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Les « doigts a zinc », éléments
de reconnaissance de IIADN

Les « protéines dactyles » dont les doigts sont stabilisés par des
liaisons de coordination entre un atome de zinc et soit deux
histidines et deux cystéines, soit quatre cystéines constituent une
famille de molécules ayant la propriété d’interagir avec des
séquences particuliéres d’ADN. Cette famille peut elle-méme étre
subdivisée en plusieurs sous-groupes définis par la participation
— ou non — dhistidine a la formation du doigt, par le nombre
de doigts et par l'interaction symétrique ou asymétrique avec
PADN double brin. Nombre des protéines dactyles sont des
modulateurs de la transcription des génes.

n des objectifs de la bio-

logie moléculaire

consiste a élucider pré-

cisément les méca-

nismes de régulation de
la transcription des génes. Cette
recherche passe par l'identification
de facteurs de transcription capables
de reconnaitre des séquences spécifi-
ques d’ADN et de s’y fixer (m/s n° 7,
vol. 3, p. 428). L'étude par analyse
cristallographique aux rayons X de
I'interaction du répresseur et de la
protéine Cro du phage lambda avec
un ADN en double brin a permis de
mettre en évidence un motif « hélice-
tour-hélice» (figurel), qui se
retrouve dans différentes protéines de
phages, de levures ou de bactéries
ainsi que dans des protéines compre-
nant des séquences homéoboxes chez
des eucaryotes[1]. La particularité
des sites d’ADN participant a ce type
de contact est d’étre «palindromi-
ques », c’est-a-dire d’avoir une symé-
trie par rapport a un point et de
comporter ainsi des séquences iden-
tiques sur les deux brins. Plus récem-
ment, Miller, McLachlan et Klug[2]
ont montré I'existence de séquences
répétitives pour le facteur de trans-
cription TFIIIA chez un amphibien,
le xénope. Ils ont proposé un replie-
ment de chacune de ces séquences

autour d’'un atome de zinc pour for-
mer des domaines structuraux sépa-
rés, les « doigts a zinc ». Par la suite,
des séquences protéiques similaires
ont été mises en évidence pour de
nombreuses protéines capables de se
lier a I'’ADN (3] parmi lesquelles des
facteurs de transcription impliqués
dans la régulation des ARN polymé-
rases II et III.

Etude du facteur
de transcription TFIIIA

Le facteur de transcription TFIIIA
est une protéine de 344 résidus qui
existe sous forme de monomére de
poids moléculaire 38 600 daltons.
Elle a un rayon de Stokes* de 34 A,
un coefficient de sédimentation de
2,8 S** et est fortement asymétri-
que [4]). Elle se trouve associée a de
I’ARN 5S au sein d’'un complexe
ribonucléoprotéique 7S qui est sa
forme de stockage et qui contient de
sept a onze atomes de zinc par molé-
cule. Par protéolyse de la protéine
TFIIIA on obtient des fragments

* Rayon de Stokes : rayon de la sphére d’hy-
dratation d’une protéine.

** S unités Svedberg, unités de centrifuga-
tion.
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d’environ 3 000 daltons. La détermi-
nation de la séquence compléte de
TFIIIA réalisée a partir d’ADN cloné
a montré que l’enchainement des
résidus 13 a 276 est constitué de neuf
séquences similaires de 30 acides
aminés chacune, comportant une
paire de cystéines (Cys) et une paire
d’histidines (His) a des positions
invariantes suivant la séquence
consensus : (T'yr Phe) X Cys X,_4 Cys
X; Phe X; Leu X, His X3 His X, _g,
ou X représente n'importe quel acide
aminé.

En présence de zinc, ces segments
forment des complexes, les « doigts a
zinc », impliquant les deux Cys et les
deux His et un atome de zinc tétra-
hédriquement coordiné.

feuillet p

Figure 1. Représentation schémati-
que du motif «hélice-tour-hélice »
d’interaction de I'ADN avec le
complexe récepteur-opérateur du
phage lambda. L'hélice az se loge
dans le grand sillon tandis que I'hélice
a, vient en contact avec le squelette de
IADN. Sur le schéma, les hélices sont
représentées par des cylindres. (Daprés
1) :
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L’initiation de la transcription du
geéne de I'’ARN 5S par 'ARN poly-
mérase III nécessite la formation
d’'un complexe stable de transcrip-
tion entre la séquence d’ADN concer-
née et trois facteurs de transcription
au moins, TFIIIA, B et C[2]. La
premiére étape de ce processus d’ini-
tiation consiste en une interaction
spécifique entre la protéine TFIIIA
et la séquence d’ADN qui contréle la
transcription et qui comporte envi-
ron 50 nucléotides. Ce complexe est
ensuite stabilisé par la fixation des
facteurs B et C.

Le fait que le complexe TFIIIA-Zn
ait plusieurs doigts joue un role
important dans sa liaison a ’ADN.
Il a été montré récemment que les
deux doigts les plus proches de 1’ex-
trémité N-terminale de la protéine
sont en contact avec chaque nucléo-
tide du grand sillon sur un tour
d’ADN tandis que les cinquiéme et
sixiéme doigts se lient a ’ADN dans
le petit sillon, les deux derniers
doigts étant en contact pour leur part
avec chaque nucléotide du grand sil-
lon sur un tour d’ADN.

Les sites nucléotidiques protégés par
TFIIIA lors de sa liaison a 'ADN ont
été étudiés par foot printing, techni-
que d’«empreinte» laissée par la
protéine fixée a '’ADN lorsque ce
dernier est digéré par les nucléases (la
région de 'ADN liée a TFIIIA est
alors protégée contre la diges-
tion) [5], ce qui a permis de détermi-
ner une séquence répétitive
d’ADN protégée par TFIIIA,
XCXGGXPyXGGPu ou X repré-
sente n’importe quelle base, Pu sym-
bolise une base purique et Py une
base pyrimidinique.

Protéines susceptibles de
former des doigts a zinc

Suite a cette étude relative au facteur
de transcription du xénope, des
enchainements du type Cys X,_, Cys
X; Phe X; Leu X, His X5 His X;
susceptibles de former des doigts a
zinc [6] ont été mis en évidence dans
de nombreuses autres protéines
(TableauI) qui jouent un role de
régulation de la croissance ou de la
différenciation cellulaire. Cest le cas,
par exemple, des produits des génes
Kruppel et Serendipity B et & chez la
drosophile, du géne ADR-1 chez la
levure, des génes mkr, et mkr, expri-

més principalement dans le cerveau
chez la souris [7], du géne NGF-14
qui est exprimé dans le cerveau, les
poumons et les ganglions cervicaux
supérieurs chez le rat, et du géne Egr-
I qui est exprimé surtout dans le
ceeur, le cerveau et les poumons chez
les mammiféres. Clest le cas égale-
ment de la protéine codée par le géne
Sp-I humain, isolée primitivement
de cellules HeL a, puis retrouvée dans
de nombreux autres tissus (cel-
lules T, tissu placentaire) et qui se lie
a des motifs riches en GC[8]. C’est
le cas enfin du produit du géne Krox
20 de souris qui pourrait jouer un
réle au niveau de la prolifération
cellulaire. Ces protéines contiennent
un minimum de deux doigts séparés
par une chaine de sept a huit résidus
d’acides aminés de séquence trés
conservée.

Une autre classe de « doigts a zinc »
pour laquelle les histidines ont été
remplacées par des cystéines a égale-
ment été caractérisée. La séquence
consensus correspondante est Cys X,
Cys X5 Cys X, Cys (a) ou encore Cys
X, Cys Xg Cys Xg Cys X, Cys (b)
(Tableau I, p.627). Cette classe de
doigts est retrouvée dans diverses
protéines telles que les produits du
géne EIA d’adénovirus (a), qui
jouent un role crucial de régulation
positive de la transcription, des pro-
duits des génes GAL-4, PPR-1 et
ARGR-2 de Saccharomyces cerevisiae
(b), du géne LAC-9 de Kluyvero-
myces lactis (b) et du géne qa-If de
Neurospora crassa (b). Ces protéines
d’eucaryotes unicellulaires ont en
commun une séquence consensus
(code a une lettre)* du type:

KK D K
ACDXCRPho PhoKC XXXPXCX CPho
RR S R

ou Pho représente un acide aminé de
type hydrophobe et X représente
n’importe quel type d’acide aminé. A
cette classe (a) se rattachent égale-
ment les récepteurs des hormones
stéroidiennes [9] pour lesquels la
séquence de la partie qui se lie a
I’ADN (région C) est fortement
conservée : 1l y a environ 90 % d’ho-
mologie pour le récepteur d’une
méme hormone dans différentes

*A=Ala; C=Cys; D= Asp; K = Lys;
R = Arg; S = Ser; P = Pro.
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Figure 2. Structures probables d’un «doigt a zinc » du type TFIIIA et
schémas d’interaction avec I'ADN. A. Sont indiqués les acides aminés
invariants du facteur TFIIIA ainsi que les acides aminés impliqués dans la liaison
a I'atome de zinc. B. L'atome de zinc est symbolisé par un rond noir et les paires
de cystéines et d'histidines formant la structure en «doigt» sont indiquées
respectivement par C (cystéines) et par H (histidines). (D’apres [10)).

espeéces, et 50 a 60 % d’homologie
pour différents récepteurs dans la
méme espéce. Tous ces récepteurs
contiennent deux séquences succes-
sives riches en cystéine, la premiére
répondant a la séquence consensus
(code a une lettre)* :

S S
Pho CXVCXDXA GXHPho XXX CXXCXXFF
T T

Il est a noter qu'une séquence du
méme type a été mise en évidence
d’'une part dans le cas du récepteur
de I’acide rétinoique chez I’homme

(qui joue un réle dans la différencia-

tion cellulaire), d’autre part dans le
cas de la protéine oncogéne du virus
d’érythroblastose aviaire (v-erb A) et
de sa contrepartie cellulaire (c-erb A).

*V=Val; T=Thr; G=Gly; H= His;
F = Phe.

Cependant il faut remarquer que si
cette famille des récepteurs stéroi-
diens se compose de protéines ayant
deux séquences successives riches en
cystéine, seule la premiére de ces
séquences répond a la formule
consensus Cys X, Cys X Cys X5 Cys
X, Cys.

Enfin d’autres séquences consensus
ont été mises en évidence dans le cas
de protéines de rétrovirus ou de bac-
tériophages ainsi que pour quelques
synthétases d’ARN de transfert.

Ces séquences sont répertoriées dans
le Tableau 1.

Interaction de ces
protéines avec I’'ADN

Depuis la mise en évidence par Mil-
ler(2] de la structure protéique en
doigt comme médiateur de I'interac-
tion avec I'’ADN au cours de la trans-
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cription, on a identifié par séquen-
cage de clones d’ADN de nombreuses
autres protéines possédant 1'une ou
I'autre des séquences consensus citées
précédemment, a savoir Cys X, ,
Cys X3 Phe X, Leu X, His X, His
ou Cys X, Cys X,; Cys X, Cys et Cys
X, Cys X4 Cys Xg Cys X, Cys. Pour
pouvoir les classifier en tant que
«doigts a zinc », il faut encore s'as-

surer que ces protéines nécessitent la
présence de ce métal pour interagir
avec 'ADN. Ceci n'a été démontré
que pour quelques protéines outre le
facteur de transcription TFIIIA du
xénope, a savoir les protéines SPI et
GAL-4. Par ailleurs, on a de trés
fortes présomptions en ce qui
concerne la protéine du géne Uvr 4
d’E. coli ainsi que le récepteur des

estrogénes humain.

Il est a noter que les deux principales
classes de protéines citées précédem-
ment semblent différentes quant a
leur mode d’interaction avec 'ADN.
Dans le cas des protéines possédant
plusieurs « doigts a zinc» (de 2 a 13)
séparés par de courtes séquences de
sept a huit acides aminés (figure 24),
groupe auquel appartient le facteur

Tableau |
CLASSIFICATION DES DOIGTS A ZINC

Origine Nom de la séquence Nombre de Role de la protéine
ou de la protéine doigts
Séquence type Cys X, 4 Cys X; Phe X5 Leu X, His X, _4 His
Xénope TFIIA 9 Facteur de transcription
Drosophile Serendipity B, & 5(B); 6 + 1 (d) Gene de transcription chez |'embryon
Kruppel 4 Geéne de segmentation
Hunchback 4+ 2 Gene de segmentation
Souris mkr,, mkr, 7(1) ; 9(2) Controle de I'expression génétique
pendant le développement
Krox 20 3 Controle de la transcription
Levure ADR1 2 Active la transcription du gene ADH2
Mammiferes Sp 1 3 Facteur de transcription
NGF-1A 3 Stimule la différenciation neuronale
Egr-1 3 Controle la transcription
TDF 13 Détermination du sexe
Séquence type Cys X, Cys X Cys Xg Cys X, Cys
Eucaryotes GAL-4 1 Métabolisme du galactose
unicellulaires PPR-1 1 Régulation de la biosynthese de la pyrimidine
ARGR-2 1 Métabolisme de |'arginine
LAC-9 1 Métabolisme du galactose
qa-1f 1 Active la transcription de génes impliqués
dans l'utilisation de I'acide quinique
Séquence type Cys X, Cys X3 Cys X, Cys
| Adénovirus E1A 1 Stimulation de la transcription
Mammiferes Récepteurs stéroidiens 1 Médiateurs de I'action des hormones
stéroidiennes, controle de la transcription
Séquence type Cys X, Cys X, His X, Cys
Rétrovirus géne gag 1 Formation du core protéique des virions
Séquence type Cys X; His X5 Cys X, Cys
Bactériophage gene 32 1 Déstabilise I'hélice
Séquence type Cys X, Cys Xy Cys X, Cys ou Cys X, Cys X His X, His
Bactéries ARNt synthétases _ 1 Métabolisme des acides nucléiques
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TFIIIA, la protection est asymétri-
que. On peut envisager un mode
d’interaction avec I'’ADN tel que la
protéine s’enroule en quelque sorte
autour de la double hélice d’ADN, les
«doigts » successifs suivant 1'hélice
formée par le grand sillon, ce qui
amene ces «doigts» a faire «face »
(figure 24, p. 626). Cependant il a été
proposé (dans un premier temps)
que ces «doigts» possédent une
structure en hélice a a leur extrémité
C-terminale. Par la suite un modéle
plus élaboré a été imaginé, a savoir
une structure du type «feuillet -
coude B-hélice a » (figure 2B, p. 626).
Cela conduit a un autre modéle d’in-
teraction avec I'’ADN dans lequel
I’hélice a et le coude B seraient situés
dans le grand sillon tandis que le
feuillet B serait plus éloigné de 1’axe
de I'hélice. La protéine formerait
ainsi une sorte de berceau dans
lequel se logerait "ADN, ce qui
ameéne ici aussi les « doigts » a faire
« face » (figure 2B). En fait des études
trés récentes par footprinting ont per-
mis de montrer l'interaction des

doigts successifs avec les bases nucléi-
ques d’abord dans le petit sillon,
puis dans le grand sillon ; la protéine
fait donc bien face a sa cible lors de
son interaction avec celle-ci. En
revanche, la protection s’exerce sur
les deux brins de I'ADN en ce qui
concerne les protéines a doigt unique
du type Cys X, Cys X;3 Cys X, Cys
(famille des récepteurs stéroidiens). 11
faut remarquer que ces enchaine-
ments ont une forte tendance a adop-
ter une conformation en hélice a a
leur extrémité N-terminale.

Le mécanisme d’interaction de ces
protéines avec I'ADN est totalement
inconnu a ce jour bien que I'on sache
que la liaison a ’hormone soit un
préalable pour la spécificité d’inter-
action du récepteur avec l’'acide
nucléique en cause.

Toutes ces remarques aménent a
penser que les deux classes majeures
de protéines a doigts interagissent
différemment avec I’ADN, bien
qu’elles jouent un role a un niveau
ou a un autre dans la régulation de
la transcription W

Summary

Until the early 80’s the only motif
described for protein-DNA inter-
actions was the so-called «helix-
turn-helix » motif. Recent studies
on Xenopus transcription fac-
tor III A have led to propose ano-
ther structure for recognition of
nucleic acids by proteins, the
«zinc finger». This structure
consists of a peptidic chain of
approximately thirty amino
acids, containing invariable cys-
teyl and/or histidyl residues able
to complex one zinc atom. It has
been found in proteins from dif-
ferent origins, many of them
playing arole in the regulation of
transcription.
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