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Les domaines 
à doigts de zinc
Vers la modification 
de la structure 
et de l’activité des génomes
Sarah Dion, Marie-Véronique Demattéi, 
Sylvaine Renault

Les protéines possédant des motifs de liaison à l’ADN de 
type doigts de zinc (zinc finger, ZF) sont connues depuis 
environ 25 ans. Néanmoins, ce n’est que récemment que 
leur système de reconnaissance de l’ADN est utilisé non 
seulement pour cibler spécifiquement l’action activatrice 
ou inhibitrice d’un facteur de transcription, mais égale-
ment pour réaliser le remplacement spécifique de gènes.
L’utilisation de ces protéines zinc finger (ZFP) pour 
réaliser la correction de l’expression défectueuse de 
certains gènes et pour modifier un gène impliqué dans 
une maladie génétique est donc très prometteuse.

Les ZF Cys2His2 : 
structure et interaction avec l’ADN

Les protéines possédant des domaines ZF sont impli-
quées dans la régulation de la transcription de très 

> La modification spécifique de l’expression de gènes 
et la correction ciblée de gènes impliqués dans de 
nombreuses maladies (cancer, diabète, etc.) sont 
devenus des enjeux majeurs des nouvelles théra-
pies chez l’homme. La découverte des domaines de 
liaison spécifique à l’ADN de type doigt de zinc (zinc 
finger, ZF) a permis de développer une technolo-
gie adaptée à cette problématique d’intervention 
ciblée sur le génome. Les ZF sont en effet des modu-
les reconnaissant des séquences ADN spécifiques 
et assemblables à façon. Les domaines ZF peuvent 
ensuite être associés à des domaines répresseurs 
ou activateurs de transcription permettant ainsi de 
moduler spécifiquement l’expression de gènes impli-
qués dans l’angiogenèse (par exemple, VEGF-A). De 
plus, l’association de ZF à un domaine catalytique 
de type nucléase a également permis de remplacer 
dans des cellules humaines une copie mutée du 
gène IL-2Rg (impliqué dans un syndrome d’immu-
nodéficience lié à l’X) par une copie normale. Cette 
stratégie permet d’envisager à relativement court 
terme une thérapie efficace d’un grand nombre de 
maladies génétiques humaines. <

nombreux gènes. Il existe différents types de domaines 
ZF dont celui de type Cys2His2, qui est présent dans 
environ 900 facteurs de transcription sur les 2 000 
recensés dans le génome humain [1]. Les domaines ZF 
sont également les plus abondants parmi les familles 
de protéines se liant à l’ADN autres que les facteurs de 
transcription chez les eucaryotes [1].
Le motif protéique ZF Cys2His2 est constitué d’environ 
30 acides aminés avec une séquence consensus YF-X-
C-X2-5-C-X3-YF-X5-L-X2-H-X3-5-H [2]. Ces acides 
aminés sont organisés en une structure compacte ββα 
stabilisée par un ion zinc. L’atome de zinc est coordonné 
par les cystéines (des feuillets β) et les histidines (de 
l’hélice α) conservées (Figure 1).
L’étude cristallographique du complexe formé entre 
le facteur de transcription murin Zif268 (composé 
de 3 domaines ZF) et la séquence ADN de 9 paires de 
bases (pb) qu’il reconnaît, a montré que le mode de 
reconnaissance est relativement simple : un motif ZF 
reconnaît spécifiquement 3pb contiguës [3]. Les acides 
aminés en positions -1, +3 et +6 de l’hélice α du motif 
ZF interagissent avec un brin de l’ADN (Figure 1). Des 
études complémentaires ont mis en évidence l’impor-
tance de l’acide aminé en position +2 de l’hélice α 
dans la spécificité de reconnaissance de l’ADN par le 
motif ZF, en permettant l’interaction avec le brin d’ADN 
opposé [4]. Cette dernière caractéristique est à pren-
dre en considération lorsque plusieurs motifs ZF sont 
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associés les uns aux autres. En effet, l’assemblage de plusieurs motifs 
ZF, possédant des spécificités différentes de reconnaissance de l’ADN, 
permet de reconnaître une séquence nucléotidique plus longue. Par 
exemple, l’association de 6 motifs ZF permet de cibler une séquence de 
18 pb, soit une séquence unique dans le génome humain.

Les ZFP Cys2His2 : 
assemblage et sélection de nouveaux motifs ZF

La nature modulaire des motifs ZF permet leur utilisation comme des 
blocs individuels permettant ainsi de créer des domaines à plusieurs 
motifs ZF capables de reconnaître une séquence ADN cible plus spéci-
fique. Contrairement aux autres motifs de liaison à l’ADN, les motifs ZF 
ne requièrent pas de séquences cibles palindromiques et peuvent ainsi 
fonctionner sous forme de monomères, ce qui augmente le nombre de 
cibles potentielles qu’ils peuvent reconnaître.
Cependant, toutes les combinaisons de motifs ZF permettant de 
reconnaître une séquence d’ADN déterminée n’existent pas naturelle-
ment. En se fondant sur les nombreuses études effectuées sur Zif268, 
plusieurs méthodes de sélection ont été développées pour obtenir des 
ZFP capables de reconnaître toute séquence de 9pb. Ces méthodes, qui 
utilisent la technique du phage display, ont permis d’obtenir des ZFP 

d’affinité plus élevée que celle des ZF des facteurs de 
trancription naturels [5]. Pour construire des ZFP com-
posées de 3 motifs ZF, trois stratégies de sélection sont 
décrites dans la littérature (Figure 2).
La sélection parallèle [6, 7] consiste à sélectionner 
individuellement chacun des motifs ZF pour chaque 
triplet de la séquence d’ADN choisie, puis de lier les 3 
motifs ZF obtenus indépendamment par un linker cano-
nique (Figure 2A). Actuellement, des motifs ZF spéci-
fiques capables de reconnaître les deux tiers du code 
génétique ont été décrits. Ces motifs reconnaissent 
tous les triplets ADN de type GNN ou ANN. Cependant, 
même si cette première méthode permet de cibler une 
séquence d’ADN choisie, même si elle est rapide et 
accessible à tous les laboratoires, elle ne prend pas 
en compte les interactions possibles entre les motifs 
ZF adjacents, obligeant à mettre au point une autre 
méthode, la sélection séquentielle [8].
Cette deuxième méthode a été développée car il a été 
montré que l’asparagine en position 2 du doigt de zinc 2 
de Zif268 interagit avec le site de liaison du doigt de zinc 1 
conduisant à ce que ce site soit de type GNN, TNN ou CNN 
[9]. Cette contrainte doit donc être prise en compte pour 
une affinité optimale. La sélection séquentielle consiste 
dans un premier temps à assembler un motif ZF variable 
à 2 motifs ZF fixés du domaine Zif268. Le ZF variable 
est modifié en testant d’autres motifs ZF d’une banque 
jusqu’à trouver celui qui a la meilleure affinité. Dans un 
deuxième temps, sur le même principe, le second motif 
ZF, puis le troisième motif ZF, sont ainsi sélectionnés. 
Les 3 motifs ZF ainsi obtenus ont une affinité très élevée 
pour la séquence d’ADN choisie, mais cette méthode est 
longue et difficile d’accès pour de nombreux laboratoires 
car elle nécessite l’utilisation de plusieurs banques de 
motifs ZF (Figure 2B).
Enfin, il existe une troisième méthode de sélection com-
binant les avantages des deux premières, la sélection 
bipartite [4-10]. Cette stratégie utilise deux banques, 
dont chacune contient un doigt de zinc et demi de 
Zif268. Cette méthode consiste, pour une séquence de 
9pb, en une première sélection en parallèle sur 5pb du 
côté 5’ et sur 5pb du côté 3’. La deuxième sélection 
consiste en l’addition des deux motifs et demi ZF ainsi 
obtenus qui sont alors optimisés sur la séquence finale 
(Figure 2C).
Les stratégies utilisant la technique de phage display 
nécessitent beaucoup de cycles d’enrichissement et 
d’amplification, ce qui a suscité le développement de 
systèmes alternatifs plus rapides de sélection en levure 
[11], en bactéries [12] et, depuis peu, en cellules de 
mammifères, permettant ainsi de prendre en compte 
l’influence du contexte cellulaire [13].

Figure 1. Représentation schématique d’un motif en doigts de zinc de type 
Cys2His2. Le motif est représenté avec les acides aminés jouant un rôle clé dans 
l’interaction avec le triplet de nucléotides. Le résidu en position +6 dans l’hélice 
α du motif ZF interagit avec la base en 5’ du triplet d’ADN reconnu, le résidu en 
+3 est en contact avec la base centrale du triplet, et le résidu en position -1 de 
l’hélice interagit avec la base en 3’ (d’après [35]).
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En augmentant le nombre de motifs ZF dans les ZFP, le nombre de 
bases ciblées peut être plus important. En théorie, il est possible de 
cibler des sites potentiellement uniques dans le génome humain en 
utilisant six motifs ZF ou plus [14]. Des ZFP à six motifs ZF (6ZFP) 
ont été produites en utilisant soit un linker canonique de 5 acides 
aminés, TGEKP, entre chaque ZF [14-16], soit en associant deux 
fois trois motifs ZF avec un plus long linker [17]. L’augmentation 
de l’affinité et de la spécificité que confère l’utilisation d’un plus 
long linker a été attribuée à l’augmentation de la flexibilité dans 
le complexe 6ZFP/ADN. En effet, de plus petits linkers pourraient 
générer une perte d’entropie entraînant une perte de l’affinité [18]. 
La construction d’une 6ZFP hautement spécifique a été obtenue par 
l’ajout de 3 groupes de deux ZF associés par un linker canonique 
modifié [19].
Pour que les ZFP conçues in vitro puissent agir de manière efficace, il 
faut pour les concevoir cibler une zone ouverte du génome.

Les ZFP Cys2His2 : leurs différentes applications

Les domaines de reconnaissance à l’ADN de type ZF peuvent être 
fusionnés ou non à un domaine effecteur afin de modifier l’expression 
de gènes ou le génome lui-même.

Modification de l’expression génique
Les domaines de type ZF non fusionnés à un domaine 
effecteur peuvent agir de deux manières. Premièrement, 
la liaison des ZF sur leur cible peut agir en tant que bar-
rière. Ainsi l’ARN polymérase (Figure 3A-I) a été bloquée 
lors de l’utilisation d’une ZFP de trois motifs ZF bloquant 
l’expression de la protéine oncogène p190BCR-ABL [20]. 
Deuxièmement, les domaines de type ZF seuls peuvent 
également agir comme compétiteurs vis-à-vis des pro-
téines de liaison à l’ADN comme les facteurs de trans-
cription. Une protéine contenant 6 motifs ZF, 6F6KOX, 
a permis l’inhibition de la réplication de HSV1 (herpes 
simplex virus de type 1) en bloquant le site de liaison de 
l’activateur viral VP16 [21] (Figure 3A-II). Cependant 
l’action de ZF non fusionnés à un domaine effecteur est 
souvent transitoire du fait du temps de demi-vie très 
court de ces protéines.
La fusion de motifs ZF à des domaines effecteurs intera-
gissant directement avec l’ADN permet potentiellement 
de cibler l’action d’un grand nombre de domaines de 
modification de l’ADN à un locus désiré. Les domaines 
ADN méthyltransférases, des domaines répresseurs et 

Figure 2. Les stratégies pour produire des ZF avec une spécificité de reconnaissance de l’ADN cible. A. La sélection parallèle est basée sur un fonc-
tionnement indépendant des motifs ZF individuels dans les ZFP, chaque doigt de zinc individuel dans une ZFP interagit avec son site de reconnais-
sance indépendamment du doigt de zinc voisin. Chacun des doigts de zinc est donc sélectionné indépendamment des autres. B. Dans la stratégie 
de sélection séquentielle, les doigts de zinc individuels sont sélectionnés dans le contexte de ses voisins, et par conséquent, les contraintes dues 
à la nature de la séquence ADN cible sont prises en compte. Chacun des doigts de zinc est donc sélectionné successivement en fonction des doigts 
de zinc adjacents. C. La stratégie bipartite utilise deux banques ZFP pré-créées avec dans chacune la moitié des trois motifs ZF partiellement 
randomisée au niveau des acides aminés clés qui font le contact avec l’ADN. La partie amino-terminale de la ZFP est inter-changée à partir d’une 
banque pendant que la partie carboxy-terminale est inter-changée à partir d’une autre banque. La sélection est faite en parallèle en utilisant les 
moitiés 5’ et 3’, respectivement, de la séquence cible. Les sélections faites à partir des banques individuelles sont associées et sélectionnées une 
nouvelle fois en utilisant la séquence cible entière dans le but d’obtenir une ZFP avec la spécificité désirée et une bonne affinité de reconnaissance 
(d’après [25]).
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activateurs de transcription, ont été utilisés avec succès pour modifier 
l’expression des gènes adjacents au site de fixation des ZFP. Les ADN 
méthyltransférases permettent la méthylation de l’ADN au niveau du 
carbone 5 des cytosines de l’ADN. Cette méthylation joue un rôle impor-
tant dans l’établissement des profils d’expression génique corrects chez 
les vertébrés, souvent par répression de la transcription. Dans de nom-
breux cancers et autres maladies, des profils aberrants de méthylation 
de l’ADN ont été observés. La capacité à cibler la méthylation des cytosi-
nes, en particulier dans les régions promotrices, serait donc cruciale pour 
rétablir la régulation du gène impliqué (Figure 3B-I). Dans cet objectif, 
la capacité de méthylation spécifique des dinucléotides GC ou CG par les 
ADN méthyl-transférase M.CviPI et M.SssI, lorsqu’elles sont fusionnées à 
Zif268, a été augmentée d’un facteur 20 chez la levure [22].
Les méthylations des histones peuvent engendrer des changements 
structuraux de la chromatine et par conséquent des profils d’expression 
génique (Figure 3B-II). La répression efficace de l’expression génique 
en fusionnant des ZF synthétiques ciblant le promoteur VEGF-A à un 
domaine minimal d’une histone méthyltransférase a été démontrée 
[23]. Dans ces études, la méthylation de la lysine 9 de l’histone H3 a 
engendré une diminution de l’expression du VEGF-A.
Dans de nombreuses applications, l’ajout d’un domaine d’activation ou 
d’inhibition de la transcription peut ainsi créer de nouveaux facteurs de 
transcription pouvant réguler l’expression d’un gène d’intérêt (Figure 
3C). Les domaines répresseurs comme kruppel associated box (KRAB) 
[24], ERF repressor domain (ERD) [25] et, parmi les domaines activa-
teurs, le domaine VP16 de HSV1 [21], ont permis, lorsqu’ils sont fusion-
nés avec un ZF, de cibler des régions promotrices et de modifier l’expres-

sion des gènes adjacents [25-27]. La capacité à pouvoir 
cibler de manière spécifique des séquences ADN fait des 
motifs ZF d’excellents outils pour l’étude fonctionnelle 
des gènes [27]. Le domaine VP16 fusionné à un ZF ciblant 
le gène AP3 d’Arabidopsis thaliana a permis l’expression 
stable de ce gène pendant plusieurs générations [27]. 
L’expression cellulaire d’une ZFP appropriée permet de 
cibler les 2 allèles du gène en même temps contrairement 
aux autres systèmes existants, anti-sens, ribozymes ou 
ARN interférence, qui doivent cibler toutes les copies 
d’ARNm ou tous les produits protéiques.
Sûrement le champ d’application le plus excitant est 
l’utilisation des ZFP en thérapie génique. Selon le type 
de ZFP utilisé (répresseur, activateur), le traitement 
par un transgène ZFP offre de nombreux avantages par 
rapport aux approches thérapeutiques conventionnelles. 
Par exemple, les répresseurs ZFP (Figure 3C-I) sont plus 
sélectifs dans la répression génique et ont un risque moin-
dre de provoquer une réponse cellulaire non spécifique, à 
l’inverse des approches de ciblages d’ARN ou de produits 
protéiques. Réciproquement, les activateurs ZFP (Figu-
re 3C-II) peuvent être utilisés pour augmenter l’expression 
endogène d’un gène ayant un bénéfice thérapeutique. 
Cette dernière approche peut être le meilleur moyen pour 
exprimer une protéine thérapeutique dans les cas où les 
ADNc correspondants ont une taille trop importante pour 
utiliser les vecteurs de transgenèse classiques. De plus, 

Figure 3. Les différentes applications des ZF. Le mécanisme d’action des facteurs de transcription artificiels dépend du site ADN ciblé et du 
domaine effecteur (s’il y en a un) fusionné aux ZF (un rectangle orange représente un ZF). En l’absence de domaine effecteur (A), les ZF peuvent 
être utilisés comme des barrières naturelles vis-à-vis du complexe transcriptionnel (A-I) ou comme des compétiteurs vis-à-vis d’autres protéines 
(les activateurs ou répresseurs naturels), qui se fixent au niveau des régions promotrices (rectangle rouge) (A-II). Les ZF peuvent également être 
utilisés pour créer des enzymes chimériques (B) capables de modifier directement l’ADN, par exemple par méthylation de l’ADN lui-même (B-I) 
ou des histones qui sont des facteurs de remodelage de la chromatine pouvant agir soit comme activateurs, soit comme répresseurs (B-II). Les 
ZF conçus in vitro peuvent être utilisés comme des facteurs de transcription ciblant les régions promotrices des gènes d’intérêt (C). Dans ces cas, 
les nouveaux facteurs de transcription interagissant avec d’autres éléments de la machinerie transcriptionnelle et selon le domaine effecteur 
fusionné auront une activité d’inhibiteur (C-I) ou d’activateur (C-II) sur la transcription (d’après [21]).
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cette approche permet l’expression de tous les variants d’épissage du 
gène thérapeutique nécessaires pour la fonction de nombreux gènes. 
Un activateur ZFP du VEGF-A (vascular endothelial growth factor A) est 
actuellement en cours d’étude pour le développement d’un traitement 
contre les maladies vasculaires [28]. Ces études ont démontré que cette 
ZFP active l’expression de toutes les isoformes majeurs du VEGF, induisant 
la croissance des vaisseaux sanguins et apportant ainsi un bénéfice thé-
rapeutique dans les modèles animaux de maladie artérielle périphérique.

Modification du génome
Deux stratégies de modifications du génome par ZFP sont actuellement en 
cours de développement : l’une consiste à intégrer un gène d’intérêt à un 
site cible défini afin d’éviter les mutations insertionnelles qui peuvent être 
délétères ; l’autre consiste à induire une coupure dans le gène à modifier 
et à utiliser les capacités de la cellule à réparer les coupures double- brin 
(DSB) en utilisant comme matrice une version corrigée du gène d’intérêt.
La première stratégie utilise des domaines catalytiques de type inté-
grases et résolvases (Figure 4A-I). Dans le but de créer des vecteurs de 
transfert de gène à partir de rétrovirus ayant des intégrations contrô-
lées au niveau de sites chromosomiques définis, l’équipe de Chow [29] 
a fusionné à des intégrases tronquées du VIH (virus de l’immunodé-
ficience humaine) la protéine synthétique E2C comportant six doigts 
de zinc. Les auteurs ont ainsi pu montrer un point chaud d’intégration 
situé à 20pb du site reconnu par E2C.
Des résolvases ont également été utilisées (Figure 4A-I). Notamment 
dans le travail sur la recombinaison site-spécifique par la recombi-
nase chimère composée du domaine catalytique d’un mutant hype-
ractif de la résolvase Tn3 fusionné aux domaines de reconnaissance de 
l’ADN de Zif268. Par ces travaux, les auteurs ont pu créer des chimères 
actives en bactéries catalysant des recombinaisons spécifiques sur 
des séquences cibles [30].

Cependant, pour de nombreuses maladies génétiques, une 
deuxième stratégie a été mise en place afin d’apporter 
une version corrigée du gène muté (Figure 4A-II). Cette 
stratégie d’édition du génome fondée sur l’activité de 
nucléases semble très prometteuse notamment celle qui 
utilise la nucléase Fok1 [31] (Figure 4A-II). À l’inverse des 
approches fondées sur l’intégration d’un ADNc, l’édition du 
génome offre la possibilité de réellement réparer le gène, 
les cellules traitées avec succès ne sont pas modifiées, 
excepté pour la correction du gène muté. L’avantage de 
cette approche est qu’elle assure une régulation appro-
priée du gène corrigé. L’activité des nucléases-ZFP a été 
démontrée dans les cellules de métazoaires : celles-ci 
produisent des cassures double-brin au site cible chromo-
somique stimulant le système de réparation par recombi-
naison homologue (Figure 4B). Ce système est fondé sur 
des études précédentes sur l’endonucléase I-SceI [32]. 
Donc, en traitant les cellules avec des vecteurs expri-
mant une nucléase-ZFP et en apportant un ADN donneur 
correspondant au segment du gène muté, il sera possible 
d’obtenir une édition très efficace du génome dans le but 
d’introduire des changements génétiques précis (Figure 4). 
Cette approche a été récemment validée dans des cellules 
d’insecte [31], humaines [33] et de plantes [34].

Conclusion

Le concept de la technologie ZF, permettant de cibler une 
séquence précise d’un génome en étant associée à des 
domaines protéiques effecteurs, en fait un outil puissant de 
régulation de l’expression et de modification des génomes 

procaryotes et eucaryotes. 
De nombreuses applications 
biotechnologiques et thé-
rapeutiques sont décrites 
depuis une dizaine d’années, 
principalement relayées 
par l’entreprise Sangamo 
Biosciences. Les axes d’ap-
plication de cette techno-
logie concernent essentiel-
lement le développement 
de facteurs de transcription 
synthétiques et la correc-
tion de gènes. En effet, la 
production de facteurs de 
transcription synthétiques 
permet aussi bien de faire 
produire en grande quantité 
une protéine mal exprimée 
chez l’homme qu’une pro-
téine d’intérêt agronomique 

Figure 4. Modification du génome par des ZFP. A. Des ZF fusionnées avec la nucléase de FokI sont capables de faire 
une coupure double brin et permettent le remplacement de gènes dans 10 % des cellules. A-I. Des ZF-recombi-
nases sont capables de médier des événements de recombinaison/intégration. A-II. Dans ce mode d’action, le 
site de liaison des ZF peut être choisi dans ou en dehors de la région promotrice. B. Principe de la recombinaison 
homologue favorisée par une cassure double brin (DSB) crée par les ZF-nucléases (ZFN) (d’après [33]).
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chez une plante. Ainsi un essai clinique de phase 2 est actuellement en cours 
pour l’utilisation d’une ZFP capable d’inhiber l’expression du VEGF-A impli-
quée dans les diabètes neuropathiques. L’autre domaine d’application, la 
correction thérapeutique de gènes, a été validée sur le gène IL-2Rg impliqué 
un syndrome sévère d’immunodéficience associé à l’X. De nombreuses autres 
gènes, comme le gène de la β globine, muté dans la β-thalassémie, sont 
également en cours de modification. Il n’y a guère de doutes que nous ver-
rons se multiplier dans les mois et années à venir les essais de thérapie sur de 
nombreuses maladies, monogéniques dans un premier temps, pour ensuite se 
développer certainement sur des maladies multigéniques. ‡

SUMMARY
Zinc finger proteins: 
tools for site-specific correction or modification of the genome
The ability to achieve site-specific correction or modification of the genome 
has widespread implications for basic and applied research. Individual zinc 
finger (ZF) domain recognizes DNA triplets with high specificity and affin-
ity. They are used to create zinc finger protein (ZFP), like the ZF-nucleases, 
which could be designed to be specific for nearly any site in the genome. 
These domains can be tandemly linked to recognize DNA sequences of dif-
ferent lengths, with high fidelity. Different methods have been developed 
to design ZF specifically targeted to any triplet. This modular design offers 
a large number of combinatorial possibilities for the specific recognition 
of DNA. By fusing ZF to repression or activation domains, genes can be 
selectively targeted and switched off and on. Zinc-finger proteins (ZFPs) 
that recognize novel DNA sequences are the basis of a powerful technology 
platform with many uses in therapeutics. The ZF have been used as the DNA-
binding domains of novel transcription factors (ZFP TFs) which are used to 
inhibit or activate genes involved in different diseases. ZF-nucleases are 
developed to modify genes implicated in diffferent diseases. Many clinical 
trials using ZFPs are currently under investigation. ‡
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