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Code a une lettre des acides
aminés essentiels :

A: Ala; C: Cys; D: Asp;
E: Glu; F: Phe; G: Gly;
H: His; I: Ile; K: Lys;
L: Leu; M: Met; N: Asn;
P: Pro; Q: Gln; R: Arg;
S: Ser; T: Thr; V: Val;
W: Trp; Y: Tyr;

X : n’importe quel acide aminé
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Les domaines de liaison
de I'ADN des facteurs
de transcription eucaryotes

Les facteurs de transcription eucaryotes se lient a ’ADN
griace a des domaines indépendants particuliers. Ces fac-
teurs de transcription peuvent étre groupés en plusieurs
classes, définies par la structure tridimensionnelle de leur
domaine de liaison a PADN. En dépit de différences
structurales importantes, ces différentes classes de fac-
teurs de transcription utilisent fréquemment une hélice o
comme motif protéique de reconnaissance de 1’ADN.
Cette hélice s’ajuste dans le grand sillon de I’ADN et,
par 'intermédiaire de ponts salins et de liaisons hydro-
genes, interagit spécifiquement avec les paires de bases.

es premiers facteurs de

transcription (vorr m/s n° 8,

vol. 3, p. 487 et n° 9, vol. 3,

p. 546) dont [’anatomie

fonctionnelle a été décrite
furent les protéines GAL4 et GCN4
de la levure S. cerevisiae. Les résultats
primordiaux issus de ces étudcs éta-
blissent la distinction entre un
domaine de liaison a 'ADN et un
domaine d’activation de la transcrip-
tion ; les 147 résidus N-terminaux de
GAL4 (881 acides aminés) sont suf-
fisants pour sa fixation de maniere
spécifique 3 PADN (sur la séquence
UAS;), mais ne permettent pas
d’activer la transcription. Si ’on rem-
place ces 147 résidus par le domaine
de fixation a 'ADN du répresseur
bactérien LexA, la protéine hybride
active la transcription d’un geéne de
levure dont I'UAS; est remplacée
par lopérateur de LexA [1]. Des
résultats identiques sont obtenus avec

le facteur GCN4. Dans une variante
de cette expérience, la pro-
téine GCN4 dans son cnsemble est
fusionnéc avec le domaine dc liaison
a I'ADN dc la protéine LexA.
L’hybride alors formé, qui porte deux
domaines différents de fixation a
I’ADN, est capablc d’activer la trans-
cription, aussi bien a partir d’'un opé-
rateur LexA que d’un site dec recon-
naissance a GCN4 [2]. L’ensemble
de ces observations indique que les
domaines d’activation et de liaison a
I’ADN sont non seulement distincts,
mais également remarquablement
indépendants.

Le clonage et ’analyse des ADNc de
plusicurs facteurs de transcription
chez la levure, la drosophile, les plan-
tes et les vertébrés montrent que
beaucoup sont organisés en modules
structuraux, et plusieurs domaines
fonctionnels ont été décrits: le
domaine de liaison a 1I’ADN,
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domaine d’activation de la transcrip-
tion et, dans de nombrecux cas, un
domaine de dimérisation ou de liai-
son a un ligand [3, 4]. Dans cet arti-
cle, nous discuterons la structure des
domaines de liaison 2 ’ADN rencon-
trés chez les facteurs de transcription
eucaryotes (pour une revue [5]).

Structure
en hélice-coude-hélice
et homéoprotéines

Au début des années 1980, la cristal-
lographie révélait la structure tridi-
mensionnelle du domaine de liaison
a I’ADN des premieres protéines
régulatrices : le répresscur ACro [6],
le répresseur NCI [7] et la protéine
CAP d’E. coli [8]. Ces protéines pro-
caryotiques adoptent, dans leur
domaine de liaison a I’ADN, une
structure voisine en motif nommé
hélice-coude-hélice  (helix-turn-helix)
parce que constitué de deux héli-
ces a, de 8-10 acides aminés chacune,
séparées par 3 acides aminés formant
un coude ([3] et voir figure 14).
L’hélice en position C-terminale, dite
de reconnaissance, s’ajuste dans le
grand sillon de ’ADN gréace au sou-
ticn de I’hélice N-terminale ([3, 9] ct
vorr m/s n° 7, wvol. 3, p. 428).

Lorsque les premiers genes homéoti-
ques et de segmentation furent clonés
et caractérisés chez la drosophile, plu-
sieurs d’entre eux (ftz, Antp, Ubx)
révélerent posséder un domaine
d’environ 180 pb (60 acides aminés)
tres similaire (80-90 % d’acides ami-
nés en commun), et baptisé domaine
homéo [10]. Aujourd’hui, plus d’une
soixantaine de genes régulateurs qui
possedent un domaine homéo sont
connus chez la drosophile. Ces pro-
téines sont regroupées dans une
superfamille ramifiée, dont les mem-
bres les plus éloignés ne présentent
guere plus de 20 % de résidus iden-
tiques [11]. Chaque branche de cette
famille d’homéoprotéines est conser-
vée au cours de I’évolution, de la
drosophile aux vertébrés (protéi-
nes Hox des mammiferes, Xhox du
xénope) et I’existence des homéopro-
téines n’est pas limitée aux organis-
mes segmentés puisqu’on les trouve
également chez la levure, chez I’our-
sin de mer, chez le nématode C. ele-
gans et méme chez les plantes [11,

12].

Rapidement, les similitudes de
séquences et les prédictions de struc-
tures secondaires ont suggéré que le
domaine homéo renfermait un motif
hélice-coude-hélice analogue au
domaine de liaison 2 ’ADN des acti-
vateurs et répresseurs procaryotes
[12]. Il est maintenant établi que les
homéoprotéines se lient a I’ADN
pour contrdler la transcription [13].
De plus, la détermination de la struc-
ture tridimensionnelle des domaines
homéo des protéines Antennapedia
(Antp [14]), Engrailed (En [15]) et
MATo2 [16] démontre que ’homo-
logie entre le domaine homéo et le
motif hélice-coude-hélice s’étend a la
structure tertiaire ; les hélices 2 et 3
du domaine homéo se superposent
globalement aux hélices de soutien et
de reconnaissance des protéines
hélice-coude-hélice des procaryotes
(figure 14).

La résolution des interactions ADN-
protéine a domaine homéo, par cris-
tallographie aux rayons X (En [15],
MATo2 [16]) et par RMN (Antp
(17]), montre que I’hélice de recon-
naissance (I’hélicc 3) du domaine
homéo se positionne dans le grand
sillon de ’ADN et interagit avec cer-
taines bases du site de liaison
(figure 1B). Un bras N-terminal (du
coté de I'hélice 1, voir figure 14) se
fixe dans le petit sillon de ’ADN et
interagit avec les bases adjacentes a
celles reconnues par 1"hélice 3
(figure 1B).

Les homéoprotéines se lient généra-
lement a des séquences cibles dont le
cceur est constitué du motif
“TAAT® [12, 18]. Les résultats des
études génétiques [19, 20] et structu-
rales [15, 17] montrent que le
résidu 9 de I’hélice de reconnaissance
(résidu 50 du domaine homéo) inte-
ragit spécifiquement avec les groupe-
ments fonctionnels d’une base située
en 3 du ceeur *TAAT? (figure IB).
Cette interaction est particulierement
importante car elle permet 2 un
domaine homéo donné de distinguer
son site de liaison spécifique sur
PADN [12, 18] (voir figure 1C).

Les domaines conservés
associés
aux domaines homéo

Certaines homéoprotéines possedent
d’autres motifs trés conservés qui se
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révelent étre impliqués dans la recon-
naissancc dc séquences d’ADN
situées au voisinage des séquences
rcconnues par lc domaine homéo.

Le domaine Prd

Dans I’homéoprotéine Paired (Prd),
unc région de 128 acides aminés
constituc le domaine Prd [21]; cc
domaine tres conservé est également
présent dans d’autres homéoprotéines
dc drosophile telles que celles du locus
gooseberry, Gsb-p et Gsb-d, ou dans
des protéines régulatrices dc mammi-
ferc. Le domaine Prd agit dc facon
indépendante ou par coopération
intramoléculairc pour augmenter la
spécificité  de 1’homéoprotéine a
’ADN [22].

Le domaine POU

I.c domaine POU est un motif de
135 acides aminés initialement iden-
tif1é chez les factcurs de transcription
dec mammifere Pit-1, Oct-1, Oct-2 et
dans la protéinc Unc-86 qui ecst
impliquéc dans la différenciation des
ncurones adultes et de plusicurs
lignages neuroblastiques chez C. ele-
gans ([23] ct wver m/s n°3, wvol. 5,
p. 172). Cc domaine est constitué¢ de
deux régions : un sous-domaine spé-
cifique (POUy), et dans la moitié C-
terminale un domaine homéo
(POU,,;,). Ceclui-ci définit unc nou-
velle famille, éloignée de toutes ccl-
les repérées  jusque-la  (au  micux
21 résidus identiques sur 60 ct, fait
uniquc pour les homéoprotéincs,
acide aminé 9 de I’hélice de recon-
naissance cst unc cystéinc). Le
domaine homéo divergent de Pit-1 ou
Oct-2 sc lie aux séquences du type
"TAAT?, précédées par un motif
YATGC*, qui est reconnu par le
sous-domainc  POUg adjacent [24,
25]. Outre ce réle dans la reconnais-
sance de ’ADN, l¢ domainc POU
scmble impliqué dans d’autres fonc-
tions biologiques telles que la forma-
tion d’homodimeres ou d’hétérodime-
res cntre les membres de la famille
des protéines a domaine POU,
Pinteraction avec d’autres protéincs
comme la protéine activatrice VP-16
du HSV, ou l’activation de la trans-
cription.

La répétition LIM
Dans ccertaines protéines, lc domainc
homéo se trouve associé a un motif
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Domaine "homéo"
(Engrailed)

Domaine "hélice-coude-hélice"
(Reépresseur de A)

5 g B

° C

Protéine Site de liaison
Bcd TAATCC
BcdLlys—Gin TAATTG
Prd TAATCG
PrdSer—Gin TAATTG
PrdSer-sLys TAATCC

Figure 1. Le motif homéo. A. Comparaison des structures tridimensionnel-
les du domaine hélice-coude-hélice du répresseur de A [9] et du domaine homéo
d’Engrailed [15]. Les hélices 2 et 3 du domaine homéo se superposent globa-
lement aux hélices de soutien et de reconnaissance du motif hélice-coude-hélice,
respectivement en gris et en rouge. Les extrémités N-terminales et C-terminales
sont indiquées par N et C. B. Diagramme schématique de l’interaction entre
le domaine homéo de Engrailed (En) et I’ADN (adapté de [5] et [15]). Les chai-
nes latérales des résidus lle,;, Glng, et Asng; de I’hélice de reconnaissance
{en rouge) interagissent avec les bases du grand sillon de I’ADN. Seules les
interactions spécifiques entre En et les bases de I’ADN sont représentées. Les
interactions non spécifiques avec le squelette de la double hélice d’ADN ne
sont pas montrées. €. Réle du neuviéme acide aminé de I’hélice de recon-
naissance dans la spécificité de l'interaction entre le domaine homéo et I’ADN.
La protéine Bicoid (Bcd) posséde une lysine en position 9 de I’hélice de recon-
naissance et se lie a la séquence 5TAATCC?, alors que Paired (Prd), qui pos-
séde une sérine a cette position, reconnait la séquence 5TAATCG3 [12, 18].
Les effets des mutations des résidus 9 des protéines Bcd [19] et Prd [20] sur
le choix du site de liaison sont représentés. Le neuviéme résidu de I’hélice de
reconnaissance correspond a l’'acide aminé 50 du domaine homéo.
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riche en cystéine/histidine, le domaine
LIM (pour Lin-11, Isl-1, Mec-3 ; les
trois premiers membres de la famille).
Le geéne lin-11 est impliqué dans le
développement de la vulve hermaph-
rodite chez C. elegans. Isl-1 est une
protéine qui se fixe sur le enhancer du
génc I de P'insuline chez le rat. Le
gene mec-3 a aussi été décrit chez
C. elegans ; il est impliqué dans la dif-
férenciation des neurones mécanosen-
soriels [26, 27]). La structure du
domaine LIM est la suivante :

C-X,-C-X 15 H-XyC-X - C-XyC-X,  (C)-Xg-C

Ce motif constitué de résidus cystéine
séparés par deux acides aminés (C-
X,-C) est souvent associé aux protéi-
nes capables de fixer des ions métal-
liques. Sur cette base, il est proba-
ble que les répétitions LIM soient
impliquées dans des coordinations
métalliques. Cependant, le domaine
LIM differe trés nettement des motifs
consensus de fixation des métaux déja
décrits pour les protéines en doigt a
zinc (Zn) de la classc TFIIIA ou dc
la famille des récepteurs aux hormo-
ncs stéroides (voir plus loin). La fonc-
tion des répétitions LIM n’est pas
encore connue, mais il est probable
que cctte structure, par des interac-
tions avec ’ADN, puisse augmenter
la spécificité de liaison a I’ADN.
Alternativement, le domaine LIM
pourrait interagir avec d’autres pro-
téines de I'appareil de transcription
ou du cytosquelette.

Les domaines
en doigt a zinc

TFIIIA, une protéine de 40 kDa,
interagit avec 50 pb du gene 5§, et
forme également un complexe stable
avec son produit, 'ARN 3S. Ces
propriétés singulieres, ainsi que de
nombreuses autres études structura-
les et fonctionnelles, ont conduit
Klug et al. a proposer un motif struc-
tural radicalement nouveau pour la
reconnaissance de 'ADN ([28] et voir
m/s n° 7, vol. 3, p. 428). Les 30 kDa
de TFIIIA qui lient PADN sont
constitués de la répétition avec varia-
tion, neuf fois en tandem, d’un petit
domaine de 30 acides aminés. Cha-
cun de ces petits domaines se replie
indépendamment autour d’un atome
de zinc que coordonnent deux cystéi-
ncs et deux histidines, et interagit

indépendamment avec I’ADN uvza les
résidus polaires et basiques présents
dans la boucle formée. La protéine
ne contacte ’ADN que d’un seul
coté. Chaque doigt a Zn interagit
avec 5 pb dans le grand sillon, con-
tigués aux 5 pb reconnues par le
doigt suivant, si bien que les neuf
doigts a Zn couvrent bien environ
50 pb. Ce modele structural a été
pour partie confirmé, mais, surtout,
le doigt a Zn apparait maintenant
comme un motif universel, largement
répandu parmi les protéines eucaryo-
tes ayant de D’affinité pour I’ADN.
En dépit de quelques similarités dans
leur structure primaire, plusieurs
classes de motifs en doigt a Zn sont
décrites ([5] et m/s n° 10, wvol. 4,
p. 624). Les structures tridimension-
nelles de ces motifs sont tres diffé-
rentes, mals tous possedent une
méme fonction : permettre I’expo-
sition d’une hélice « (de recon-
naissance) dans le grand sillon de
’ADN.

La famille C,-H, (classe 1)

Dans la classe des protéines a doigt
C,-H,, les doigts a Zn sont tres
semblables a ceux de TFIIIA, sur le
plan de la taille, de ’écartement, et
des résidus invariants en plus des
deux cystéines et des deux histidines ;
c’est le nombre des doigts qui varie :
de 2 a... 37 (!). Ces doigts C,-H,
sont trouvés dans de nombreux fac-
teurs de transcription de mammifere
(Spl), de levure (ADR1, SWI5) ou
dans le produit de plusieurs genes
impliqués dans le développement chez
la drosophile — génes de segmenta-
tion (krippel, hunchback), de polarité
dorso-ventrale (snail). Mais beaucoup
d’autres genes comportant des doigts
de ce type ont été repérés chez la
souris et I’homme, notamment par
I’utilisation de I’hybridation croisée a
I’aide d’une sonde kriippel.
L’analyse de plus de 200 motifs en
doigt C,-H, révele la séquence con-
sensus suivante :

FIY-X-C-X ey C-X g F-Xs-L-Xy H- Xy H-X

La structure tridimensionnelle du
motif C,-H, a été établie par RMN
[29, 30] et par cristallographie [31]
(figure 2B) : les résidus 1-10 forment
une épingle antiparallele. La Cys, se
trouve dans le premier brin 3, et la
Cys; est localisée dans la boucle
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Figure 2. Le motif de doigt a zinc de type C,-H,. A. Séquence en acides
aminés du deuxiéme doigt & Zn de la protéine Zif268 de xénope. Les acides
aminés impliqués dans les structures en brin § sont notés ; ceux qui adop-
tent une structure en hélice « sont marqués par co. Les résidus Cys; Cysg,
His,g et His,3; responsables de la coordination au Zn sont en rouge soulignés.
La position des acides aminés qui forment le cceur hydrophobe (Phe;, Phe,,
et Leu,g), et de ceux qui interagissent avec les bases (Arg,, et His;5) est indi-
quée respectivement par ® et * (d’aprés [31]). B. Structure tridimensionnelle
schématique du motif de doigt a Zn de type C,H,. Les résidus du cceur
hydrophobe sont indiqués comme en A. L’hélice (de reconnaissance) est en
rouge et les brins  apparaissent en bistre. C. Diagramme schématique du com-
plexe formé entre le domaine de liaison a I’ADN de la protéine Zif268 (qui
posséde trois doigts & Zn de type C,-H,) et sa séquence cible (tiré de [31]).
Les hélices de reconnaissance de chaque doigt C,-H, s’enfoncent dans le
grand sillon de I’ADN, et le motif s’enroule autour de la double hélice.
D. Résumé en projection, des interactions entre Zif268 et les bases de I’ADN.
Tous les doigts C ,-H, interagissent avec le méme brin d’ADN, et I'unité élé-
mentaire de reconnaissance par un doigt est un groupe de trois bases (adapté
de [31]).
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située cntre les deux brins 8. Cette
¢épingle B est suivie par une hélice
(résidus 12-24) d’environ trois tours
et demi, dans laquelle se trouvent les
deux autres ligands du Zn : His, et
His,,. L’hélice est maintenuec contre
I’épingle B en une structure miniglo-
bulaire a la fois par la coordination
au Zn des résidus Cys et His, et par
des interactions hydrophobes (entre
les résidus Tyr/Phe,, Phe,, et Leu).
Enfin, en accord avec les études par
mutagenese dirigée [32, 34], les chai-
nes latérales des acides aminés basi-
ques et polaires de I’hélice, orientées
vers ’extérieur de la structure, sont
responsables de la spécificit¢ de liai-
son a ’ADN, dans le grand sillon
[31]. Les interactions se font alors
avec 3 pb (et non 5 pb, comme pro-
posé par Klug et al.), ct la protéine
s’enroule autour de ’ADN, de sorte
que les 3 pb contigués sont rccon-
nues par I’hélice du doigt suivant
([31] et wvoir figures 2C et 2D).
Ainsi, le motif structural de base ne
reconnait que 3 pb, mais il est répété
n fois avec des variantes au scin du
méme polypeptide, permettant la
reconnaissance de motifs de lon-
gueurs variées et pas forcément
symétriques, car un monomere peut
suffire a D'interaction (c’est le cas de
TFIIIA et de Spl). Pour TFIIIA, la
présence de neuf doigts C,-H, est
sans doute essentielle a sa stabilité
sur le gene 5§ lors du passage de
I’'ARN pol III. En revanche, les fac-
teurs de transcription de I’ARN
pol II comme Spl se fixent plutdt en
amont des genes dans des régions
sans nucléosome, si bien que deux
ou trois doigts C,-H, peuvent suffire
pour une fixation stable et spécifique
a ’ADN.

La famille C, (classe 2)

La deuxieme classe de doigt a Zn
correspond a un domaine d’environ
70 acides aminés présents dans les
récepteurs nucléaires aux hormones
stéroides (et aux molécules apparen-
tées) (m/s n° 3, vol. 3, p. 172 ; n° 3,
vol. 4, p. 196 ; n° 2, vol. 8, p. 156).
Ce motif, capable de se lier aux boi-
tes HRE (hormone responsive elements),
présente la structure suivante :

B-X 76X - C-X, T 5. 70-Xs-0 %y C-X X0

Dans ce cas, deux atomes de Zn sont
chélatés, chacun par quatre résidus

cystéine, ce qui définit en fait deux m—————
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doigts a Zn organisés cn deux modu-
les dans le motif. Unc cinquantaine
dc protéines a doigt dc type C, sont
décrites chez les mammiferes, lc pou-
let, lc xénopc ou la drosophile [35] ;
toutes possedent ce motif organisé en
dcux modules de doigts C, (figu-
re 34).

Les déterminations dc la structure
tridimensionnelle des doigts C, du
récepteur des glucocorticoides (GR
[36, 37]) et du réceptcur des cestro-
genes (ER [38]) révelent une confor-
mation du domaine radicalement dif-
férente de cclle du doigt C,-H,.
Chacun des deux modules du motif
C, adopte unc conformation globa-
lement  similaire, constitué d’une
boucle suivic d’une hélice @ amphi-
patique dc 11-13 résidus. Chaque
ion Zn est lié par deux cystéines
situées au début de la boucle, et par
les deux autrcs localisées dans la
partic N-terminale de I’hélice o, for-
mant ainsi unc structurc en double
boucle Zn-hélice [5]. Les deux héli-
ces (des modules 1 ct 2) s’organisent
sclon unc structurc cn X, compacte,
maintcnuc  par des intcractions
hydrophobes (une dizainc de résidus
sont impliqués dans la formation du
cceur hydrophobe qui maintient la
structure globale [37, 38]) (figure 3B).
Conformément aux études par muta-
genesc dirigée [39-42], I’hélice « du
module 1 cst responsable de la liai-
son a 'ADN [37]. Les résidus de
I’hélice, tournés vers I’cxtéricur du
motif, contactent ’ADN dans le
grand sillon (figure 3C).

Deux déterminants sont responsables
de la spécificité de ’interaction ADN-
protéine a doigt C, : (1) lc premicr
passc par unc interaction spécifique
entre I’hélicc @ du module 1 et le
HRE ; (2) le dcuxiémc passe par une
intcraction protéine-protéine spécifi-
quc qui se traduit par unc intcraction
ADN-protéine spécifique dépendante
de I’cspacement des deux demi-sites
du HRE.

Trois acides aminés de la région N-
terminale dc I’hélice & du module 1
(domaine P, voir figures 34 et 3B) sont
responsables de la spécificité de
rcconnaissance de différents HRE ;
la substitution dc ces trois résidus
dans le récepteur des cestrogenes
(ER) (Glu, Gly ct Ala) par les rési-
dus correspondants du récepteur des
glucocorticoides (GR) (Gly, Ser

ct Val) produit une protéinc inca-
pable de rcconnaitrc les ERE (¢élé-
ments dc réponsc aux cestrogencs -
YAGGTCAxxxTGACCT?), mais ca-
pable dec se lier aux GRE (éléments
dec réponsc aux glucocorticoides —
YAGAACAxxxTGTTCT?) [41]. De
méme, la substitution de ces mémecs
acides aminés modifie la spécificité
d’interaction 2 ’ADN du GR et du
T,R (réccptcur des hormones thyroi-
dicnnes) [40, 42].

Un second groupc de résidus (les
cinqg acides aminés d’unc région
appeléc domainc D, woir figures 34 et
3C), localisés dans la bouclec Zn du
module 2, est impliqué dans la dis-
crimination dc ’espacement entre les
dcux demi-sites des HRE. Le¢ rem-
placcment du domainc D du ER par
cclut du T,R rend le ER capable
de reconnaitre la séquence T,REp
(T,REp = ERE sans lcs trois bascs
centrales du motif, voir figure 3D) [42,
43]. Les études biochimiques révelent
que les récepteurs des hormoncs sté-
roides se lient sous forme dc dime-
res sur les HRE palindromiques et
qu’un des déterminants de la dimé-
risation se¢ trouve associé au
doigt C, [44]. Comme le montrent
les analyses dc la structurc tridimen-
sionnelle des GR ¢t ER, e
domaine D (qui formc unc boucle 2
la surface de la molécule, se trouve
a 15-20 A dc I’hélicc de rcconnais-
sance du module 1) cst responsable
de I'interaction entre les deux mono-
meres ; les hélices @ des modules 1
dc chaque monomere sc positionnent
alors dans les sillons adjacents de
I’ADN, séparés par 34 A [37, 38]
(figure 5C).

La famille C; (classe 3)

Tous les membres de la famille des
protéincs a doigt de type C; sont des
activateurs dc transcription chez la
levure (GAL4, HAP1, LEUS,
PPR1...). Parmi ces protéincs, GAL4
est le factcur le mieux caractérisé ; il
sc fixe a ’ADN sous forme diméri-
que sur unc séquence palindromique.
Le domaine de liaison a ’ADN est
localisé dans la région N-terminale dc
la protéine GAL-4 : les résidus 1-74
sont suffisants a la reconnaissance de
IADN [45] (figure 44, p. 728). Cc
domaine possede un motif dont la
structurc cst la suivante :

CUR ORI OV ARG
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Ce motif contient six cystéines qui se
lient 2 deux ions Zn selon une struc-
ture en cluster analogue a celle ren-
contrée dans les métallothionéines.
la structure tridimen-
sionnelle du doigt de type C; de
GAL4 a été établie par RMN [46,
47] et par cristallographie du com-
m/s n°® 6-7 vol. 9, juin-juillet 93

Récemment,

plexe doigt C; de GAL4-ADN [48].
Le polypeptide cst organisé en deux
petites hélices o (résidus 10-18 et
27-35) reliées par une boucle. Ces
deux hélices adoptent une structure
globulaire maintenue par les interac-
tions entre les six cystéines et les
deux ions Zn (figure 4B). Les chaines

Figure 3. Le motif de doigt a zinc
de type C,. A. Séquence en acides
aminés des 70 premiers résidus du
domaine de liaison a I’ADN du récep-
teur des cestrogénes (ER). Les résidus
Cys responsables de la coordination
au Zn sont soulignés. Les acides ami-
nés des domaines P et D sont en
caractéres gras, respectivement enca-
drés et cerclés. Le domaine de liaison
4 'ADN en doigt & Zn de type C,
s’organise en deux modules.
B. Représentation schématique de la
structure tridimensionnelle du domaine
de liaison a I’ADN du ER, en double
boucle-Zn-hélice (d’aprés [38]).
L’hélice de reconnaissance du premier
module (en rouge) et I'hélice de sou-
tien du deuxiéme module (en gris)
adoptent une structure en X mainte-
nue par des interactions hydrophobes.
Les trois acides aminés du domaine P
responsables de la discrimination entre
les différents éléments de réponse aux
hormones (HRE) (Glu,s, Gly,s et
Ala,g) sont indiqués par e. Sur la
méme face de I'hélice, les résidus
basiques Lys,z, Lys;, et Args; con-
servés dans les membres de cette
classe de facteurs de transcription
sont indiqués par *. Dans le cas du
récepteur des glucocorticoides (GR), il
a été montré que deux de ces résidus
(Lys,g et Args;) sont responsables
des interactions spécifiques avec les
bases du grand sillon de I'ADN [37].
C. Modéle de l'interaction entre deux
monomeéres de récepteur et le site
HRE palindromique. Les hélices de
reconnaissance des modules 1 se
positionnent dans les deux grands sil-
lons d’ADN adjacents, séparés par
34 A (d’aprées [37, 38]). Le
domaine D, a l'interface entre chaque
monomeére, est en trait épais. D. Les
éléments palindromiques de réponse
aux hormones (HRE). Les éléments de
réponse aux glucocorticoides (GRE),
aux cestrogénes (ERE) et aux hormo-
nes thyroidiennes (T;RE) sont mon-
trés. Le GRE et I'ERE différent par
seulement deux paires de bases dans
chaque demi-site. En revanche, le
T;RE difféere de I'ERE par I'espace-
ment des deux demi-sites.

latérales des acides aminés situés dans
la région C-terminale de la premiere
hélice (Lys,, et Lys,,) sont responsa-
bles de la reconnaissance spécifique
du triplet *CCG*" dans le grand sil-
lon ([48] et voir figures 4B et 4C).

En outre, la dimérisation, par simple

effet de positionnement du doigt 3 7Zn s
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de type G;, est également impliquée
dans la spécificité de reconnaissance
a ADN ; la protéine GAL4 se fixe

a la séquence palindromique UAS,

tion a doigt a Zn de type G,
PPR1, reconnait la séquence UAS;
(*CGGN{CCG*). Le remplacement

de la région dc liaison (linker, wvoir

("CGGN,,CCG?*), alors qu’une
autre protéine, appartenant 2a la
meéme classe dc facteurs de transcrip-

figure 4C) entre le doigt a Zn et lc
domaine de dimérisation de GAL#4,
par celui de PPRI1 est responsable du

Domaine de liaison a 'ADN Linker Domaine de dimérisation

10 20 30 40 50 60
| | | | | | | | | | | | |
MKLLSSIEQACDICRLKKLKCSKEKPKCAKCLKNNWECRYSPKTKRSPLTRAHLTEVESRLERLEF

A

5000000000C00C00I0AROA00ATOA00A0

B ]

Figure 4. Le motif de doigt a zinc de type Cgz A. Séquence en acides
aminés des 66 premiers résidus de la protéine GAL4 de S. cerevisiae. Les rési-
dus Cys responsables de la coordination aux Zn sont soulignés. Les acides
aminés qui interagissent avec les bases de I’ADN (Lys,;, et Lys;g) sont indi-
qués par *. Les régions du domaine qui adoptent une structure en hélice «
sont marquées par o. B. La structure tridimensionnelle du motif en doigt a
Zn de type C4z de GAL4 (résidus 1-40), est constituée de deux hélices main-
tenues par la coordination métallique (d’aprés [46, 47]). Les interactions spé-
cifiques entre le doigt 4 Zn de type C,; de GAL4 et la séquence 5°CCG3 se
font par l'intermédiaire des résidus Lys,; et Lys,g situés dans la région C-
terminale de la premiére hélice « (de reconnaissance, en rouge, [48]). C. Dia-
gramme schématique du complexe formé entre un dimére de GAL4 et son
site de liaison a I’ADN (UAS; = 5CGGN,;,CCG?). La position des acides ami-
nés qui bordent les trois modules est indiquée : le domaine de liaison a I’ADN,
résidus 8-40 ; la région de liaison (linker), résidus 40-49 ; le domaine de dimé-
risation, résidus 49-64. L’interaction ADN-protéine spécifique se fait dans le
grand sillon de I’ADN. L’interaction entre les deux monoméres se fait par une
interaction en dorsade d’hélices (hélices marquées d’un pointillé rouge) (d’aprés
[48]).
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changement de la spécificité de liai-
son a ’ADN (UAS; — UAS)) (49,
50].

D’autres familles de doigt a Zn
Les protéines qui se fixent a la
séquence GATA, comme le facteur
de transcription hématopoiétique
GATA-1 (m/s n®4, vol. 7, p. 385),
possedent un motif de haison a
’ADN en doigt a Zn apparemment
différent des précédents et pourraient
définir une nouvelle classe [51].

Enfin, une autre famille de doigt a
Zn (de type C,-H-C (C-X,-C-X,-H-
X,-C) |52]) trouvée dans le polypep-
tide GAG des rétrovirus est respon-
sable de la laison a I’ARN du
génome viral. La structure tridimen-
sionnelle de ce motif a été établie par
RMN [53] : elle est proche de celle
du doigt de type C,-H,, avec deux
brins § antiparalleles, mais I’hélice a
est remplacée par une large boucle.
La nature des interactions entre le
motif C,-H-C et 'ARN est incon-
nue, mais remarquons que le fac-
teur TFIIIA (qui possede neuf doigts
de type C,-H,) est également capable
de se lier 2 PARN 58.

Le domaine basique
hélicoidal

Un autre type d’élément de liaison a
ADN a été originellement identifié
par le domaine de dimérisation qui
lui est associé (leucine-zipper, voir m/s
n°5, wvol. 8, p. 445 [54, 59)).

Les facteurs de transcription de la
classe Leu-zipper sont caractérisés par
la présence d’un domaine qui con-
tient quatre a cinq leucines en répé-
tition tous les sept acides aminés et
qui est responsable de la dimérisation
[54, 55]. Une région tres basique,
adjacente a la partie N-terminale de
ce domaine de dimérisation, est
impliquée dans la liaison de la pro-
téine 2 I’ADN sur un site palindro-
mique de 9-10 pb (figure 54). La
région basique de chaque monomere
se lie, dans le grand sillon de ’ADN,
a un demi-site. Les protéines a
domaine Leu-zipper reconnaissent des
motifs semblables, variant autour de
la séquence *TGA”. Parallelement 2
ce motif commun, un certain nom-
bre de résidus conservés dans la
région basique peuvent étre identifiés.
La périodicité de ces acides aminés
conservés est d’environ 3,6 — soit la
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Figure 5. La région hélicoidale basique des protéines de la classe bZIP.
A. Modéle de l’interaction entre une protéine de la classe bZIP (sous forme
dimérique) et I'ADN (selon [55]). La région basique est représentée en rouge
et le domaine Leu-zipper, en bistre. La région hélicoidale basique s’enroule dans
le grand sillon de I’ADN. B. Séquence en acides aminés de la région basique
de 26 protéines de la classe bZIP. La séquence consensus est indiquée : v,
acide aminé variable ; +, acide aminé basique (Arg ou Lys) ; N, Asn ; A, Ala ;
R, Arg; —, acide aminé acide (Glu). C. Variabilit¢ a chaque position du
domaine basique. Le nombre d’acides aminés différents trouvé dans les
26 protéines bZIP, pour chaque position, est indiqué. Les fléeches montrent la
périodicité des acides aminés conservés, tous les 3,5 résidus (d’aprés [56]).
D. Représentation graphique des résidus conservés selon une conformation
en hélice . Les résidus basiques et les autres résidus conservés
(Asn —...— Ala — Ala —...— Cys/Ser) se trouvent sur la méme face de I'hélice.
(D’aprés [56].)
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Séquence cible

Région hélicoidale basique

AP4 RI RR EIANSN ERRR M
MyoD AD RR KAATHR ERRR L <«—o0o—>
El2 KE RR VANNAR ERLR V CAGCTG
E47 RE RR MANNAR ERVR V
Tall VV RR IFTNSR ERWR Q
*
Myc NV KR RTHNVL ERQR R
USF EK RR AQHNEV ERRR R <«—o0—>
CBF1 KQ RK DSHKEV ERRR R CACGTG
Max AD KR AHHNAL ERRR R
TFE3 RQ KK DNHNLI ERRR R
PHO4 DD KR ESHKHA EQAR R
Protéine Site de liaison
AP4 CAGCTG
AP4Met—Arg CACGTG

Figure 6. La région hélicoidale basique des protéines de la classe bHLH.
A. Modéle de l'interaction entre une protéine de la classe bHLH (sous forme
dimérique) et I’ADN (selon [66, 67]). La région basique représentée en rouge,
les premiére et deuxieme hélices du motif HLH sont respectivement en rose
et en gris. B. Séquence en acides aminés de la région basique de 11 protéines
de la classe bHLH. Selon la nature des bases centrales du motif CAXXTG?3,
ces protéines peuvent étre classées en deux groupes (d’aprés [68]). La posi-
tion de l'acide aminé responsable de la discrimination S CAGCTG?® -
SCACGTG?, est indiqué par *. C. Représentation graphique de la région
basique de la protéine AP4, selon une conformation en hélice «. Les résidus
basiques, les autres résidus conservés (Ala, Asn, Glu) et I'acide aminé res-
ponsable de la discrimination SCAGCTG?% — 5CACGTG? (indiqué par des
hachures) se trouvent sur la méme face de I’hélice. D. Le résidu responsable
de la discrimination YCAGCTG?3 — SCACGTG?". Le remplacement, dans AP4,
de la méthionine (indiquée par * dans la partie B de la figure) par une argi-
nine change la spécificité de liaison 4 I’ADN. (D’aprés [68].)
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méme périodicité que celle d’une
hélice o ([56] et voir figures 5B et 5C).
La structure tridimensionnclle de la
région basique n’est pas définitive-
ment établie, mais les modeles actuels
postulent qu’elle adopte une structure
en hélice o [55, 56]. Notons alors que
les résidus conservés et basiques se
trouvent tous sur la méme face de
cette hélice, et sont susceptibles
d’interagir avec I’ADN [36] (figu-
re 9D). De plus, des acides aminés
conservés, de charge négative (Glu),
et localisés a chaque extrémité de la
région basique se trouvent sur la face
opposée de cette hélice, créant ainsi
un dipdle dont le pdle positif pointe
vers ’ADN. Dans la région basique,
un résidu asparagine, conservé dans
toutes les protéines de la famille Leu-
zipper, est responsable d’une flexion
de I’hélice qui permet le contact des
acides aminés plus distaux avec
I’ADN (modele du scissors-grip [55]).
Ce modele de structure hélicoidale
basique est en accord avec les études
par dichroisme circulaire [56]. De
méme, I’analyse par mutagenese diri-
gée confirme I'importance des acides
aminés conservés dans la capacité de
liaison a ’ADN [57-60].

Comme d’autres domaines de liaison
a I’ADN, la structure du motif de
reconnaissance est ici aussi une
hélice a ; mais, a I'inverse des autres
motifs de liaison a I’ADN, I’hélicc o
n’est pas soutenue au sein d’une
structure rigide (seule la dimérisation
est nécessaire a la liaison a ’ADN ;
deux « régions hélicoidales basiques »,
liées I'une a l'autre par un pont
disulfure, sont tout a fait capables de
se fixer a I’ADN). Par ailleurs,
I’hélice o n’existe pratiquement pas
en solution, mais est stabilisée par
Pinteraction avec I’ADN [61-63].
Ainsi, ’absence de structure de main-
tien permettrait dans ce cas ’enrou-
lement de la région basique hélicoi-
dale autour de 'ADN, dans le grand
sillon [64].

La région basique hélicoidale, en tant
que domaine de liaison a I’ADN,
n’est pas réservée aux protéines a
domaine Leu-zipper : une autre classe
de protéines, les protéines a domaine
hélice-boucle-hélice  (helix-loop-helix
[65], figure 6A), possede également, en
position N-terminale adjacente a ce
domaine de dimérisation, une région
riche en acides aminés basiques et
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trés certainement de structure hélicoi-
dale. La structure primaire de ce
domaine est différente de celle des
protéines a domaine Leu-zipper,
comme l’est le motif d’ADN reconnu
par les protéines a domaine hélice-
boucle-hélice. En effet, toutes les pro-
téines de la classe bHLH (classe des

protéines qui possedent un domaine
« région basique-hélice-boucle-héli-
ce ») reconnaissent le motif palindro-
mique *CAXXTG?¥. Comme dans
le cas des protéines de la classe bZIP
(classe des protéines qui possedent un
domaine région basique-Leu-zipper), il
a été montré que la région basique

330 340 350 360 370 380 390 400
| | | | [ | | |
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Figure 7. Le motif en cylindre 3 antiparalléle de la protéine E2 du BPV.
A. Séquence en acides aminés du domaine de liaison a I’ADN et de dimérisa-
tion de la protéine E2 du virus bovin du papillome (BPV-1). Les acides aminés
impliqués dans les structures en brin 8 sont notés /\ ; ceux qui adoptent une
structure en hélice « sont marqués par c. Les brins B et les hélices o sont
numérotés. Les résidus responsables des interactions avec les bases de
I"ADN (Asngssg, Lyszsg, CySsso, Phegy; et Argsy,) sont indiqués par le code
a une lettre. B. Diagramme schématique du complexe formé entre un dimére
du domaine de liaison a I’ADN/dimérisation de la protéine E2 du BPV et sa
séquence cible (tiré de [71]). Les deux sous-unités de la protéine sont en gris
et en rose, et adoptent une structure en cylindre 8 antiparalléle. Les hélices a1
(de reconnaissance — en rouge) de chaque monomére s’enfoncent dans le
grand sillon de I'ADN [71]. C. Représentation des interactions spécifiques entre
I’hélice de reconnaissance de E2 (résidus Asnjss, Lyssse, CysSzso, Phes,s et
Args,,) et les bases du grand sillon de I’ADN (adapté de [71]).
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hélicoidale des protéines de la
classc bHLH est responsable de la
liaison a ’ADN [68, 69]. Par exem-
ple, le remplacement d’un seul acide
aminé dans ce domaine cst responsa-
ble de la discrimination entre les
motifs *CAGCTG?* et *"CACGTG*
([68), figure 6).

La protéine E2
et le cylindre 3
antiparalléle

Les virus du papillome constituent
une famille de virus 2 ADN, respon-
sables de lésions épithéliales chez les
mammiféres (pour revue voir [70]).
Chez ces wvirus, les produits du
gene E£2 jouent un role central dans
la régulation de la transcription et de
la réplication du génome viral. La
liaison a ’ADN des différentes formes
de la protéine E2 se fait par I'inter-
médiaire d’un domaine de 85 résidus
(figure 74, p. 733), également suffisant
pour la dimérisation de la protéine.

La détermination des interactions
ADN-E2 par cristallographie aux
rayons X révele un motif original
[71]. Le dimere de E2 forme un
cylindre constitué de 1’association de
huit brins 8 antiparalleles ; chaque
monomere de E2 participe a cette
structure en cylindre 8 antiparallele
(antiparallel B-barrel, voir figure 7B) par
quatre brins 8 (les brins 81, 52, 83
et 85 de la figure 74). Situés a la péri-
phérie de ce cylindre, les résidus
d’'une hélice « (I’hélice a1 de la
Sfigure 7A4) sont directement impliqués
dans la reconnaissance des bases de
I’ADN, dans le grand sillon ([71] et
vorr figures 7B et 7C).

Conclusion :
unité et diversité
dans la liaison a I'’ADN

Les analyses fonctionnelles et struc-
turales des domaines de liaison a
I’ADN des facteurs de transcription
eucaryotes révelent que ces modules
peuvent étre tres divers. En dépit de
leurs différences structurales, ces
domaines possedent un méme réle :
celui d’exposer une hélice & dans le
grand sillon de ’ADN. Toutefois,
chaque classe de protéines présente
cette hélice de reconnaissance d’une
facon qui lui est propre, au sein
d’une structure bien définie.

Souvent, le domaine de liaison a
I’ADN est relativement fixe (sa struc-
ture tridimensionnelle est similaire,
en solution et une fois liée a ’ADN),
mais dans certains cas, comme dans
les protéines de la classe bZIP, ce
n’est que lorsque le domaine se lie a
PADN qu’il adopte sa structure défi-
nitive en hélice a.

En outre, un seul module de liaison a
PADN n’est généralement pas suffi-
sant ; les protéines des classes bZIP,
bHLH, a doigt a Zn de types C, et
Cs, ou a cylindre 8 antiparallele se
fixent 2 ’ADN sous forme dimérique.
Plus que la simple formation d’un
domaine de liaison a ’ADN fonction-
nel, dans certaines situations (protéi-
nes a doigts a Zn de types C, et Cy),
la dimérisation détermine en partie la
spécificité de I’interaction ADN-
protéine, par un simple effet de posi-
tionnement du motif de liaison a
I’ADN. Chez les protéines des clas-
ses bZIP, bHLH et a doigts a Zn de
type C,, la capacité a faire des hété-
rodimeres avec d’autres membres de
leur classe augmente la diversité et la
spécificité des interactions ADN-
protéines.

La situation trouvée pour les facteurs
de transcription a doigt a Zn de
type C,-H, est différente : ici, la
structure oligomérique de la protéine
est remplacée par une association
covalente de modules de méme type,
au sein de la chaine polypeptidique.
L’association de plusieurs modules de
liaison a I’ADN est une situation ren-
contrée dans certaines protéines a
domaine homéo ; les domaines Prd et
POU, mais probablement aussi les
répétitions LIM, sont ainsi impliqués
dans la reconnaissance de séquences
d’ADN au voisinage des séquences
cibles de I’homéodomaine. Enfin,
d’autres protéines semblent coopérer
avec les homéoprotéines afin d’aug-
menter ou de modifier la spécificité de
liaison du domaine homéo a ’ADN.
Ces différentes organisations montrent
que les facteurs de transcription
eucaryotes peuvent adopter des stra-
tégies tres différentes dans le but
d’exposer une hélice a de reconnais-
sance dans le grand sillon de ’ADN.
Chaque classe de protéines présente
son hélice @ au sein d’une structure
qui lui est propre, et cela suggere que
les domaines de liaison a ’'ADN qui
utilisent une hélice de reconnaissance

ont été réinventés plusieurs fois au
cours de I’évolution Ml

Summary

DNA-binding domains of
eukaryotic transcription factors

Most of transcription factors reco-
gnize specific DNA sequences
through small, discrete domains.
In some cases, these domains can
be interchanged between proteins
showing that they are indepen-
dently folded units. Mutational
and three-dimensional structure
analyses have been used to
understand the means by which
protein-DNA interactions are
achieved. There are different kinds
of DNA-binding domains. In
many cases, this domain is fixed,
but in others, it folds only on bin-
ding to DNA. Thus homeodo-
mains, C,-H,-class Zn fingers,
steroid receptor-like C,-class Zn
fingers, GAL4-like Cg-class Zn
fingers and E2 antiparallel 3-barrel
have a «recognition helix » that
protrudes from a compact domain.
By contrast, the basic region of
bZIP-class proteins has a flexible
segment that wraps around the
major groove of DNA. The E2
protein, the steroid receptor-like
C,-class Zn finger, the GAL4-like
Cg-class Zn finger, the bZIP-class
and the bHLH-class of transcrip-
tion factors form dimers. By oppo-
sition, most homeoproteins bind to
DNA as monomers, and finally
the C,-H,-class Zn finger proteins
form covalent concatemers. The
study of DNA-binding domains of
eukaryotic transcription factors
shows more than one way to pre-
sent an a-helix in the major
groove. In evolutionary terms, this
implies that these proteins have
arisen from different ancestors :
consequently, the DNA-binding
domain must have been « inven-
ted » several times.
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