RNase protection analysis. Total RNA (20 ~J-g) from QNR 
at stages ES to E14 was hybridized with an antisense RNA probe encompassing 
exon 0 (described in reference 31). Following RNase digestion, the samples were 
analyzed on a sequencing gel. The Pax-QNR mRNAs initiated at the PO pro
mater and protected by the probe are indicated by a bracket. The probe (top of 
the gel) is not shown. tRNA was included as a negative control. As a control, 
hybridization of the mRNAs with an antisense GAPDH RNA probe is shown 
(bottom panel). (B) Functional analysis of the 3' enhancer in neuroretina at 
different developmental stages. The CA T constructs were transiently transfected 
into ES and E7 QNR, and CAT activities were measured with an Instant Imager 
(Packard). CA T activities of the enhancer constructs are expressed relative to 
those of the parental plasmids. The results shawn are the averages of three 
independent transfection experiments performed in duplicate with two different 
DNA preparations, with the standard deviations indicated by error bars. 

of the enhancer CAT constructs were expressed relative to the 
values for the parental plasmids. The results show (Fig. 3B) 
that, in contrast to E7 QNR in ES QNR the enhancer element 
increased CAT activity by the Pax-QNR PO or TK promoters 
very weakly above basal levels. These data indicate that the 
activity of the 3' enhancer in embryonic neuroretina is devel
opmentally controlled and suggest that its increase between ES 
and E7 could be responsible for the variation in the leve! of 
PO-initiated mRNAs observed between these two stages. 

Footprinting studies. The neuroretina-specific 3' enhancer 
was located to a 210-bp EcoRV-Drai fragment (Fig. 2C). In 
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DNase I footprinting experiments, we investigated whether 
this sequence could be specifically recognized in vitro by trans
acting factors. The EcoRV-Psti fragment, end labeled on the 
noncoding strand, was incubated with either E7 QNR, QEC, or 
RPE nuclear extracts and subjected to moderate DNase I 
digestion. With E7 QNR nuclear extracts, four protected re
gions, named DNase I footprints (DF) DF1, DF2, DF3, and 
DF4, were observed in the EcoRV-Drai fragment (Fig. 4). The 
footprints were faint when 30 1-1g of nuclear extracts was used 
(lanes 1) but were much more visible when 100 1-1g of nuclear 
extracts was used (lanes 2). The 5' border of DF1 is not clearly 
visible in Fig. 4; however, this footprint was much more delin
eated in other experiments (data not shown). Footprint loca
tions and sequences are shown in Fig. S. With QEC and RPE 
nuclear extracts, the four footprints observed with E7 QNR 
nuclear extracts were not found (Fig. 4B). It is noteworthy that 
with QEC nuclear extracts a protected region extending S' of 
and partially overlapping DF4 was observed (Fig. 4B), suggest
ing that a different factor binds this region. A footprinting 
experiment performed with a probe overlapping the EcoRV 
site failed to reveal any further protected region between DF1 
and this site (data not shown). These results demonstrate the 
presence of four neuroretina-specific nuclear protein-binding 
sites in the 3' enhancer element. 

Deletional analysis of the neuroretina-specific enhancer. To 
test directly the role of these protein-binding sequences in the 
neuroretina-specific enhancer activity, we constructed DF de
letion mutants of the 210-bp EcoRV-Drai fragment by PCR 
amplification (summarized in Fig. 6A). The constructs were 
transiently transfected into E7 QNR cells and assayed for 
enhancer function. In this case, the enhancer activities of the 
constructs were expressed relative to the value for the full-size 
enhancer construct pTKCAT ED (set at a value of 100). Re
sults show (Fig. 6A) that a 163-bp fragment extending through 
the four footprints, construct pTKCAT 1234, retained the full 
enhancer activity. Deletion of site DF1 (construct pTKCAT 
234) or DF4 (construct pTKCAT 123) strongly reduced the 
enhancer activity. However, a single copy of either DF1 (con
struct pTKCAT 1) or DF4 (pTKCAT 4) mediated a very weak 
enhancer activity, if any. Additional deletion of DF2 (pTK
CAT 34 and pTKCAT 1) or DF3 (pTKCAT 12 and pTKCAT 
4) also decreased the enhancer activity, suggesting that these 
binding sites contribute to the enhancer activity. We cloned 
multiple copies of the individual DF sites, 3' to the CAT gene 
in the pTKCAT vector (summarized in Fig. 6B). After tran
sient transfection in E7 QNR, the CAT activities of the con
structs were expressed relative to the value for the pTKCAT 
vector. Results show (Fig. 6B) that when multiple copies of 
either the DF1, DF2, or DF3 site were fused with the TKCAT 
[pTKCAT (DF1)3, pTKCAT (DF2)4, and pTKCAT (DF3)4], 
a weak enhancement, if any, was observed. In contrast, 
whereas a single copy of the DF4 site (pTKCAT 1) had no 
enhancer activity, multiple copies of the DF4 site [pTKCAT 
(DF4)2 and pTKCAT (DF4)3] mediated enhancer activity, 
which increased with the number of the copies cloned. Thus, 
multimerization of the DF4 site mimics the enhancer activity, 
suggesting that, in this context, DF4 binds trans-acting factors 
able to mediate the enhancer activity. Since, in the natural 
enhancer element, maximal enhancing occurs when the four 
binding sites are present, we conclude that the DF sites coop
erate to mediate full enhancer activity. 

Characterization of nuclear protein binding to individual 
DF within the neuroretina enhancer. To further characterize 
individual protein-binding sites within the neuroretina-specific 
enhancer, EMSA were performed with double-stranded la
beled oligonucleotides corresponding to DF1, DF2, DF3, and 
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FIG. 4. Footprinting studies. (A) ONase I footprinting analysis of the EcoRV-Psti fragment in the absence (F) or presence of 30 !l-g (lanes 1) or 100 1'-g (lanes 2) 
of E7 QNR nuclear extracts. (B) ONase 1 footprinting analysis of the EcoRV-Psti fragment in the absence (F) or presence of 30 !l-g (lanes 1) or 100 1'-g (lanes 2) of 
nuclear extracts from E7 QNR, QEC, or RPE. For both panels, the positions of the EcoRV and Dra! restriction sites, delineating the 5' and 3' borders, respectively, 
of the enhancer element, are indicated. The positions of the OF referred to in the text are also marked. Lanes A and A+G, sequencing reactions on the probe. 

DF4 (defined in Fig. S; also see Materials and Methods) and 
with nuclear extracts from E7 and ES QNR, as weil as from 
QEC and RPE (Fig. 7 A). Wh en the oligonucleotides were 
incubated with E7 QNR nuclear extracts, multiple complexes 
were formed (Fig. 7 A, lanes 1, and Fig. S, lanes 2), sorne of 
which were discrete (indicated by small arrows). The compe
tition experiments presented in Fig. S show that these com
plexes were specifie, since their formations were inhibited or 
strongly reduced by the presence of a 100-fold excess of the 
corresponding unlabeled oligonucleotide (for probe DF1, see 
Fig. SA, Jane 4; for probe DF2, see Fig. SB, Jane 6; for probe 
DF3, see Fig. SC, Jane S; and for probe DF4, see Fig. SD, lane 
10), but not by the presence of a similar excess of a nonspecific 
competitor corresponding to the Sp1 consensus binding site 
(Fig. S, lanes 12). These complexes were also detected, albeit at 
lower levels, with ES QNR nuclear extracts (Fig. 7A, lanes 4). 
This might suggest that the factors binding to the oligonucle
otides are less abundant in neuroretina at day ES of develop
ment or that the affinity of these factors to their sequences is 
lower. These results might explain the differentiai enhancer 
activity observed between ES QNR and E7 QNR (Fig. 3B). 
These complexes were not detected with the QEC or RPE 

EcoRV 
1 GATATCCAAATGCGGACGGAAAGGGTCGTTTTATCATG 

OF1 
39 CTFfTATTTGTCGTGACGATGCAATTTTC~GCAGA 

OF2 
77 GGAqTGTCATAAAGTGAFACGCCTGCCACAAGTGCTCC 

DF3 
115 AACTG~TCTTTTCAATTAGCCTTCC~TGCATGATCCGG 

DF4 
153 GGqGACTTCCGCCTATTTCCAGAAATTAAGCTCAAACT 

Dra 1 
191 TGACGTGCAG~TAGTTTTATmAAA 

FIG. 5. Nucleotide sequence of the 3' enhancer element. The sequence of 
the 216-bp EcoRV-Dral fragment is given, with the four neuroretina-specific 
protein-binding sites (OF) boxed. Restriction sites used for subcloning are indi
cated. Nucleotide numbers are shown on the left. 
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CAT 
~ pTKCAT ED 

lfKÇJ-[]-[D-{I}-G] pTKCAT1234 

lfKÇJ·-- --liJ-[D-ill pTKCAT234 

lfKÇJ·······-~ pTKCAT34 

lfKÇJ···········-~ pTKCAT4 

LfKÇJ-IIHIHIJ pTKCAT123 

LfKÇJ-IIHIJ pTKCAT12 

lfKÇJ-[IJ pTKCAT 1 

8 
Relative CA T Activity 

2 4 6 8 w u w u ~ ~ n ~ 

ITK! 
CAT 

pTKCAT 

LfKÇJ-[IJ pTKCAT1 

LfKÇJ(IJ]3 pTKCAT (DF1)3 

lfKÇJ .... ([]) 4 pTKCAT (DF2)4 

lfKÇJ· ....... ([TI) 4 pTKCAT (DF3)4 

lfKÇJ···········-~ pTKCAT4 

LfKÇJ---·---·····ffiz pTKCAT (DF4)2 

(fKÇJ------------m3 pTKCAT (DF4)3 

~ pTKCATED 

FIG. 6. Role of the four neuroretina-specific protein-binding sequences in the enhancer activity. (A) Oeletional analysis of the neuroretina-specific enhancer. The 
OF deletion constructs, listed in the center of the panel, were transiently transfected into E7 QNR cells, and CAT activities were measured as for Fig. 2A. The CAT 
activities of the OF deletion constructs were expressed relative to that of the full-size enhancer construct pTKCAT EO (set at a value of lOO). (B) Biological activity 
of each protein-binding site. Multiple copies of either OF!, OF2, OF3, or on were cloned, 3' to the CAT gene, in the pTKCAT vector. The resulting constructs, listed 
in the center of the panel, were transiently transfected into E7 QNR ce lis. and CA T activities were measured as for Fig. 2A. CA T activities of the constructs are 
expressed relative to th at of the parental plasmid pTKCA T. The results shown in both panels are the ave rages of at !east three inde pendent transfection experiments 
performed in triplicate with three different ONA preparations, with the standard deviations indicated by error bars. 

nuclear extracts ( except with the DF2 probe, in which faint 
complexes were observed with RPE nuclear extracts; see Fig. 
7A). Incubation of QEC or RPE nuclear extracts with oligo
nucleotides containing consensus binding sites for Apl or up
stream stimulatory factor indicated that these nuclear extracts 

were full y functional (data not shown ). The se results are con
sistent with the footprinting experiments and confirm the bind
ing of neuroretina-specific factors to the enhancer element. 

To identify the nuclear proteins that interact with the neu
roretina-specific enhancer, Southwestern analyses were per-
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FIG. 7. Characterization of nuclear protein binding to individual DF within 
the neuroretina enhancer. (A) EMSA analysis of the four protein-binding sites. 
EMSAs were performed with the radiolabeled DF1, DF2, DF3, and DF4 oligo
nucleotides, and 1 J.Lg of nuclear extracts from E7 QNR (lanes 1 ), QEC (lanes 2), 
RPE (lanes 3), or ES QNR (lanes 4). The arrows indicate bands of altered 
mobility representing specifie protein-DNA complexes. Big arrows, major com
plexes; small arrows, minor complexes. (B) Identification of nuclear proteins 
interacting with the four DF by Southwestern analysis. Nuclear extracts (100 J.Lg) 
from E7 QNR, QEC, or RPE were subjected to SOS-PAGE. After protein 
transfer, the labeled DF1, DF2, DF3, and DF4 oligonucleotides were incubated 
with the renatured nuclear proteins. The potential proteins interacting with the 
probes are indicated by arrows. 

formed. E7 QNR, QEC, or RPE nuclear proteins were frac
tionated by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE), 
immobilized onto nylon membrane, and probed with equal 
radiospecific activity probes of DF1, DF2, DF3, and DF4. 
Results show (Fig. 7B) that the four probes bound multiple 
neuroretina nuclear proteins, albeit with different affinities (if 
we compare the differences in the intensities of the multiple 
proteins detected with one probe considered). These results 
are consistent with the EMSA data showing multiple com
plexes formed when these probes were incubated with QNR 
nuclear extracts (Fig. 7 A). Two proteins, of 110 and 43 kDa, 

were bound by ali four nucleotides, whereas DF1 and DF3 
bound additional proteins of equal molecular masses. These 
proteins were essentially detected in neuroretina and very 
faintly in RPE (see Discussion for explanation) and could 
correspond to the proteins bound to the enhancer element. 
These results suggest that the four nuclear protein-binding 
sites detected in the neuroretina-specific enhancer bind a set of 
proteins, sorne of which are identical. 

To investigate whether identical proteins are present in the 
complexes detected by EMSAs with probe DF1, DF2, DF3, or 
DF4 and E7 QNR nuclear extracts (Fig. 7A), we performed 
competition studies. Competition results are presented in Fig. 
S. The major complex formed with the DF1 probe (Fig. SA, 
Jane 2) was unexpectedly increased by a 100-fold molar excess 
of either DF2 (Jane 6) or DF3 (laneS), whereas it was partially 
inhibited by a similar excess of DF4 (Jane 10); however, the 
minor complexes formed with this probe were inhibited by an 
excess of either DF2, DF3, or DF4. The two complexes formed 
with the DF2 probe (Fig. SB, lane 2) were inhibited totally by 
a 100-fold molar excess of DF4 (Jane 10) but only partially by 
a similar excess of either DF1 (Jane 4) or DF3 (Jane S). Like
wise, the complexes obtained with the DF3 probe (Fig. SC, 
Jane 2) were partially inhibited by a 100-fold molar excess of 
either DF1 (Jane 4), DF2 (Jane 6), or DF4 (Jane 10). Finally, 
only the minor complex formed with the DF4 probe (Fig. SD, 
Jane 2) was inhibited by a 100-fold molar excess of either DF1 
(Jane 4), DF2 (Jane 6), or DF3 (Jane S). The specificity of these 
competition experiments was demonstrated by the fact that the 
Sp1 oligonucleotide failed to compete with DF1, DF2, DF3, or 
DF4 for binding (Fig. S, lanes 11 and 12). The competition 
results demonstrate that the four DF oligonucleotides are able 
to modulate the binding among them. These data are consis
tent with the Southwestern blot results and indicate that sorne 
protein-DNA complexes visualized by EMSAs involved a set of 
identical neuroretina factors. However, these common factors 
are expected to bind to the four DF with different affinities, as 
suggested by the partial or total competition obtained. 

Our gel retardation assays revealed a complex pattern of 
protein-DNA interactions involving different as weil as corn
mon factors, prompting us to compare the sequences of the 
four neuroretina protein-binding sites. Results show (Fig. 9) 
that these AT-rich oligonucleotides exhibited sorne stretches 
of homologies, but these do not correspond to already de
scribed protein-binding sites. However, as pointed out by a 
referee, octamer-like and CREB-like proteins (binding sites 
ATGCAAAT and TGACGTNCNG, respectively) may be in
volved. 

Nucleotide sequence and enhancer activity of the 3' -ftanking 
homologous region of the mouse Pax-6 gene. To help deter
mine whether the 3' quai! enhancer is phylogenetically con
served, we isolated a mo use Pax-6 clone from a genomic library 
using the quai! EcoRV-Psti fragment as a probe. The sequence 
of the mouse homologous region was determined and com
pared with the sequence of the quai! Pax-6 enhancer deter
mined above (Fig. 5). The two noncoding regions exhibited 
very high nucleotide sequence identity (S9.S%) (Fig. 10A), 
with the four protein-binding sites identified previously on the 
quai! Pax-6 enhancer being extremely weil conserved: DF3 and 
DF4 exhibited 100% nucleotide identity, whereas DF1 and 
DF2 exhibited SS.5 and 92.3% nucleotide identities, respec
tively. It is striking that of the 22-bp differences between the 
quai! and the mouse sequences, most of them (16) are outside 
the four binding sites described in the quai! Pax-6 enhancer, 
suggesting a functional role for these motifs. These results 
suggest that there could be an active enhancer within the 
mouse Pax-6 gene. 
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FIG. 8. EMSA analysis of the four neuroretina protein-binding sites. Labeled oligonucleotides DFI (A), DF2 (B), DF3 (C), and DF4 (D) were incubated either 
alone (lanes 1) or with 1 f'g of E7 QNR nuclear extracts (lanes 2 to 12) in the absence (lanes 2) or in the presence (lanes 3 to 12) of the indicated (fold) molar excess 
of various unlabeled competitors: DFI (lanes 3 and 4),DF2 (lanes 5 and 6), DF3 (lanes 7 and 8), DF4 (lanes 9 and 10), and Spi (lanes Il and 12). 

To test this hypothesis, a 1-kbp Pstl mouse fragment con
taining the putative enhancer was inserted 3' to the CAT gene 
in the pTKCAT vector, yielding pTKCAT P. This construct 
was transiently transfected into E7 QNR and tested for en
hancer activity. As a positive control, we used the quai! homol
ogous pTKCAT ED construct. Results show (Fig. lOB) that 
the 1-kbp Pstl mouse fragment (construct pTKCAT P) exhib
ited an enhancer activity, albeit 2-fold lower than that pro
duced by the quai! Pax-6 enhancer (construct pTKCAT ED). 

The ability of the mouse fragment to enhance CAT activity 
from the TK promoter in QNR demonstrates that this region 
contains a functional enhancer element. 

DISCUSSION 

In this study, we have demonstrated, by nuclear run-on ex
periments, that neuroretina-specific expression of Pax-QNR 
PO-initiated mRNAs is, in part, the result of transcriptional 
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1:..::.=-::c..r GCTCAAACTTGACGTGCAG 

TTAGCCTTCC 
AGAAATTAAGCTCAAACTTGACGTGCAG 

FIG. 9. Nucleotide sequence comparison of the four protein-binding sites DFl. DF2, DF3, and DF4. The stretches of homologies are boxed. Gaps. indicated by 
dots, were created to maximize the alignment of conserved sequences. 

control, and we have identified a neuroretina-specific 3' en
hancer within the Pax-QNR gene, 7.5 kbp downstream from 
the PO promoter. This neuroretina-specific enhancer exerts an 
enhancer activity on the homologous PO Pax-QNR or heterol
ogous TK promoters in a position- and orientation-indepen
dent manner. Moreover, the activity of the 3' enhancer in 
embryonic neuroretina is developmentally controlled and par
allels the leve! of expression of PO-initiated mRNAs. Thus, the 
increase in the level of PO-initiated mRNAs during the embry
anie neuroretina development could be attributed, in part, to 
the activity of this enhancer. 

We have found, both in a DNase I footprinting assay and in 
an EMSA, that the enhancer element contains four neuro
retina-specific nuclear protein-binding sites, and we also de
monstrated a functional role for these binding sites in a re
porter-based expression assay. The protein-DNA complexes 
visualized in EMSA are detected at lower levels with E5 QNR 
nuclear extracts, and this is correlated with a lower enhancer 
activity at this stage. This might suggest that the factors binding 
to the enhancer are Jess abundant in neuroretina at day E5 of 
development or that the affinity of these factors to their se
quences is lower as a result of posttranslational modification, 
for example. On the basis of dissection of the enhancer region, 
we propose that the enhancer activity is mediated by a synergy 
between the four protein-binding sites. Th us, the factors bound 
to these sites must cooperate with each other in order to 
activate the neuroretina enhancer. The picture of a tissue
specifie enhancer made of severa! interacting enhansons agrees 
with the modular nature of the enhancers described so far and 
reveals similarities with the control elements regulating the 
tissue-specifie expression of other genes (20, 22, 28). South
western analysis and EMSA competition experiments demon
strate that the four sites bind a set of unknown identical pro
teins. Although these proteins are detected essentially in the 
neuroretina, they are also faintly detected in RPE. One expia
nation could be the fact that the retinal pigment epithelium 
possesses the capacity to transdifferentiate into neuroretina in 
vivo (10) and to generate cells with neuronal traits in certain 
culture conditions (29, 32; for a review, see reference 15). 

However, severa! questions remain unanswered. Why do the 
multimerized DF1, DF2, and DF3 sites have weak or no en
hancer activity, although they bind factors sorne of which are 
identical to those bound by the active multimerized DF4 site? 
We might suggest different hypotheses. Since EMSAs reveal 
different protein-DNA complexes between the four DF, per
haps additional proteins (not detectable by Southwestern blot
ting) are present in the complexes observed with the DF4 
fragment and are important to in vivo enhancer activity. That 
additional proteins are present in the DF4 complexes is 
strongly suggested by the fact that in EMSA competition ex
periments only the minor complex is inhibited by unlabeled 

DF1, DF2, or DF3 fragments. Alternatively, the geometrie 
spacing of the cis elements is important for the enhancer ac
tivity and this is not respected in the multimerized DFl, DF2, 
or DF3 fragments. Characterization of the factors involved 
should provide an answer to these questions. The nucleotide 
sequences of the four binding sites suggest the possibility that 
the DNA-binding proteins involved recognize AT-rich boxes 
and therefore belong to the homeodomain-containing tran
scription factors (for a review, see reference 14). Such proteins 

A 
~ OFl 

Q GATATCCA.AATGCGGACGGAAAGOOTCGTTTTATCA TACTATTTGTCGTGACGATGCAATT'M' 
::::: :::::::::::::::::::::::::: :::::::::::::::::::::; 

M GATCTACAAATAGGGACGGAAAGGGTCGTTTTATCAC TCCCGTTTGTCGTGACGATGCAATT"I'C GG 
10 20 30 40 50 60 70 

OF4 
Q TGCATGATCCGGGG ACTTCCGCCTATTTCCAGAAATTAAGCTCAAACTTGACGTGCA TAGTT'ITAT 

M TGCATGATCCGGAG ACTTCCGCCTATI'TCCAGAAATTAAGCTCMACTTGACGTGCA TAGTTI'TAT 

Oral 
Q "ITrAAA 

M T'l'TAAA 
216 

150 160 170 180 190 200 210 

8 

pTKCAT 

pTKCATED 

pTKCATP 

Relative CAT Activity 
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FIG. 10. Nucleotide sequence and enhancer activities of the 3' flanking ho
mologous region of the mouse Pax-6 gene. (A) Nucleotide sequence homology 
between the quai! Pax-6 enhancer (Q) and the homologous region in the mouse 
Pax-6 gene (M). Double dots indicate identity of bases at the positions shown. 
The four protein-binding sequences observed previously on the quai! Pax-6 
enhancer are boxed. (B) Enhancer activities of the 3' flanking homologous 
region of the mouse Pax-6 gene. The pTKCAT P and pTKCAT ED constructs 
were transiently transfected into E7 QNR, and CAT activities were measured as 
for Fig. 2A. CAT activities of the constructs are expressed relative to that of the 
parental plasmid pTKCAT. The results shown are the averages of three inde
pendent transfection experiments performed in duplicate with two different 
DNA preparations, with the standard deviations indicated by error bars. 
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are effectively expressed in the eye (3, 26) and might be in
volved in Pax-6 gene regulation. 

Nucleotide sequence identity between the quai! enhancer 
and the homologous murine region is approximately 90%, and 
the four protein-binding sites are also found in the murine 
sequence. Like the quai! sequence, the murine homologous 
region also exhibits an enhancer activity when tested in tran
sient transfection assays into neuroretina ceiis. However the 
mouse enhancer activity is 2-fold Iower than that of the quai!, 
despite the great degree of identity of the four protein-binding 
sites. One explanation could be point mutations in important 
sequences: the DFl and DF2 sites differ by S and 1 bp from 
their quai! homologs, respectively. Alternatively, there could 
be an inhibitory sequence, outside the enhancer region, within 
the 1-kbp mouse genomic fragment cloned in pTKCAT. 

Taken together, our results indicate that the neuroretina 
enhancer described in this study is conserved in mammalian 
species and is a complex transcriptional regulatory element 
that potentially contributes to the neuroretina specificity of 
Pax-6 gene expression. In this respect, it is interesting to note 
that the enhancer has no activity in pancreatic ceii line f3TC-3, 
which also expresses the Pax-6 gene ( 42), and that Southwest
ern experiments performed with nuclear extracts from these 
ceiis fail to detect the proteins found in E7 QNR nuclear 
extracts (30). 

We recently identified within the Pax-QNR gene a second 
promoter, termed Pl, Iocated 3 kbp downstream from the PO 
promoter (32). However, the 3' neuroretina-specific enhancer 
described in this study has no activity on this promoter. Since 
the TATA box sequences of the two responsive promoters (PO 
and TK) are identical (ATATTAAGG) and differ from those 
of the Pl promoter (ATAAAGCAATAT), it was tempting to 
test whether the specificity of the enhancer for the PO pro
mater and its failure to interact with the Pl promoter were 
attributable to the divergent TATA box sequences of the two 
promoters, as has been described for the myoglobin gene ( 4S). 
However, when the PO TATA box sequence was changed to 
that of the Pl promoter, the responsiveness of the enhancer 
was not abolished (data not shown). Th us, the differentiai in 
enhancer activities between PO and Pl promoters may reside in 
other cis-acting promoter sequences. Alternatively, since re
cent studies suggest that sorne enhancer factors are dependent 
upon auxiliary factors (coactivators) for activation functions 
(for a review, see reference 39), it remains possible that the 
enhancer is unable to activate the Pl promoter because this 
promoter Jacks its fuii complement of required factors to in
teract with the active enhancer. Another explanation is the 
presence of an inhibiting factor that prevents the P 1 promo ter 
from interacting with the proteins of the active enhancer. 
These hypotheses about enhancer mechanisms could also be 
invoked in the differentiai in enhancer activities observed in 
the neuroretina between ES and E7. In ES neuroretina, the 
enhancer could be inactivated by a repressor or the enhancer 
activity needs the presence of an activator, absent at this stage. 
Cloning the gene(s) encoding the enhancer element-binding 
factor(s) and analyzing the molecular interactions between the 
enhancer element-binding factor(s) and other transcription 
factors will aiiow us to further define precise molecular mech
anisms involved in the regulation of the Pax-6 gene. 

Preliminary results suggests that there may be another im
portant cis-acting element(s) within the promoter-distal region 
that also contribute to the neuroretina-specific expression of 
the Pax-QNR gene. Defining additional regulatory elements 
that control the tissue-specifie developmental expression of the 
Pax-6 gene may be essential for in vivo studies of the role of 
this gene in normal eye development and for determining the 
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mechanisms of pathogenesis associated with Pax-6. Indeed, it 
remains possible that mutations in the Pax-6 regulatory ele
ments cause developmental defects associated with this gene, 
as has been suggested for sorne aniridia cases showing no 
mutations in the Pax-6 coding region (18, 40). Although point 
mutations in the regulatory sequences associated with patho
genesis are rare, this has been demonstrated for the [3-globin 
elus ter ( 4 ). 
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Les ARNm du gène Pax-QNR sont initiés à partir de deux promoteurs et sont 

différemment exprimés au cours du développement de la neurorétine et de la 

différenciation neuronale 

1/ Caractérisation du promoteur P 1 

L'isolement d'un ADNe correspondant à un ARNm divergeant dans sa séquence 5' non 

codante (nommé Al, Figure lA) suggérait l'existence d'un second promoteur. Nous avons donc 

entrepris d'isoler et de caractériser la région promotrice permettant l'initiation de l'ARNm Al. 

Nous avons localisé le site d'initiation de cet ARNm quelques nucléotides en amont de 

l'ADNe cloné (Figure lB) à l'aide d'expériences de protection à la RNase et d'extension 

d'amorce réalisées au niveau de l'exon 1 (Figure 2). Le séquençage de la région génomique 

située en amont de ce site d'initiation a permis d'identifier une boîte TATA potentielle ainsi 

qu'une boîte CAAT situées respectivement 23 et 66 paires de base en amont du site d'initiation 

(Figure lB). L'insertion du fragment génomique 1 Kbp Notl dans les deux orientations en amont 

du gène CAT et la transfection des constructions résultantes dans des QNR a permis de montrer 

l'existence d'une région de promotion située en amont de l'exon 1 (Figure 3A). Ce promoteur 

interne, que nous avons appelé Pl, est situé 3 Kbp en aval du promoteur PO. 

Comme le promoteur PO, le promoteur Pl fonctionne également dans les QEC, bien que 

son activité soit trois à quatre fois plus faible dans ces cellules (Figure 3B), ce qui suggère que 

les séquences promotrices clonées ne possèdent pas d'éléments responsables de l'expression 

tissulaire spécifique du gène Pax-QNR. Nous avons alors testé si le promoteur Pl était soumis 

aux mêmes régulateurs que le promoteur PO, et nous avons pu montrer qu'une boucle 

d'autorégulation a lieu sur ce promoteur comme sur le promoteur PO (Figure 4). Ce deuxième 

promoteur est aussi sensible à l'action de la protéine c-Myb suivant les mêmes mécanismes que 

le promoteur PO (résultats non publiés). 
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2/ Expression des ARNm initiés aux promoteurs PO ou Pl 

En vue d'aborder les mécanismes gouvernant l'expression du gène, nous avons réalisé des 

expériences d'hybridation in situ, afin de déterminer si l'expression des ARNm initiés à chacun 

des promoteurs était spécifique d'un type cellulaire donné ou d'une étape de différenciation 

particulière. Les résultats révèlent qu'à l'exception du pancréas pour lequel aucune expression 

des ARNm initiés au promoteur PO n'a pu être décelée, les ARNm initiés à chacun des 

promoteurs sont co-exprimés dans le tube neural, la neurorétine et la cornée (Figure 5). 

Notamment, en ce qui concerne la neurorétine les ARNm initiés à chacun des promoteurs sont 

exprimés dans les mêmes couches cellulaires (nucléaire interne et ganglionnaire) aux stades de 

développement embryonnaire E9 et E20 (Figure 5 panneaux C à F). Cependant l'analyse de 

l'expression de ces ARNm au cours du développement embryonnaire de la neurorétine, 

effectuée par la technique de protection à la RNase, révèle une expression différentielle : les 

ARNm initiés au promoteur PO sont détecté à partir de E6, leur expression augmente jusqu'à E8 

puis reste constante jusqu'à éclosion (Figure 6), alors que les ARNm initiés au promoteur Pl 

sont détectés tout au long du développement de la neurorétine jusqu'à l'éclosion avec un pic 

d'expression à E6 (Figure 6). Ces résultats suggèrent que des facteurs différents régulent chacun 

des promoteurs. Comme l'activateur a est un élément de régulation spécifique de la neurorétine 

et régule le promoteur PO au cours du développement (article 3), nous avons testé son activité 

sur le promoteur Pl dans des expériences de transfections transitoires réalisées dans les QNR E7 

(exprimant les ARNm initiés à chacun des promoteurs). Il s'avère que, contrairement au 

promoteur PO, l'activateur a n'est pas actif sur le promoteur Pl (Figure 10). L'activateur a est 

donc un premier élément de régulation différenciant les promoteurs PO et Pl. 

Ces résultats suggèrent que les deux promoteurs PO et Pl participent différemment à 

l'expression du gène Pax-QNR et obéissent à des inducteurs distincts. 
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3/ L'apparition des ARNm initiés au promoteur PO est corrélée avec l'apparition du 

phénotype neuronal 

La rétine à ES est un tissu indifférencié en cours de prolifération. A E8, stade de 

développement où l'expression des ARNm initiés au promoteur PO est maximale, la rétine 

devient post-mitotique et les neurones se différencient. L'induction de l'expression des ARNm 

initiés au promoteur PO peut donc être liée à un arrêt de prolifération cellulaire et/ou à 

l'induction de la différenciation neuronale. 

Le rétrovirus RSV tsNY68, contenant l'oncogène v-src thermosensible pour la 

prolifération permet d'induire (à température permissive) ou de stopper (à température non 

permissive) la croissance des QNR (Calothy et al. 1980). En utilisant des QNR infectées par ce 

virus, nous avons ainsi pu montrer que l'expression des ARNm initiés au promoteur PO n'est 

pas modulée suite à un arrêt de prolifération cellulaire (Figure 7C), ce qui suggère que la 

différenciation neuronale est responsable de l'induction de l'expression de ces ARNm. 

Le meilleur argument que nous ayons obtenu en faveur de l'expression du promoteur PO 

dans les neurones vient de l'étude de l'expression des ARNm initiés à chacun des promoteurs 

suite à la trans-différenciation neuronale de la rétine pigmentaire. La rétine pigmentaire normale 

en culture n'exprime que les ARNm initiés au promoteur Pl (Figure 9). Les cellules de rétine 

pigmentaire infectée par le rétrovirus MC29, contenant l'oncogène v-mye, se transforment 

(Figure SB) et des neurones apparaissent dans la culture (Figure 8C et D), qui exprime alors les 

ARNm initiés à la fois aux promoteurs PO et Pl (RPE MC29 Neurons, Figure 9B). Cependant, 

si la culture est maintenue en monocouche épithéliale, les cellules n'expriment que les ARNm 

initiés au promoteur Pl (comme de la rétine pigmentaire normale) (RPE MC29, Figure 9B). 

Ainsi l'apparition du phénotype neuronal s'accompagne de l'apparition des ARNm initiés au 

promoteur PO. 

Ces résultats, rapprochés de l'expression tardive de l'ARNm PO dans la neurorétine, 

suggèrent donc un lien entre la mise en route du promoteur PO et la différenciation des neurones. 

Le fait que PO soit induit dans les neurones suggère que ces cellules vont posséder, après leur 

différenciation, plus de protéines Pax-QNR que les cellules non-neuronales et donc que des 
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gènes cibles des protéines Pax-QNR dans ces cellules devraient être sensibles à un effet de dose 

de ce facteur. 
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Summary 

During investigations on the regulation of the Pax-6 gene, we characterized a eDNA from the 

quail neuroretina showing a 5' untranslated region distinct from that previously described and 

initiated from an internai promoter. Using RNase protection and primer extension mapping, we 

localized this second quail Pax-6 promoter, termed Pl. As reported for the already described PO 

promoter , Pl was also trans-activated in vitro by the p46Pax-QNR protein. RNase protection 

assays performed with quail neuroretina RNA showed that Pl-initiated mRNAs were detected 

before the PO-initiated mRNAs, remained constant up to E8 and decreased slowly thereafter 

whereas, PO-initiated mRNAs accumulated up to E8. In contrast, quail retinal pigmented 

epithelium expressed only the Pl-initiated mRNAs. Transformation ofthese cells by the v-mye 

oncogene induced neuronal traits in the culture which thereafter, in addition to the Pl-initiated 

mRNAs, expressed PaxQNR from the PO promoter. These results suggest that expression of the 

quail Pax-6 gene is under the control of different regulators through alternate promoters, PO 

being activated at the onset of neuronal differentiation. 
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INTRODUCTION 

Transcriptional regulation by the homeobox proteins is thought to coordinate the precise 

spatial and temporal sequence of growth and differentiation see, (13). Through homology to the 

paired-box, nine paired-box containing genes, the Pax gene family, have been isolated in 

vertebrates, (40). Mutations in the Pax-6 gene have been associated with the mouse mutant 

small eye (19), the corresponding human gene (AN) has been found deleted or mutated in 

aniridia (17, 18) and the Drosophila eyeless gene is Pax-6 (28). The Pax-6 gene is expressed in 

the developing central nervous system, the optic eup, lens, overlaying epithelium, in the 

neuronallayers of the retina and the endocrine pancreas (39, 22, 37). The restricted expression of 

this gene suggests transcriptional regulation of expression by tissue-specifie factors. Among 

several mechanisms used to restrain gene expression (1), altemate promoter usage is frequently 

operative (41, 34, 35). However, to date little is known about the regulation of Pax-6. 

We have recently characterized the quail Pax-6 gene, named Pax-QNR (22), defined its 

complete exon-intron organization, (12) and characterized a promoter region termed PO (25). In 

this report, we describe the isolation of another eDNA (Al) colinear to the previously 

characterized MC29-QNR2 eDNA, except in its most 5'untranslated region (5'UTR) sequence. 

The Al mRNA was initiated from an internai promoter (termed Pl), located 3 Kb downstream 

from the previously described PO promoter (25). The Pl promoter was able to drive CAT 

expression both in quail neuroretina cells (QNR) and in quail embryo cells (QEC) and, like PO, 

responded positively to the p46 Pax-QNR protein. As shown by RNase protection assays Pax

QNR mRNAs initiated from the Pl promoter were detected before the mRNAs initiated from the 

PO promoter during neuroretina development. Moreover, PO-and Pl-initiated mRNAs were 

differentially accumulated during neuroretina development : while PO-initiated transcripts 

increased from ES to ES, the Pl-initiated transcripts decreased. Only the mRNAs initiated from 

the Pl promoter could be detected in the quail pigmented retinal epithelium (RPE) and were not 

modulated during embryo development. However, transformation of these cells by the MC29 

virus encoding the v-mye transcription factor can induce neuronal traits in the culture and these 
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transdifferentiated neuronal cultures show expression of PO-initiated mRNAs. These mRNAs 

were not expressed in MC29 RPE cultures without neuronal morphology. These results suggest 

that a shift in transcriptional regulation occurs in quail Pax-QNR gene expression during 

neuronal differentiation and that PO initiation is induced in these cells. 

MA TERIALS AND METHODS 

Cloning and DNA sequencing.The eDNA Al was isolated from a eDNA library constructed in 

the pCDM8 vector from 15-day-old quail spinal cords (kindly supplied by C. Dulac) using 

MC29-QNR2 eDNA as a probe. The 5'UTR of the eDNA Al as weil as the homologous 

genomic DNA were ligated into M13 vectors mpl8 and mpl9. The nucleotide sequence was 

determined in both orientations by the dideoxy sequencing method using an Applied Biosystem 

370A automatic sequencer. The EMBL nucleotide sequence database accession numbers is 

X82151. 

Mapping of transcription initiation sites. Total RNA from QNR or heart was isolated by the 

guanidine isothiocyanate method. For the RNase protection assays, a 325 bp Sstll-Notl (from 

-153 to +168) genomic fragment was blunt-ended and subcloned into the blunt-ended-Psti

Hincii sites of the pGEM3 vector and used as previously described Dozier et al. (12), except that 

the hybridizations were performed at 50°C. The protected fragments were separated on a 5% 

sequencing gel. For the primer extension analysis, a 30-base synthetic oligonucleotide (5'

AAATGAGGCCGGGCCGGGGCTCGCTTTTCA-3') complementary to bases +34 to +62 of 

the Pax-QNR Pl promoter sequence shown in Fig. lB, was end-labelled with T4 polynucleotide 

kinase. The reaction was performed with 1 ~g of Poly(A +) RNA prepared using a mRNA 

purification kit (Pharmacia) and 106 cpm of labelled primer as described previously (20), except 

that the annealing was performed ovemight at 45°C in 400 mM NaCl, 1 mM EDTA, 40 mM 

PIPES (pH 6.4) and 80% formamide. For the extemal primer extension analysis, 100 J.Lg of total 

RNA or 1 ng of in vitro-synthesized Al sense RNA (used as a positive control) were mixed with 
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1 ng of single stranded DNA of the 416 bp Sstii genomic fragment (from -153 to +263) cloned 

into mpl8 vector, in 26 J.Ll of 400 mM NaCl, 1 mM EDTA, 40 mM PIPES (pH 6.4) and 80% 

formamide, heated at 80°C for 10 minutes and incubated overnight at 45°C. After ethanol 

precipitation, the pellet was resuspended in a final volume of 10 J.Ll of Taq DNA polymerase 

buffer containing 20 U of RNasin (Promega) and 0.5 ng of 5' end-labelled universal sequencing 

primer, and the solution was incubated first at 60°C for 10 min, and th en at room temperature 

for 10 minutes. The elongation reaction was carried out in 15 J.Ll of Taq buffer at 60°C for 1 hour 

in the presence of 330 J.LM dNTPs and 5 U of sequencing grade Taq DNA polymerase 

(Promega). After RNAse treatment, the elongated fragments were analyzed on a 6% sequencing 

gel. 

Construction of CAT reporter plasmids.The 1010 bp Not! genomic fragment (from -839 to 

+168 of the Pl promoter sequence) was blunt-ended and cloned in both orientations into the 

blunt-ended BamHI site of the promoterless vector pBLCAT6. The Pl promoter sequence in the 

sense or antisense orientation with respect to the CAT gene, was named pPlNS and pPlNAS. To 

obtain the 5' deleted CAT construct, pP1~5, the blunt-ended Notl promoter fragment was 

subcloned into the blunt-ended BamHI site of the promoterless pBLCAT5. The pP1CAT5 

construct obtained was digested with Sphl and Sali, treated with exonuclease III and 

subsequently with the mung bean nuclease. The end point of the deletion was determined by 

dideoxy sequencing using an oligonucleotide corresponding to the vector sequence 5'

CAAGGCGATTAAGTTGGG-3' as primer. To obtain the 5' deleted CAT construct, pPlXN, 

which contains the 552 bp Xhol-Notl Pl promoter fragment (from -379 to + 172), the pPINS 

was digested with Sali and Xhol, blunt-ended and religated. The enhancer constructs pPOCAT 

EPand pPINSCAT EP were obtained by cloning a 460 bp EcoRV-blunt-ended Pst! fragment 

( containing a neuroretina-specific enhancer element described in reference 26), downstream of 

the CAT gene, into the Smal site of pPOCAT and pPINSCAT, respectively. The pRSVCAT 

plasmid contains the CAT gene under the control of the Rous sarcoma virus long-terminal repeat 

(RSV-LTR). 
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Cell culture and virus. Dissociated QNR or pigmented re tina (RPE) dissected from 7 -day-old 

quail embryos were plated in Dulbecco/ F12 (v/v) medium containing 10% fetal calf serum, 1% 

vitamin MEM 100X, and 10 J.Lg/ml of conalbumin (complete medium). Dishes (60 mm) 

containing 5x106 dissociated QNR cells in complete medium were infected with RSV tsNY68 

virus (a gift of G. Calothy) at 37°C. The infected cells were passaged four times on gelatin

coated dishes to allow the virus to spread, and the morphologically transformed cells were then 

cultured for an additional two days at either 37°C or 41 °C. RPE cells were infected with 

MC29(RA V-1) virus as in reference (16) at low density and cultured on gelatin coated dishes. 

The neuronal phenotype appeared after three passages, and areas of cells with this phenotype 

were isolated under a microscope and grown as an homogeneous population. For the mRNA 

stability studies, QNR extracted from 8-day-old embryos were plated on 100-mm-diameter 

dishes and treated 36 hours later with 5 J.Lg/ml of actinomycin D for various times or 10 J.Lg/ml of 

cycloheximide for 3 hours. 

RNA extraction and RNase protection analysis. Total RNA was extracted from quail 

neuroretina dissected from E5 to E18 embryos, and from hatched chicken, or from actinomycin 

D-and cycloheximide-treated E8 QNR cells, by the RNAzol method (6). A 424 bp EcoRI-Hincii 

fragment corresponding to the 5' part of the MC29-QNR2 eDNA and cloned into the pGEM4 

vector described in Dozier et al. (12) was used to synthesize the antisense RNA probe used as 

described previously (12).When the GAPDH RNA probe was used, RNase protections were 

performed with 2 J.Lg of RNA supplemented with 20 J.Lg of yeast tRNA. 

Immunofluorescence analysis.Normal or MC29-Infected RPE cells cultured on collagen

coated 12-mm microscope cover slips were fixed for 20 minutes with 3.7% paraformaldehyde in 

PBS, then treated with rabbit anti 90 x103 Mr bovine brain neuron specifie enolase (ICN) serum. 

Bound an ti bodies were revealed using swine an ti rab bit FITC (Dako ). 

Transfection and CAT assays. Quail neuroretina cells, and quail embryo cells (QEC) were 

seeded at 5x105 cells per 60-mm dish in DMEM 10% FCS, 24 hours prior to transfection, 

performed by the calcium phosphate method. Cells were co-transfected with 1 or 10 J.Lg of CAT 

constructs and 0.5 J.l g of plasmid RSV~ -gal, used as an internai control of transfection 
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efficiency. For the experiments with the vector expressing the p46 Pax-QNR protein, cells were 

co-transfected with 1 ).tg of the CAT construct and 5 ).tg of pJ3n 103 as described in reference 

(26). 

In vitro transcription. To perform the control Al used in the external primer extension 

procedure, a 5' fragment of eDNA Al (0.5 Kbp Hincii) was cloned into the Hincii site of the 

pGEM4 vector. The sense RNA probe was transcribed in vitro from the EcoRI linearized 

plasmid using T7 polymerase according to the manufacturer's specifications (Promega). 

EMSA and orthophenanthroline footprinting. The DNA probe used was the 232 bp ~-Xhol 

fragment (from -611 to -380) [a32p] dCTP labeled with the Klenow fragment of DNA 

polymerase I (Boehringer). Gel retardation assays were performed with 1 ).1.1 of reticulocyte 

lysates as described previously (12). For band shift assays with antibodies, reticulocyte lysates 

were incubated for 1 h at 0°C in binding buffer supplemented with 1 ).1.1 of antiserum directed 

against the carboxy-terminal part of the Pax-QNR protein products (4) or 1 ).1.1 of preimmune 

serum, prior to introduction of the probe. Gel retardation assays were performed with 1 ).tg of 

reticulocyte lysates or bacterially expressed paired, homeo and carboxy-terminal domains as 

described previously (12). Orthophenanthroline-copper (Cu2+) footprinting was carried out 

essentially as described previously (25) using the 232 bp ~5-Xhol fragment and bacterially 

expressed paired and homeo domains peptides or fusion peptide MS2. 

In situ hybridization. 

A 653 bp Xhol-Asp718 genomic fragment encompassing exon 0 and cloned into the pGEM3 

vector described in reference (25) was used to synthesize the RNA probe specifie for the PO

initiated mRNAs. To synthesize the RNA probe specifie for the Pl-initiated mRNAs, a 416 bp 

Sstll genomic fragment (from -153 to +263) was blunt-ended and cloned into the Hincii site of 

the pGEM3 vector. Sense and antisense RNA probes were prepared with [35s] CTP and used as 

described previously (37). 



156 

RESULTS 

Cloning and sequencing of the Pax-QNR promoter Pl 

The isolated Al eDNA is colinear to the MC29-QNR2 eDNA, except in its most 5'UTR (Fig. 

lA). This 5'UTR is encoded by the genornic sequences immediately upstream from exon 1 

(named AEl, Fig. lB). This eDNA was able to direct the synthesis of the 46 and 32/33 x103Mr 

Pax-QNR proteins both in vitro and in vivo (38). A eDNA containing part of this 5'UTR was 

also found in human (17), showing that the Al-specifie 5'UTR sequences are phylogenetically 

conserved (Fig. lC), but nothing is known regarding human Pax-6 promotion. Since alternative 

splicing within the 5'UTR is often combined with alternative promoter usage (21, 35), the 

presence of this different 5'UTR suggests that the Al eDNA corresponds to a mRNA initiated 

from different promoter from that already described (PO). 

Determination of the transcriptional start site and functional analysis of the Pax-QNR Pl 

promoter 

To determine whether the Al mRNA is initiated from a distinct promoter, three different 

techniques were used to define the Al transcriptional start site. For the primer extension 

experiments, a 5'-labelled 30-base primer complementary to eDNA sequences encoded by the 

Pax-QNR exon 1 (oligo PEX, positions +34 to +62 in Fig. lB) was hybridized to 1 j..lg of 

poly(A +) RNA and was extended by reverse transcription. A faint primer extension product of 

63 nt appeared when QNR RNA, but not when heart RNA was used, suggesting that this product 

arises from specifically primed Pax-QNR mRNAs (Fig. 2A). This result was confirmed by an 

external primer extension analysis (11). In this experiment, total RNA from QNR or heart, or in 

vitro-synthesized Al sense RNA (used as a positive control) were hybridized with antisense 

single-stranded DNA corresponding to the 416 bp Sstii genornic fragment (from -152 to +263 in 

Fig. lB). The universal sequencing primer was annealed to the hybrid and Taq DNA polymerase 

was added to extend the primer up to the RNA cap site (see schema in Fig. 2B). One band was 

detected when QNR RNA, but not when heart RNA was used (Fig. 2B). The size of this 

elongated fragment localizes the transcriptional start site upstream from the beginning of the Al 
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eDNA, in agreement with the primer extension analysis. Next, we performed RNase protection 

assays with a 325 bp Sstii-Noti genomic fragment (from -153 to +168 in Fig. lB) containing the 

extended exon 1 (El). This fragment was subcloned into the pGEM3 vector and a 32p labelled 

antisense RNA probe was hybridized to either QNR or heart RNA. A major fragment of 

approximately 170 nt in length was protected with QNR RNA but not with heart RNA (Fig. 2C). 

The RNA initiation site determined by this method was consistent with that defined by the 

primer extension experiments. Therefore the nucleotide located 15 bases 5' to the beginning of 

the Al eDNA was designated + 1, the start of transcription initiation. These results indicate that 

the Al mRNA is initiated at a new transcriptional start site involving a 5'extended version of 

exon 1. 

In order to determine whether this region exhibits a promoter activity, a 1010 bp Notl 

genomic fragment (from -839 to +168 in Fig. lB) was inserted in both orientations upstream 

from the bacterial CAT gene of the promoterless pBLCAT vector. The resulting plasmids 

(pPlNS and pPlNAS) were transiently transfected into QNR cells in parallel with pRSVCAT as a 

positive control and the promoterless pBLCAT5 vector as a negative control, and assayed for 

CAT activity. The results showed that the 1010 bp Notl fragment in the correct orientation 

(pPlNS, Fig. 3A, lane 1), but not the antisense orientation (pPlNAS Fig. 3A, lane 1) was able to 

drive the expression of the CAT gene in the transfected QNR. This promoter was also able to 

drive the expression of the CAT gene in the transiently transfected QEC, albeit with a lower 

efficiency but with an efficiency comparable to the previously characterized PO promoter (Fig. 

3B). This result shows the presence of a second Pax-QNR promoter (designated Pl), located 

about 3 Kbp downstream from the Pax-QNR PO promoter. Hereafter, we will refer to PO

initiated messengers for exon 0 containing mRNAs, and Pl-initiated messengers for mRNA 

containing the Al-specifie part of exon 1, but it should be noted that Pax-QNR produced 

additional mRNAs not evidenced in the RNase protection assay (12). 

Pax-QNR Pl promoter elements 

The sequence of the 5' flanking region of this downstream promoter (Fig. lB) revealed the 

presence of a TATA box-like sequence (AATATT) and a canonical CAAT box, located 
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respectively -23 and -66 nucleotides upstream from the transcriptional initiation site, at positions 

consistent with those usually found in eukaryotic genes. A computer-assisted search revealed a 

number of potential regula tory elements : se ven putative Sp 1 binding sites matching 7 to 10 bp 

of the consensus Spl binding sequence G;r(JGGCGGG;AG;ACIT (14); 10 potential E binding 

sites for the b!HLHILZ nuclear factors, such as mye and USF (for review see reference 27) ; two 

NF-KB-like sequences (consensus sequence GGGRAcTTYYCC see reference 20) and finally, 

close to the TATA box, two octamer binding sites at -36 and +5 (33, 30). 

Autoregulation of the Pax-QNR Pl promoter by the Pax-QNR protein 

In order to determine whether the Pax-QNR protein is able to regulate the Pax-QNR Pl 

promoter, equal amount of the pPlNS construct were cotransfected with increasing amounts of 

the pJ3n103 vector which expresses the the p46 Pax-QNR protein (described in ref. (25)), into 

QEC. Celllysates were collected two days after transfection, and the levels of CAT activity 

present in the lysates were determined. Co-transfection of the pPlNS with the vector expressing 

the Pax-QNR protein resulted in a 5 fold increase of CAT activity relative to the vector control 

(Fig. 4A, compare lanes 1 and 2). Thus the transcriptional activator p46Pax-QNR acts similarly on 

the PO (25) and P 1 promoters in vitro. 

To map the p46Pax-QNR responsive element(s) in the Pax-QNR Pl promoter, 5' deletion 

constructs of the promoter were tested for Pax-QNR responsiveness following transient co

transfection into QEC. Removal of the 5' sequences of the Pl promoter from the Notl site 

(position -839) to position -611 ( construct pPl ô5) had no effect on the Pax-QNR responsiveness 

(Fig. 4A, compare lanes 2 and 4). By contrast, further deletion to the Xhol site (position -379, 

construct pPlXN) abolished the Pax-QNR responsiveness (Fig. 4A, compare lanes 5 and 6). 

This suggests that the 232 bp promoter fragment, between position -611 and the Xhol site 

(position -379) contains a p46Pax-QNR responsive element. We tested this fragment for direct 

p46Pax-QNR protein-DNA binding by the electrophoretic migration shift assay (EMSA). Purified 

fragment was labelled and incubated with in vitro-synthesized p46 Pax-QNR protein. One DNA

protein complex was detected (Fig. 4B, lane 2, arrow). The formation of this complex was 

completely blocked after the addition of a specifie Pax-QNR antiserum described in Carrière et 
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al. (4) (Fig. 4B, lane 3) but not after the addition of preimmune serum (Fig. 4B, lane 4). These 

results demonstrate binding of the p46 Pax-QNR protein to the Pax-QNR Pl promoter sequences 

shown to mediate the Pax-QNR activation. The precise sequence recognized was further 

determined. A scaled-up band shift experiment was performed using bacterially expressed paired 

and homeodomain peptides (2S). The entire gel was treated with phenanthroline, and the free 

DNA and the DNA bound by the peptides were eluted and analysed on a sequencing gel. Only a 

paired domain binding region was identified within the 232bp ~S-Xhoi fragment.The 

comparison of the Pl promoter Pax-QNR-binding site with the PO (2S), chicken aA-crystallin 

(10), mouse aA-crystallin (9) and mouse N-Cam Ll (S) Pax-6 binding sites is shown in Figure 

4C. The alignment of the different sequences yielded a common pattern related to the Pax-6 

binding site derived by PCR-based selection (lS). 

PO- and Pl-initiated mRNAs are expressed in vivo in the ocular tissues 

In order to study the expression pattern of the PO- and Pl-initiated mRNAs in vivo, we 

performed in situ hybridization using riboprobes specifie for each of these mRNAs (see 

Materials and Methods). We performed seriai sections of quail or chicken embryos and 

hybridized them with the two specifie riboprobes. Results show (Fig. S) that the neuroretina both 

at embryonic day 9 (quail, Fig. SC, D) and 20 (chicken, Fig. SE, F), the corneal epithelium (Fig. 

SG, I) and the lens (not shown) expressed mRNAs initiated from PO and Pl. In the neuroretina, 

no difference in hybridization in the cellular layers could be distinguished with the two probes 

(Fig. S, compare panels C, D, E and F). In addition, the developing neural tube also expressed 

both mRNA species (Fig. SA, B). In contrast, in the pancreas, the Pl-initiated mRNAs were 

abundant whereas the PO-initiated mRNAs were not detected (38). Thus, these results indicate 

that both PO- and Pl-initiated mRNAs are expressed in the same celllayers in the neuroretina. 

PO- and Pl-initiated mRNAs are expressed differentially during neuroretina development 

To quantify the mRNAs initiated from PO and Pl, we performed RNase protection assays 

during neuroretina development. We used a riboprobe corresponding to the S'EcoRI-Hincll 

fragment of MC29-QNR2 eDNA which detects both the MC29-QNR2 mRNA initiated from the 

PO promoter and the Pl-initiated messengers (see Fig. 6A, top panel and reference (12). 
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Antisense labelled RNA probe was hybridized to total RNA extracted from quail neuroretinas 

dissected from E5 to E18 embryos and from chicks after hatching. PO-initiated mRNAs could be 

detected as a full-length protected fragment of 424 nt, whereas the Pl-initiated mRNAs (devoid 

of exon 0) could be detected as a smaller protected fragment of 323 nt (Fig. 6A, top panel). The 

results show (Fig. 6A, bottom panel) that in contrast to the PO-initiated mRNAs, the Pl-initiated 

mRNAs were clearly detected in the neuroretina from E5 embryos: a Pl/PO ratio of 61 was 

determined by densitometric scanning of the 323 and 424 radiolabeled bands, and this ratio 

varied from 61 to 0.4 between E5 and El8. The analysis of three independent experiments shows 

that the amount of the Pl-initiated mRNAs remained relatively constant from E5 to E8 and 

declined after this stage (Fig. 6B). In contrast, the PO-initiated mRNAs increased regularly from 

E5 to E8 (8 fold) and reached a plateau value at this stage (Fig. 6B). These results indicate that 

the two mRNA species are differentially expressed during neuroretina development. 

PO- and Pl-initiated mRNAs exhibit similar relative stability in ES neuroretina 

To explore the possibility that the two mRNA species undergo differentiai post

transcriptional processing, we studied the accumulation of these two messengers in the E8 

neuroretina in the presence of cycloheximide (known as a protein synthesis inhibitor which 

stabilizes the messengers that are rapidly degradated under normal conditions) or actinomycin D 

(an inhibitor of RNA Polymerases). As shown in Fig. 7 A, the ratio between PO- and Pl-initiated 

mRNAs is similar with or without cycloheximide or actinomycin D treatments, indicating no 

major differences in relative stability between these two mRNA species. This ratio, close to 2, is 

rather found for Ell instead of E8 QNR (ratio close to 6, see Fig. 6A). This may be explained by 

the 36 hours of in vitro culture separating the plating time from extraction. 

Differentiai Pax-QNR promoter usage is not linked to cellular proliferation events 

Since we have shown that the amount of the PO-initiated mRNAs is maximal after E8, during 

the period when the cellular proliferation declines (29), we determined whether this mRNA 

could be modulated by proliferation events. To test the possibility that an arrest in cellular 

growth could induce PO-initiation, we infected QNR cells with a Rous Sarcoma Virus (RSV) 

mutant expressing a tssrc gene (RSVtsNY68) known to maintain neuroretina proliferation at the 
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permissive temperature (37 °C); at a non-permissive temperature ( 41 °C), the cells stop growing 

(3). We examined the expression of the Pax-QNR mRNAs by RNase protection assays 

performed on these cells cultured at 37°C or shifted to 41 °C. The results show (Fig. 7C) that the 

Pl/PO ratio is similar at 37°C and 41 °C, indicating that stopping cell growth is not sufficient to 

modulate Pax-QNR initiation in QNR cells. 

When E7 neuroretina is cultured in vitro, the PO-initiated mRNAs are rapidly lost (Fig. 7B, 

compare lane ES to ES Pl and P3), while the level of Pl-initiated mRNAs remains constant. 

Since cultured QNR cells cease to proliferate (7), this is a further indication that PO-initiation is 

not linked to cell growth arrest. Disappearance of PO-initiated mRNAs could be explained if it is 

assumed that these messengers are expressed in post-mitotic neurons which are lost in the 

culture. The fact that PO-initiated mRNAs were clearly detected in the RSV tsNY6S-infected 

QNR cells (Fig. 7C, lane 37°C) but not in uninfected cultures, could be explained by the src 

protein activity. In fact, RSV tsNY6S has been described as being able to induce the 

proliferation of infected neurons (S) and therefore to maintain them in the culture. Thus, PO

initiated mRNA expression in the neuroretina after E5 may be concomitant with the onset of 

neuronal differentiation, rather than with the decrease in cellular proliferation. 

PO-initiated mRNAs are expressed during neuronal differentiation 

During the study of the effect of v-mye on the differentiation process, we observed that the 

retinal pigmented epithelial cells (RPE, Fig. SA) infected with the MC29 virus became 

transformed (Fig. SB) and acquired neuronal traits. These included neuronal morphology with 

long cellular processes (Fig. SC), and the expression of severa! neuronal markers (such as neuron 

specifie enolase NSE, Fig. SD ; a detailed characterization of these cells will be presented 

elsewhere). RNase protection assays performed on normal RPE show a low level of expression 

of Pl-initiated mRNAs. In contrast to the neuroretina, no variation in the Pax-QNR expression 

can be observed during RPE development (Fig. 9A). In addition, RPE does not show expression 

of the PO-initiated mRNA (Fig. 9A). In cultured RPE, or in MC29-transformed RPE without 

neuronal traits, only the Pl-initiated mRNAs are detected, albeit at a higher level than in RPE 

tissue (compare Fig. 9A lane ES with lanes RPE or RPE MC29, Fig. 9B). In contrast, MC29-
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transformed RPE exhibiting neuronal traits showed, in addition to the Pl-initiated rnRNAs, the 

PO-initiated rnRNAs (424 nt protected fragment, Fig. 9 B, lane RPE MC29 neurons). These 

results indicate that neurons efficiently accumulate Pax-QNR PO-initiated mRNAs. 

A Pax-QNR neuroretina-specific enhancer element functions in a promoter-specific 

manner. 

Ail the results described above suggest that the two Pax-QNR promoters PO and Pl are under 

the control of different regulators. We have recently characterized within the Pax-QNR gene, a 

neuroretina-specific enhancer element (located in exon a, see Fig. lA) active on a CAT 

construct driven by the Pax-QNR PO promoter (24). The activity of this enhancer prompted us to 

determine whether this element was able to enhance CAT activity driven by the Pax-QNR Pl 

promoter. For this purpose, a 460 bp EcoRV-Pstl Pax-QNR genomic fragment, containing the 

enhancer element, was cloned 3' to the CAT gene in the pPOCAT or pPlNSCAT vectors (Fig. 

10). The resulting constructs (pPOCAT EP and pPlNSCAT EP, Fig. 10) and their parental 

plasmids pPOCAT and pPlNSCAT were transiently transfected into E7 QNR and QEC, and 

assayed for CAT activity, expressed relative to the values for the parental plasmids. The results 

show (Fig. 1 0) that in E7 QNR cells, the enhancer element increased the CAT activity of the PO 

promoter by about six-fold, whereas it failed to increase the CAT activity of the Pl promoter 

above basallevel. In QEC, which do not express the PO-initiated rnRNAs, the enhancer element 

did not increase the CAT activity of either the PO or Pl promoters above basallevels (Fig. 10). 

Thus the activity of this Pax-QNR neuroretina-specific enhancer is restricted to the PO promoter 

and this may exp lain the differentiai activity of PO and Pl during neuroretina development. 

DISCUSSION 

Pax-QNR(Pax-6) is expressed through two promoters 

In this report we present evidence that the quai! Pax-6 (Pax-QNR) mRNAs are transcribed 

from two distinct promoters. We have isolated a eDNA clone, Al showing a new 5'UTR 
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sequence, which corresponds to a 5'extended exon 1. By primer extension and RNase protection 

experiments, we have shown that the Al initiation site is distinct from that described for the 

MC29-QNR2 mRNA (25) and maps 15 nt upstream from the 5' end of the corresponding eDNA 

clone. Moreover, this region is able to drive the expression of the CAT gene in transfected cells. 

Taken together, these results lead to the conclusion that the quail Pax-6 gene contains a second 

promoter located 3 Kbp downstream from the previously characterized PO promoter (25). 

The sequence of this promoter Pl includes a TATA box-like sequence (position -23) and a 

canonical CAA T box (position -66) as well as putative binding sites for regulatory proteins. Of 

particular interest are the octamer motifs located at positions -36 and +5, which are not found in 

PO. Octamer boxes (ATGCAAAT) are found upstream from a number of tissue-specifie and 

ubiquitously expressed genes. The octamer is bound by transcriptional regulators containing a 

DNA-binding motif referred to as the POU domain, and these proteins are developmental 

regulators (31, 32). Sorne of these genes are expressed in the developing eye (2) and the Pit-1 

gene, one of the POU-family members (31), is expressed in the anterior pituitary gland, like the 

Pax-6 gene (39). 

Pax-QNR(Pax-6) mRNAs initiated from PO or Pl are not accumulated similarly during 

neuroretina development 

RNase protection assays show that PO- and Pl-initiated mRNAs species are not expressed 

similarly during the neuroretina development. At E5, the Pl-initiated mRNAs are detected first. 

The amount of these mRNAs remained constant up to ES and decreased thereafter. PO-initiated 

transcripts were barely detected at E5. The amount of these mRNAs increased regularly up to 

ES, remained constant up to ElS and declined after hatching. Therefore, the accumulation of the 

PO-initiated mRNAs is maximal during the period when cellular proliferation declines. Using 

the RSV mutant tsNY6S, we showed that bath PO- and Pl-initiated mRNAs are expressed in 

proliferating cells and that their amounts are not modulated after the arrest of cellular growth. 

PO-initiated mRNAs follow neuronal differentiation 

We found that in contrast to the Pl-initiated mRNAs, the PO-initiated mRNAs disappear 

when E7 neuroretina are cultured in vitro. Indeed, the first cells lost from in vitro cultured 
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neuroretina are the small-rounded neuronal cells. In RPE, only Pl-initiated mRNAs are detected. 

RPE represents a useful model since neuronal differentiation from RPE cells has been already 

documented after bFGF treatment of chicken RPE in vitro (24) or in vivo (23). Oncogenes 

usually block this differentiation process, but induction of differentiation has been documented 

for the mye oncogene in neural crest cells (16). MC29 carrying the v-mye oncogene transforms 

RPE cells and is able to induce neuronal differentiation as judged by morphological criteria and 

NSE expression. Using MC29-infected RPE, we demonstrated that PO-initiated mRNAs are 

detected only after the expression of neuronal markers. This suggests that the expression of these 

mRNAs is associated with neuronal differentiation events and that factor(s) present in the 

differentiating neurons are able to promote PO initiation. 

What distinguishes PO from Pl ? 

We have recently characterized within the Pax-QNR gene a cis-acting DNA element 

enhancing the expression of the Pax-QNR PO promoter in the neuroretina cells, but not in QEC 

or in RPE cells (26). The activity of this neuroretina-specific enhancer is restricted to the PO 

promoter since the Pl promoter remains unresponsive toit. Moreover, in QNR cells the activity 

of this enhancer is weak at E5 and high at E7 /E8 and parallels the level of expression of PO

initiated mRNAs (26). These results suggest that this enhancer participates, in a developmentally 

regulated way, in PO initiation and that the two Pax-QNR promoters PO and Pl undergo 

differential regulation. 

The PO-initiation is induced upon neuronal differentiation. Why would PO initiation be 

necessary in these cells since Pl initiation is also occurring? This may be because sorne critical 

event taking place during the neuronal differentiation is dependent on the amount of Pax-QNR 

proteins. Indeed, the dominant phenotype obtained with heterozygous animais where only one 

copy of Pax-6 is present demonstrates the importance of the protein dosage for Pax-6 function 

(36, 18). A distinct initiation site used by neurons may be the way to increase the amount ofPax

QNR mRNAs and proteins in these cells, without affecting the amount ofPax-QNR rnRNAs and 

proteins in the neighbouring cells. This may suggest that Pax-QNR target promoters could be 

regulated differentially depending on the amount of Pax-QNR transcription factor present in the 
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cell. Since the nucleotide sequence of the Pax-6 binding sites already identified is 

heterogeneous, it is conceivable that the Pax-6 binding affinity and transcriptional response may 

differe from one site to another. Therefore, the amount of Pax-6 required to trans-activate a 

particular gene may be dependent from the binding site(s) present in the promoter, and a gradient 

in the protein amount may be a way to activate distinct target genes during retinal 

differentiation. In addition, these observations also suggest that mutations located outside the 

Pax-6 locus and affecting the promoter usage, but not the protein structure, may be involved in 

sorne Aniridia phenotypes when the Pax-6 coding sequence is found to be unaltered (36). 
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-661 AAGAGAA~ATGC=ACGA=ATTTCA=CCGCGCGTCCATCCCTCC 
~ 

-601 CTCCC~GCCTCCCGGAATCCCC=CCCTCTCCTTCTTCCCACCGCCGTTC 

~ NF-KB 
-541 ~CATC~CCGTCCCCTCTGTCTCCTCGTCCrc=GCCCT 

~ ~ E-box 
-481 ~=cGAGG~GCCCTC~GCTGA 

Xhol 
-421 TCCGAA=ccrcCA=CCTCTGAA=ccrccA=cCTCTCGAGAGCCCTCCACGAG 

~ 
-361 CTGAGTGC=CGAGCCCTGGGGGGCGAGATGCCCCGTTCCGCGCAGCGCCC~ 

~ 
-301 CTCCCCTGCGcrGTGCCCCcrcrcCCCCGTCGcrCTCTGCC~GCCCCGACCCG 

~ ~ ~Sp~l~~ 
-121 ATCGCA~AAAC=TGC~GCc=c=GCGGGGC@CAAiJ 

CctB 
-61 c===AGGCGA=~~GGGAGCGAAC 

r- Oct 1/Z 5'cDNA Al 
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+119 TCA=AAT=cCAGroAAGAGCGGTGGAGGCGAGGCAGGAGC=GCATCO 

+179 ÀTTÀGëciëàGGGèC:GëëAA~c=ccc==cAcëG<:Gl 
Sstll . extended exon1) SA <>El 
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Al CAGAGGTCAGGCTCTGCTMTGGCCCA.CTCMGACCGGTCGAGGCGAGGCAGGAGCGGC-CGCA.TCCATTA 
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HPX CAGACCTCACGCT'rCGCTAATCCCCCACTCACCAGCGGTGGACCCCACCCCGCCGCCGCACACACACATTA 
10 20 lO 40 50 60 70 

(A) Exon structure of the quail Pax-QNR gene and comparison between the MC29-
QNR2 and Al cDNAs. The boxes indicate the exons. (B) Sequence of the Pax-QNR 
P 1 promo ter. The sequence corresponds to a 1140 bp genomic fragment of the Pax
QNR gene. The arrow represents the transcriptional start site. The sequence is 
numbered from the start site. In grey, sequence of the A 1 5' UTR. SA, splice 
accepter indicates the exonO/ 6.exonl junction. (C) Comparison of the 5'UTR 
sequences of the Al eDNA and the human }..HPX-2 eDNA (HPX in the figure) 
( described in ref.l7). Double dots indicate identity of bases at that positions. 
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Figure 2 Mapping of the transcription start sites of the Pl Pax-QNR promoter. (A) Primer 
extension analysis. 1 ~g of Poly(A+) quail RNA from neuroretina (QNR) or heart 
was hybridized to a 5' end-labelled 30-mer oligonucleotide primer. After reaction 
with reverse transcriptase, the products were analyzed on a 6% sequencing gel along 
with a sequencing ladder (M13mp18 template using the 17-mer universal primer). 
The positions of the transcriptional start sites are indicated by arrows. (B) Mapping 
of transcription start sites by external primer extension analysis. A M13mpl8 DNA 
carrying the RNA-complementary strand of exon 1 and the promoter region (Sstii 
genomic fragment, from -153 to +263) was used as template and hybridized to 100 
~g of total RNA from QNR and heart or lng of in vitro synthesized Al sense RNA 
(lane control Al). 32p end-labelled M13mpl8 17-mer universal primer was 
hybridized, extended with Taq DNA polymerase and analyzed on a 6% sequencing 
gel. (C) RNase protection analysis. Total RNA (20 ~g) from QNR and heart was 
hybridized with an antisense RNA probe prepared from the 325 bp Sstii-Notl 
genomic fragment. Following RNase digestion, the samples were analyzed on a 5% 
sequencing gel. The sequencing ladder (M13mpl8 template using the 17-mer 
uni versai primer) was used to determine the number of nucleotides in the fragments 
protected by the RNAs which are indicated by arrows. 
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Figure 3 : CAT activities of the promoter region. (A) Plasmids pP1NS and pP1NAS contain the 
1.01 Kbp Notl fragment cloned in the pBLCAT6 reporter plasmid, upstream from 
the CAT gene in the sense or the antisense orientation, respectively. QNR were 
transfected with 10 11g of pP1NS (lane 1), pP1NAS (lane 2) and the promoterless 
vector pBLCAT5, (lane 3). 1 11g of the pRSVCAT was used as a positive control 
(lane 4). 0.5 11g of plasmid RSV~-gal were co-transfected with the CAT constructs 
as an internai control of transfection efficiency. (B) Expression of Pax-QNR 
promoters in QNR and QEC cells. The pP1NS or the PO promoter, pXA (10 11g), 
pRSVCAT (1 11g) constructs were co-transfected with 0,5 11g of pRSV~-gal into 
either QNR or QEC. The results shown are the averages of three separate 
experiments, with the standard deviations indicated by error bars. 
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Figure 4 : Activation of the PlPax-QNR promoter by the Pax-QNR protein. (AfS-fri.icfure of 

the deleted CAT constructs, and analysis of their activation by Pax-QNR. QEC were 
transfected with 1 J.Lg of CAT constructs and 5 f.Lg of the pJ3n 103 plasmid containing 
the MC29-QNR2 eDNA insert. The total amount of DNA in the transfection was 
kept constant by addition of the vector control, pBn. The CAT activities were 
performed using equal amounts of proteins. (B) Gel retardation analysis of DNA 
fragments spanning the Pax-QNR promoter region required for Pax-QNR-dependent 
activation. The end-labelled 232 bp A5-Xhol fragment (from -611 to -380) was 
incubated in the presence of in vitro translated Pax-QNR protein in the sense (S, 
lanes 2, 3 and 4) or antisense (AS, lane 1) orientation, supplemented or not(-) with 
antiserum directed against the carboxy-terminal part of the Pax-QNR gene products 
(i, lane 3) or preimmune serum (pi, lane 4). (C) Alignment of the Pax-QNR/Pax-6 
recognition sequences in the Pl promoter (QPl), the PO promoter (QPBl, QPB2, 
25), the chicken uA-cristallin promoter (Ca.A, 10) the meuse uA-cristallin promoter 
(MaA, 9) and the meuse N CAM-Ll promoter (5).Uppercase letters indicate at least 
54% conservation of each nucleotide; lowercase letters indicate at least 36% 
conservation of each nucleotide. Pax-6 cons reffer to the paired-domain consensus 
binding site derived by the PCR-based selection (15). 
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Figure 5 : Detection of PO- and Pl-initiatedPax-QNR mRNAs by in situ hybridization in quail 
and chicken. (A) Hybridization of E3.5 transversal chicken section with a 35S
labelled PO antisense probe (encompassing exon 0). Bars : 125 J.l.ITI. (B) Adjacent 
section hybridized with a 35S-labelled Pl antisense probe (encompassing the 
extended exon 1). (C) Hybridization of E9 quail eye section with a PO antisense 
probe. (D) Adjacent section hybridized with a Pl antisense probe. (E) Hybridization 
of E20 chicken eye section with a PO antisense probe. (F) Adjacent section 
hybridized with a Pl antisense probe. (G) Hybridization of E20 chicken corneal 
section with a PO antisense probe.(H) Adjacent section hybridized with a PO sense 
probe as control. (1) Adjacent section hybridized with a Pl antisense probe. 
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Figure 6 :Variations in the accumulation of PO- and Pl-initiated Pax-QNR mRNAs during 
neuroretina development. (A) RNase protection experiments. The structure of the 
(32P) eRNA probe and predicted fragments (open box) derived from MC29-QNR2 
eDNA subcloned in a pGEM4 plasmid shown diagrammatically at the top of the 
figure. Bold line, linker sequence. The 424 nts fragment should detect the PO
initiated mRNAs whereas the 323 nts fragment will detect the Pl-initiated 
messengers. 20 !lg of total RNA were used for each point. RNA were extracted from 
embryonic quail neuroretina dissected at indicated days, and after hatching, H. M, 
end-labelled Hinfl-digested pBR322. The intensity of the 323 and 424 nts fragments 
was measured by densitornetry and the ratio of 323/424 fragment intensities is 
shown below each lane. (B) The intensity of each protected fragment shown in panel 
A, measured by densitornetry was expressed in arbitrary units as the RNA level. As 
a control, the intensity of a GAPDH protected fragment was similarly rneasured. 
The results are the averages of three separate experiments until E14 and only two for 
late stages and GAPDH, with the standard deviations indicated by error bars.( •) 
GAPDH; ( 0) Pl-initiated messengers; ( e) PO-initiated rnessengers. 
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Figure 7 : Study the stability of PO- and Pl-initiated Pax-QNR mRNAs in E8 neuroretina. (A) 
RNase protection experiment performed with 20 J.Lg of total RNA isolated from 
neuroretina treated 36 hours after plating as indicated on the top of the figure. (B) 
RNase protection experiment performed with RNA from neuroretina dissected from 
E7 or E8 quail embryos, or extracted after in vitro propagation. Pl refers to 
neuroretina after one passage, and P3 after three passages.(C) RNase protection 
experiment performed with RNA from neuroretina dissected from E7 quail embryos 
infected in vitro with the RSV tsNY68 virus passaged four times at 37°C. The 
transformed cells were then transferred at 41 oc for two da ys, and extracted. The 
intensity of each protected fragment was measured by densitometry and the ratio of 
the 323/424 intensities indicated below each lane. 
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Figure 8 : Morphology of cultured RPE (A), MC29(RAV-1) transformed RPE (B), and 
MC29(RA V-1) transformed RPE exhibiting a neuronal phenotype (C). Anti-neuron
specific enolase immunoreactive proteins were detected on fixed RPE MC29(RA V-
1) cells with fluorescein isothiocyanate-labelled swine anti-rabbit immunoglobulin 
as secondary reagent (D). 
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Figure 9: Variations in accumulation of PO- and Pl-initiated Pax-QNR mRNAs during retina 
pigmented epithelium development. (A) RNA were extracted from embryonic quail 
RPE dissected at indicated developmental stages, and as a control from Ell 
neuroretina. (B) RNase protection experiment performed with RNA isolated from 
cultured cells described in Fig. 8. 
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Figure 10 : Activity of a Pax-QNR neuroretina-specific enhancer element (26) on the two Pax
QNR promoters. The pPOCAT EPand pPINSCAT EP contain the 460 bp EcoRV
Pstl fragment inserted in the natural orientation, 3' to the CAT gene in plasrnids 
pPOCAT (25) and pPlNSCAT, respectively. These plasrnids were transiently 
transfected into QNR E7 and QEC and CAT activities were measured with an 
Instant Imager (Packard). CA T activities of the enhancer constructs are expressed 
relative to that for the parental plasrnids. The Pstl (P) and EcoRV (E) restriction 
enzyme sites used to generate the enhancer CAT constructs are marked. The results 
are the averages of three independent experiments performed in duplicate using two 
different DNA preparations, with the standard deviations indicated by error bars. 
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DISCUSSION 
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Afin d'étudier les mécanismes régissant le développement de l'œil, nous nous sommes 

intéressés au gène Pax6/Pax-QNR. Ce gène est spécifiquement exprimé dans cet organe et son 

importance au cours du développement est attestée par le fait que des mutations du gène Pax6 

sont responsables d'anomalies de développement de l'œil à l'état hétérozygote et d'une absence 

totale d'œil à l'état homozygote. 

Rôle du facteur de transcription Pax-QNR 

Nous avons montré que ce gène code un facteur de transcription, cependant le rôle que 

joue la protéine Pax-QNR dans le développement de l'œil est encore mal connu. En attendant 

l'identification des gènes cibles de ce facteur de transcription, quelques données préliminaires 

permettent de supposer : 

- un rôle dans la différenciation : Pax6 est en effet impliqué dans la régulation du gène 

codant la cristalline aA, protéine exprimée spécifiquement dans le cristallin (Cvekl et al. 1994, 

1995). 

-un rôle dans la migration cellulaire: le promoteur du gène codant la molécule d'adhésion 

cellulaire neuronale N-CAM L1 contient des sites de fixation pour le domaine paired de Pax6 

(Chalepakis et al. 1994). Les molécules d'adhésion cellulaires sont particulièrement importantes 

pour les mécanismes d'adhésion et d'interaction cellulaires (pour revue voir Hynes et Lander 

1992). 

La démonstration d'un gène cible pour un facteur de transcription est en effet difficile à 

établir. Des outils performants sont à notre disposition pour réaliser les études in vitro, mais la 

réelle difficulté réside dans l'application et la généralisation de ces résultats pour les 

observations in vivo. La seule détermination de sites de fixation ou de modulation 

transcriptionnelle d'un promoteur obtenus in vitro constituent des éléments bien fragiles pour 

démontrer la relevance physiologique de ce mécanisme. Même si la co-expression du régulateur 

et du produit du gène cible sont montrées et que ce dernier est modulé par l'expression ectopique 

du régulateur in vivo, des questions restent entières. Est-ce que le mécanisme moléculaire 
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montré in vitro a effectivement lieu in vivo? Si oui, à quel moment, dans quel contexte et dans 

quelle cellule ? 

Nous nous sommes intéressés à la régulation transcriptionnelle de ce gène qui présente une 

expression restreinte à quelques tissus et qui est régulée au cours du développement. L'isolement 

de gènes impliqués dans la régulation du gène Pax-QNR permettrait ainsi d'avoir accès à des 

gènes impliqués dans les processus de développement de la neurorétine. 

Deux promoteurs dirigent l'expression du gène 

Nous avons pu montrer que le gène possède deux régions de promotion distinctes (PO et 

Pl) à partir desquels sont initiés des ARNm susceptibles de coder des protéines identiques. Nous 

pouvons alors nous interroger sur le rôle respectif de chacun des promoteurs et de l'intérêt que 

peut apporter ce type de structure pour l'expression du gène. L'un des avantages réside dans le 

fait que chaque promoteur peut être soumis à des régulateurs différents. En effet, l'analyse des 

sites de fixation consensuels pour des facteurs de transcription présents dans les séquences 

promotrices révèle que le promoteur PO pourrait être régulé par le facteur de transcription 

Krox24 alors que le promoteur Pl pourrait être régulé par des protéines de la famille POU. A ce 

propos, il est intéressant de noter que Pax6 est exprimé dans les rhombomères 3 et 5 chez la 

souris, zone d'expression de Krox24 (Li et al. 1994; M.C.Langlois, résultats non publiés). De 

plus, des études d'expression in toto réalisées dans le laboratoire ont permis de montrer que les 

ARNm initiés au promoteur PO sont effectivement exprimés dans les rhombomères 3 et 5 chez la 

caille (M.C. Langlois, résultats non publiés). L'étude de la régulation du gène Pax-QNR par la 

protéine Krox24 mériterait par conséquent d'être approfondie. 

En ce qui concerne la régulation du promoteur P 1, il est important de signaler que 

certaines protéines POU sont spécifiquement exprimés dans la rétine comme Brn3, ainsi que 

dans le tube neural (revue de Wegner et al. 1993). Enfin, l'avantage de posséder deux régions de 

promotion distinctes soumises à des régulateurs différents est illustré par le statut d'expression 

de Pax-QNR dans le pancréas et la rétine pigmentaire où aucune expression des ARNm initiés à 
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partir du promoteur PO n'a pu être décelée alors que les ARNm initiés au promoteur Pl sont 

abondants. 

Le promoteur PO est induit au cours de la différenciation neuronale de la rétine 

pigmentaire 

L'étude de l'expression des ARNm initiés au promoteur PO et Pl au cours du 

développement de la neurorétine a permis de montrer que les deux promoteurs fonctionnent dans 

les mêmes couches cellulaires, et que les intensités relatives des ARNm initiés à chacun des 

promoteurs varient. En résumé, le taux des ARNm initiés au promoteur Pl est relativement 

constant alors que le taux des ARNm initiés au promoteur PO, très faible aux stades précoces, 

augmente fortement aux stades plus tardifs. De ces résultats découlent la conclusion que le 

promoteur PO est un promoteur induit au cours du développement alors que le promoteur Pl 

peut être considéré comme constitutif au sein des territoires d'expression du gène Pax-QNR. 

Les ARNm initiés à partir du promoteur PO apparaissent en même temps que l'arrêt de 

prolifération cellulaire et la différenciation des neurones dans la neurorétine. De plus nous avons 

pu montrer que la trans-différenciation de la rétine pigmentaire en neurones s'accompagne 

également d'une expression des ARNm initiés au promoteur PO. Il est donc tentant d'imaginer PO 

comme un promoteur inductible spécifiquement exprimé dans la différenciation neuronale. 

Comme chaque promoteur initie la synthèse d'ARNm codant les mêmes protéines (p46 et 

p32/33), ce mécanisme de régulation permettrait alors d'augmenter le taux intracellulaire des 

protéines Pax-QNR dans les neurones. Cette notion est importante car l'aspect semi-dominant de 

la mutation de ce gène chez la souris et chez l'homme suggère que les gènes cibles de Pax6 sont 

dépendants d'un effet dose de ce dernier pour leur régulation. Nous pouvons supposer que 

l'induction du promoteur PO permet d'augmenter le taux des protéines Pax6/Pax-QNR et ainsi 

d'induire les cellules à s'engager dans un programme de différenciation. 
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Les protéines Pax-QNR réguleraient selon un mécanisme "dose-dépendant" 

Nous pouvons alors nous interroger sur les mécanismes moléculaires qui vont générer 

cette diversité de réponse dépendante de la quantité de la protéine Pax-QNR. Des études 

réalisées chez la drosophile montrent que ce type de régulation dépend de la présence de 

plusieurs sites de fixations de basse affinité présents dans les séquences de régulation du gène 

(Jackie 1994). Le taux d'activation obtenu est dépendant du nombre de sites présents, de leur 

affinité respective pour la protéine trans-activatrice, ainsi que de la concentration de cette 

protéine. 

En ce qui concerne la protéine P46Pax-QNR, nous avons montré que celle-ci régule 

positivement ses promoteurs (PO et Pl). L'étude du mécanisme d'autorégulation du gène Pax

QNR a permis de mettre en évidence plusieurs sites de fixation pour la protéine P46Pax-QNR sur 

le promoteur PO, qui est sensible à la quantité de trans-activateur. Au niveau des régions de 

promotion des gènes cibles potentiels de la protéine Pax6 (N-CAM LI et a.A cristalline) (Cvekl 

et al. 1994; Chalepakis et al. 1994) plusieurs sites de fixations pour cette protéine sont 

également identifiés. Ces différents sites sont caractérisés par des dégénérescences de bases par 

rapport au consensus optimal pour la fixation établi par des expériences de polymérisation en 

chaînes (PCR)( discuté ultérieurement). Ces sites pourraient par conséquent correspondre à des 

sites de basse affinité. Il s'ensuit qu'il s'établira un équilibre en solution entre les protéines 

Pax6/Pax-QNR libres et celles liées à l'ADN, dépendant de l'affinité pour le site de 

reconnaissance et de la concentration en protéine présente en solution. Il est donc tout à fait 

envisageable que les gènes cibles soient sensibles à un effet dose de ce facteur par 

l'intermédiaire du nombre et de l'affinité des sites de fixation présents dans les régions de 

régulation. 

Analyse des séquences de ÏIXation de la protéine P46Pax-QNR 

Pour les protéines Paxl, Pax2, Pax3 et Pax6, les études de propriété de liaison à l'ADN des 

domaines paired et homéo ont été réalisées sur des séquences artificielles dérivées de la 

séquence e5 : séquence de fixation pour la protéine Paired de drosophile présente dans le 
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promoteur du gène even-skipped (Treisman et al. 1991 ; Chalepakis et al. 1991 ; Dozier et al. 

1993; Fickenscher et al. 1993; Chalepakis et al. 1994). Ces séquences ne représentent pas les 

séquences physiologiques pour la fixation de ces différentes protéine. 

La mise en évidence du mécanisme d'autorégulation nous a donc permis d'accéder à une 

séquence de fixation physiologique de la protéine Pax-QNR. Au sein du promoteur PO nous 

avons identifié deux sites de fixation pour chacun des domaines paired et homéo de la protéine 

p46Pax-QNR et nous avons notamment montré que les séquences de reconnaissance du domaine 

paired sont étendues et dégénérées. Le groupe deR. Maas (Epstein et al. 1994a) a déterminé la 

séquence optimale de fixation du domaine paired de Pax6 et les résultats obtenus aboutissent 

aux mêmes conclusions. En effet, le consensus dégagé qui contient peu de bases définies comme 

invariantes (voir article IV figure 4C) peut être muté ponctuellement sans affecter la fixation à 

l'ADN de la protéine Pax6. Les travaux réalisés dans le groupe de H. Busslinger (Czerny et al. 

1993) confirment également que les séquences reconnues par le domaine paired des protéines 

Pax sont beaucoup plus étendues que le consensus de fixation GTTCC initialement décrit. Nous 

avons comparé le consensus de fixation établi par le groupe de R. Maas avec les différentes 

séquences de fixation décrites pour la protéine Pax6/Pax-QNR, issues des promoteurs de ses 

gènes cibles potentiels :le gène codant l'a.A cristalline (Cvekl et al. 1994, 1995), le gène codant 

la NCAM-L1 (Chalepakis et al. 1994) et le gène Pax-QNR (article 1). Les séquences de fiXation 

sont difficilement comparables entre elles et présentent des divergences plus ou moins 

importantes avec le consensus établi précédemment (voir article IV figure 4C). Il sera donc 

difficile de rechercher des gènes cibles sur le seul critère d'homologies de séquence avec la 

séquence optimale de fiXation définie par Epstein et al. (1994a). 

Le fait que le promoteur PO contient des sites de fixation pour le domaine paired et homéo 

suggère que la protéine se fixe aux séquences promotrices par l'intermédiaire de ses deux 

domaines. Treisman et al. ( 1991) ont montrés que les domaines paired et ho méo de la protéine 

Paired de drosophile agissent coopérativement pour la fixation à l'ADN sur la séquence e4 

(présente dans le promoteur du gène even-skipped). Ces sites de fixation paired et homéo sont 

dégénérés par rapport aux sites de reconnaissance présents sur e5 et sont espacés de deux tours 
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d'hélice. Il est alors intéressant de noter qu'il en est de même pour les séquences de fixation 

paired et bornéo présentes au sein du promoteur PO, ce qui permet également d'envisager un 

mécanisme de coopération entre les domaines paired et bornéo pour la fixation de la protéine 

Pax-QNR sur ce promoteur. 

Les régulateurs transcriptionnels du gène Pax-QNR 

Nous avons montré qu'un contrôle transcriptionnel du gène Pax-QNR est en partie 

responsable de la différence d'expression observée entre la neurorétine et des cellules 

n'exprimant pas ce gène (cellules embryonnaires de caille : QEC ; rétine pigmentaire : RPE). 

Différents éléments (protéines Pax et Myb, séquence activatrice a) sont capables de moduler 

l'expression du/des promoteur(s) du gène Pax-QNR (FIGURE 33) .. La question qui découle de 

ces résultats concerne l'identification de tous les régulateurs transcriptionnels responsables de 

l'expression du gène Pax-QNR dans la neurorétine mais aussi de leur intervention au cours du 

temps. 

Des études récentes montrent que certaines protéines Pax sont susceptibles de fixer et de 

réguler par l'intermédiaire de séquences identiques (Czerny et al. 1993 ; Glaser et al. 1994)). Par 

exemple, Pax2 est capable de réguler des séquences reconnues par Pax6 (Glaser et al. 1994). Il 

est alors concevable que Pax6 soit régulé par d'autres protéines Pax. A ce propos il est 

intéressant de signaler que le gène Pax2 est également exprimé dans la rétine (revue de 

Tremblay et Gruss 1994). 

La présence de sites de fixation bornéo au sein du promoteur permet également de 

suggérer que d'autres protéines à homéodomaine régulent le gène Pax-QNR. Beaucoup de 

protéines à homéodomaines reconnaissent en effet les mêmes séquences d'ADN (Hoey et Levine 

1988). 

La mise en évidence d'un mécanisme d'autorégulation positive s'exerçant sur les deux 

promoteurs suggère que la protéine p46Pax-QNR est un régulateur transcriptionnel de son gène. 

Durant le développement embryonnaire, dans la neurorétine deux phases d'expression du gène 

Pax-QNR peuvent être distinguées : une phase d'induction aux stades précoces (ES à E8) et une 
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FIGURE 33 : Modèle de régulation du gène Pax6. 
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phase de maintien du taux d'expression (E8 à l'éclosion) (Martin et al. 1992 et article 4). Nous 

avons montré que le taux de stimulation du promoteur PO induit par la protéine p46Pax-QNR 

augmente proportionnellement en fonction de la quantité de trans-activateur appliqué (Article 1, 

Figure 3B canaux 4,5 et 6). Comme l'accumulation de la protéine p46Pax-QNR suit celle des 

ARNm (Carrière 1995), il n'est peut être pas naïf de penser que le mécanisme d'autorégulation 

s'exerce dans la phase ou l'accumulation de la protéine est maximale, phase de maintien du taux 

d'expression de ce gène. L'importance de ce mécanisme durant la phase précoce pourrait alors 

être négligeable : les promoteurs seraient en effet peu induits puisque la protéine p46Pax-QNR 

n'est présente qu'en faible quantité. Une hypothèse inverse permet néanmoins d'envisager que ce 

mécanisme d'autorégulation prenne effet aux stades précoces et atteigne rapidement un plateau, 

la quantité de protéine p46Pax-QNR étant en excès par rapport au promoteurs régulés. 

Se pose alors le problème de connaître les (autres) facteurs responsables de l'induction du 

gène Pax-QNR aux stades précoces du développement de la neurorétine. La mise en évidence 

d'une part d'une co-expression du proto-oncogène c-myb et du gène Pax-QNR durant ces stades, 

d'autre part de l'effet de la protéine c-Myb sur l'activité des deux promoteurs du gène Pax-QNR 

suggèrent que cette protéine pourrait être un régulateur transcriptionnel du gène Pax-QNR lors 

du développement de la neurorétine. Il est intéressant de signaler que le proto-oncogène c-myb a 

déjà été associé à des événement de prolifération et de différenciation cellulaire dans des lignées 

hématopoïétiques et de neuroblastomes, l'extinction de son expression précédant les processus 

de différenciation (Quéva 1993). La possibilité que la protéine c-Myb soit un régulateur 

transcriptionnel du gène Pax-QNR dans la neurorétine élargit le spectre d'activité de cette 

protéine, jusque là restreint au système hématopoïétique. L'étude du mode d'action moléculaire 

de la protéine c-Myb a permis de mettre en évidence une activité régulatrice indépendante de la 

liaison à l'ADN, qui implique des séquences de fixation pour TBP particulières. En effet, la 

conversion de la boîte TATA du promoteur PO en boîte TATA du promoteur SV40 abolit cette 

activité particulière de la protéine c-Myb. Ce mécanisme, précédemment décrit pour le 

promoteur du gène HSP70 (Klempnauer et al. 1989; Foos et al. 1993) suggère que la protéine 

c-Myb est capable d'interagir spécifiquement avec les facteurs de transcription généraux. Une 
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interaction physique avec TBP serait envisageable, mais dans ce cas comment expliquer la 

nécessité d'une séquence TATA particulière? Une explication possible résiderait dans des 

changements conformationnels de TBP en fonction du type de séquence TA TA fixée, qui 

auraient pour conséquence de masquer ou de dévoiler la zone d'interaction avec la protéine c

Myb. Une autre explication serait que la protéine c-Myb interagirait avec un facteur de 

transmission dont le recrutement autour de TBP dépendrait du type de séquence TATA. 

Toutefois, nous sommes en mesure d'établir que plusieurs types de séquence TATA sont 

sensibles à l'effet indirect de la protéine c-Myb puisque les promoteurs des gènes HSP70, PO et 

Pl de Pax-QNR sont régulés suivant ce mécanisme et n'ont pas les mêmes séquences TATA. 

Nous avons identifié au sein du gène Pax-QNR une séquence activatrice a., située 7,5 Kbp 

en aval du promoteur PO, qui régule spécifiquement ce promoteur et non le promoteur P 1. 

L'activité de la séquence a est spécifique de la neurorétine et régulée au cours du développement 

puisqu'il est actif sur le promoteur PO dans des QNR E7 alors qu'il est inactif dans des QNR E5. 

Puisque son activité est corrélée avec l'expression des ARNm initiés au promoteur PO dans la 

neurorétine in vivo, l'activateur a pourrait jouer un rôle dans l'induction du gène Pax-QNR 

(promoteur PO) in vivo aux stades précoces du développement de la neurorétine. Dans ce cas, si 

comme nous le supposons, les ARNm initiés au promoteur PO sont induits dans les neurones, il 

est tentant d'imaginer que les facteurs se fixant sur la séquence a sont des protéines neuronales. 

L'isolement de ces protéines permettra de les étudier et de vérifier leur implication dans les 

mécanismes de différenciation neuronale. Reste à comprendre comment fonctionne cet 

activateur. Le fait que l'activité de a. s'exerce sur le promoteur PO mais pas sur le promoteur Pl 

suggère que, outre les facteurs fixant la séquence a, des protéines additionnelles sont 

impliquées. Ces protéines pourraient permettre l'action de a. sur le promoteur PO en agissant 

comme co-activateurs et/ou au contraire empêcher l'action de a sur le promoteur Pl en agissant 

comme inhibiteurs. Dans les deux cas (co-activateur ou inhibiteur), ces protéines pourraient 

interagir directement avec les séquences du promoteur ou constituer un lien entre les facteurs de 

transcription spécifiques fixés sur 1' activateur a et les composants de la machinerie 
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transcriptionnelle du promoteur (il s'agirait alors de TAFs). Dans ce cas, il est envisageable que 

des TAFs différentes soient recrutées par les deux promoteurs. Suite à l'observation d'une très 

grande homologie des séquences TATA présentes dans les promoteurs PO et TK (tous deux 

induits par a) et différentes de celle du promoteur Pl, nous avons envisagé la possibilité que 

l'activation transmise par a soit dépendante du type de boîte TATA. Nous avons interchangé la 

boîte TATA du promoteur PO en boîte TATA du promoteur Pl afin de déterminer si la 

transmission de l'activation nécessite des séquences de fixation pour TFIID particulières comme 

nous l'avons montré pour Myb. Le promoteur PO muté est toujours activé par a, ce qui suggère 

que le contexte des séquences environnantes est essentiel. Il faudrait alors recourir à de la 

mutagenèse aléatoire sur le promoteur afin d'identifier les élément cis impliqués dans 

l'interaction avec la séquence a.. A cinq jours de développement embryonnaire l'activateur a. ne 

fonctionne pas, bien que des interactions de protéines avec la séquence a. soient visualisées 

(quoique plus faibles). Ceci signifie soit que les facteurs se fixant sur a ne sont pas assez 

abondant pour activer le promoteur PO, soit ils ne sont pas fonctionnels, soit les protéines 

accessoires (TAFs) sont manquantes ou non fonctionnelles. La dernière hypothèse, la plus 

simple, consisterait à ce que l'absence relative d'activité de la séquence a dans ces cellules soit 

liée au très faible nombre de cellules différenciées dans lesquelles, prise individuellement, la 

séquence a fonctionnerait. La neurorétine est un tissu, donc caractérisée par la présence de 

plusieurs types cellulaires. L'activité CAT mesurée après transfection ne permet pas de 

distinguer les cellules dans lesquelles a fonctionne de celles ou a ne fonctionne pas. Il n'y aurait 

alors que lorsque le nombre de cellules différenciées augmenterait en nombre suffisant (E7) que 

l'activité de a deviendrait décelable. 

L'activateur a. caractérisé révèle une structure assez complexe. Il est constitué de quatre 

modules différents répartis sur 210 paires de bases fixant des facteurs identiques ou apparentés. 

Chaque module fixe plusieurs protéines. Nous n'avons pas encore identifié chaque composant 

protéique. L'analyse de la séquence nucléotidique de chaque module et sa comparaison avec les 

sites de fixation de facteurs de transcription connus permet néanmoins d'envisager l'intervention 

de facteurs de transcription de type POU, HMG (pour High Mobility Group) et ATF/CREB. La 
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détermination de ces facteurs pourra être abordée en étudiant plus précisément les séquences 

nucléotidiques responsables de la fixation de chaque facteur. L'intervention de chacun de ces 

facteurs s'avère intéressante a approfondir. Certains membres de la famille POU sont 

spécifiquement exprimés dans la rétine et le système nerveux central (revue de Wegner et al. 

1993). Les membres de la famille ATF/CREB sont les agent terminaux de la voie d'activation 

dépendante de la protéine kinase A, voie très utilisée et importante dans les neurones (revue de 

Frank et Greenberg 1994). Enfin, les protéines HMG sont suspectées jouer un rôle structural 

dans l'organisation spatiale de l'amplificateur en provoquant des courbures d'ADN qui 

permettraient le rapprochement des facteurs de transcription spécifiques entre eux, et aussi avec 

les TAFs (Giese et Grosschedl1993 ; Carlson et al. 1993). 

En conclusion, l'étude structurale et fonctionnelle des promoteurs du gène Pax-QNR nous 

a permis non seulement de mettre en évidence une expression complexe et subtile de ce gène 

mais aussi de fournir des pistes d'investigation concernant son rôle ainsi que sa régulation 

transcriptionnelle. 
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