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·TFIIH (BTF2), à l'interface 

de trois processus cellulaires : 

transcription, réparation et cycle cellulaire 

Continuellement exposé à l ' action 
d 'agents mutagènes environnants ,  
comme les cancérogènes chimiques, 
les radiations ionisantes ou les UV, 
l 'organisme subit au niveau de son 
ADN de nombreux dommages qu'il 
doit réparer afin de conserver l ' inté­
grité de son information génétique et 
d'éviter ainsi un dysfonctionnement 
des cellules pouvant conduire à leur 
mort ou à leur transformation en cel­
lules cancéreuses. Dans chaque cellu­
le, la localisation et la réparation 
d'une lésion doivent intervenir avant  
la phase S de réplication de l'ADN 
pour éviter que l 'erreur génétique ne 
soit transmise aux cellules-filles ; aus­
si faut-il que le cycle cellulaire soit 
provisoirement arrêté, puis qu 'un 
signal de fin de réparation autorise à 
nouveau sa progression et la reprise 
des processus de réplication et de 
transcription.  Les facteurs molécu­
laires qui con trôle n t  étro i tement  
l ' imbrication de  ces différents phéno­
mènes agissent très probablement en 
des points stratégiques de convergen­
ce de ceux-ci .  
I l  avait déjà été montré qu'outre son 
rôle clé dans la transcription des 
gènes codant pour les protéines - il 
participe à la formation du complexe 
de préinitiation (comprenant les fac­
teurs généraux TFIIA, B, D, E et F et 
l'ARN polymérase II) sur un promo­
teur minimum (TATA-box e t  s i te 
d ' in i tiati o n )  - l e  fac teur  TFI IH 
(BTF2) intervenait également dans la 
réparation de l 'ADN (figure 1) [ 1 ,  2] . 
A ce jour, il est en outre le seul des 
facteurs généraux de transcription 
connus à posséder diverses activités 
enzymatiques (Tableau !) : ( 1 )  deux 
activités héli cases de sens opposés, 
probablement impliquées dans la 
séparation des deux brins d'ADN qui 
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permettra la lecture du brin codant 
au cours de la transcription ou l' exci­
sion du fragment lésé suivi de sa 
resynthèse lors de la réaction de 
réparation ; (2) une activité protéine­
kinase capable, entre autres, de phos­
phoryler le domaine carboxy-termi­
n al ( CTD pour  carboxy-terminal 
domain) de la grande sous-unité de 
l 'ARN polymérase II (ARNpol II ) . 
Les activités hélicases résiden t  dans 
le s  sous-un i tés  ERCC2 ( XPD)  e t  
ERCC3 (XPB) , qui sont des compo­
sants essentiels de la machinerie de 
réparation par excision (NER pour 
nucleotide excision repair) , Des muta­
tions dans les gènes ERCC2 et ERCC3 
sont responsables d'une déficience 
sévère de la réparation, le xeroderma 
pigmen tosum (XP) , caractérisée par 
une  hyperphotosensibi l i té e t  un 
risque accru de développer des can­
cers cutanés, associée aux symptômes 
d'une autre maladie génétique, le 
syndrome de Cockayne, où le coupla­
ge réparation-transcription est aboli 
[3,  4] . Certains patients du groupe 
de complém e n tat ion XPD son t  
atteints, en plus, d'une autre maladie 
récessive rare, la trichothiodystrophie 
[3, 4] . Cette dernière pourrait être 
également le résultat d'une mutation 
dans une sous-unité de TFIIH non 
encore identifiée [5] , On ne connaît 
pas d'activités enzymatiques liées aux 
sous-unités p62 et p44 ; cependant, il 
a été récemment montré que leurs 
homologues chez Saccharomyces cerevi­
siae, Tfb l et Ssl l ,  étaient requis aussi 
bien pour la transcription que pour 
la réaction NER [6] . 
L 'activi té kinase u ti l isant le CTD 
comme substrat n 'avait pu être jus­
qu'alors attribuée à aucune sous-uni­
té et son importance dans la fonction 
de TFIIH reste mal élucidée. Il a été 

montré en outre que c 'est la forme 
non phosphorylée de l 'ARNpol II qui 
s'incorpore préférentiellement dans 
le complexe de préinitiation et que 
la phosphorylation du CTD précède 
ou est concomitante de l 'amorçage 
de la transcription ; elle permettrait à 
la polymérase de se libérer de son 
ancrage à la protéine TBP (TA TA-box 
binding protein) lorsque cette dernière 
est fixée au promoteur. Bien qu'il ne 
soit pas prouvé que cette étape soit 
obligatoire pour la transcription de 
tous les gènes, on sait que le  CTD est 
toujours phosphorylé lorsque la poly­
mérase est engagée dans le processus 
d'élongation. Par ailleurs, la conver­
sion du complexe d ' in i tia tion en  
complexe d ' é longat ion n écess i te 
l ' hydrolyse d 'ATP, vraisemblable­
ment en rapport avec les fonctions 
hélicase et kinase e t/ ou un besoin 
énergétique autre (libération de cer­
tains facteurs, déplacement du com­
plexe . . .  ) .  
Dans la stratégie adoptée afin de 
caractériser les différents composants 
de TFIIH ,  nous avons récemment 
soumis deux polypeptides  à une 
d iges t ion tryps ique parti e l l e .  Le  
microséquençage du polypeptide de 
poids moléculaire 40 kDa a permis 
d' identifier une protéine préalable­
ment connue pour son rôle dans la 
régulation du cycle cellulaire : la pro­
téine kinase MOIS [7 ] , Celle-ci est la 
sous-unité catalytique d'un complexe 
protéique responsable de la phos­
phorylation des protéines p34cdr21rdkl! 
et p33'dk2, deux kinases dépendantes 
des cyclines (Cdk) qui contrôlent, 
respectivement, l 'en trée de la cellule 
en mitose et la transition de la phase 
G l  vers la phase S [8] , Cette phos­
phorylation intervient au niveau d'un 
résidu thréonine qui est conservé 
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dans toutes les kinases apparentées à 
Cdc2 et induit leur activation par un 
changement  conformationne l  qui 
découvre leur site catalytique. Les 
activités de Cdc2 et Cdk2 sont donc 
réglées non seulement par l 'associa­
tion à différentes cyclines mais aussi 
par un mécanisme de phosphoryla­
tion/déphosphorylation. Tout com­
me ses propres substrats dans le cycle 
ce l lu laire ,  M 0 1 5  es t  une  k inase 
dépendante des cyclines : e l le est 
associée à la cycline H,  qui s'est avé­
rée être la seconde sous-unité que 
nous avons microséquencée [7 ] . Son 
activité CAK (pour cdh-activating hina­
se) peut être mesurée in vitro par la 
phosphorylation du complexe cdk2-
cycline A ; ce dernier devenu  ainsi 
ac t if  pourra,  dans  u n  deux ième 
temps, phosphoryler l 'histone H l  en  
présence d'ATP radiomarqué. Ainsi, 
en constatant, lors d'immunoprécipi­
tations effectuées avec des anticorps 
spécifiques dirigés contre les diffé­
ren tes  sous-u n i t é s  de  TFI I H  ou 
contre la  protéine M015  elle-même, 
que l'activité CAK était associée aux 
activités de phosphorylation du CTD 
et de transcription de TFIIH, l 'appar-

tenance du couple M015/cycline H 
au facteur a pu être démontrée, sans 
que l'on sache toutefois avec quel­
le (s) sous-unité (s) les deux parte­
naires sont  susceptibles d'interagir ni 
avec quelle force ils sont liés au com­
plexe protéique de base. Existe-t-il 
différents complexes TFIIH qui rem­
pliraient des fonctions différentes 
selon que leur composition en sous­
unités varie, en particulier suivant la 
présence ou non de M01 5  et de la 
cycline H ?  Cette hypothèse ne peut 
être complètement exclue. En effet, 
l'analyse quantitative des expériences 
d' immunoprécipitation a révélé des 
différences importantes suivan t  la 
nature de l'anticorps utilisé. En par­
tan t  d'un extrait brut de cellules 
HeLa, les anticorps dirigés contre la 
sous-unité p62 précipitent moins de 
polypeptides M01 5  et ERCC2 que 
des autres sous-unités du complexe 
TFIIH ; inversement, les anticorps 
anti-M01 5  ou anti-ERCC2 précipi­
tent chacun M01 5  et ERCC2 dans 
des proportions similaires, et nette­
ment moins de p62. I l  semblerait 
qu'il existe une hétérogénéité dans la 
composition du complexe TFIIH ; le 

Tableau 1 

LES DIFFÉRENTES SOUS-UNITÉS DU COMPLEXE TFI IH HU MAIN 

Masse molaire Dénomination Caractéristiques Homologues chez 
(kDa) Saccharomyces 

cerevisiae 

89 XPB/ERCC3 Hél icase 3'-5' Rad25/Ssl2* 
80 XPD/ERCC2 Hél icase 5'-3' Rad3* 
62 p62 Tfb 1 *  
44 p44 Liaison à l'ADN Ssl 1 *  

(structure en 
doigt de zinc) 

41 p41 
40 M 0 1 5  Activités CAK et Kin28 

CTD kinase 
34 p34 Structure en doigt 

de zinc 
34 cyc l ine H Protéine Ccl 1 

régulatrice 
de M015 

32 p32 associée au 
complexe kinase 

XPB, XPD : groupe de complémentation 8, D du xeroderma pigmentosum. 
CTD kinase : carboxy-terminal domain phosphorylating kinase ; CAK : pour cdk-activating kinase. 
* Ces sous-unités sont impliquées dans la réparation par excision de nucléotides chez la levure. 

fai t  que M0 1 5  e t  E RCC2 soien t  
immunoprécipités avec une stœchio­
métrie constante, indépendamment 
de l ' u ti l i sa t ion d ' an ti-M 0 1 5  ou 
d'anti-ERCC2, suggère une  interac­
tion préférentielle entre ces deux 
sous-unités. Ce point est également 
confirmé par des expériences de 
<< déplacement ,, (shift) de protéines 
sur gradient  de glycérol  où l ' on 
constate un déplacement de la sous­
unité M0 1 5  parallèlement à celui 
des activités CAK et CTD-kinase, mais 
avec seulement une partie des sous­
un ités de TFII H .  Si l e  complexe 
TFIIH n'est pas déplacé par un anti­
corps contre M01 5, il semble néan­
moins que la stœchiométrie de sa 
composition ainsi que ses propriétés 
en soient altérées ; en effet, outre la 
perte de M015,  près d'un tiers des 
molécules ERCC2 présentes dans le 
complexe de départ sont entraînées 
avec le complexe contenant la kina­
se, confirmant la possibilité d'une 
interaction entre ces deux sous-uni­
tés .  D e  plus ,  le déplacement de 
M 0 1 5  provoque une  diminution 
conséquente de l 'activité de trans­
cription de TFI IH ,  vraisemblable­
ment  par désassemblage du com­
plexe TFIIH actif. 
Jusqu'alors, on supposait que la kina­
se M015  n 'était impliquée que dans 
le contrôle du cycle cellulaire [8] . 
Comme le  complexe TFIIH joue 
un rôle à la fois dans la réparation 
par excision et dans la transcription 
[ 7, 9 ] , nous avons voulu montrer que 
M01 5  pouvait également affecter ces 
deux processus. Pour ce faire, nous 
avons fait des micro-injections d'anti­
corps dirigés contre M015  directe­
ment dans des fibroblastes humains, 
puis nous avons mesuré leur effet sur 
la transcription, d'une part, et sur la 
réparation consécutive à une irradia­
tion aux UV, d'autre part, en dosant 
respec tivem e n t  l ' i n c orporat ion 
d'UTP et de  d'ATP radioactifs. Par 
comparaison avec des cellules non 
traitées ou ayant reçu des anticorps 
contrôle par micro-injection, nous 
avons  pu constater une réduction 
radicale des deux activités testées. Il 
restera cependant à déterminer si 
M 0 1 5  in tervient  de façon directe 
dans les processus de réparation et 
de transcription en modifiant l'un ou 
l ' autre de ses partenaires comme 
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Transcription 

Complexe 
CAK 

Régulation du cycle cellulaire 

Cœur du 
complexe 

TFI IH  

Réparation par excision 

F igure 1. Sous-unités du complexe de transcription TFIIH. p 32, la cycline H 
et M0 75 forment Je complexe CAK (pour cdk-activat ing k inase) qui est au 
cœur de la régulation du cycle cellulaire. La sous-unité ERCC2 (en rouge) 
pourrait faire la liaison entre ce complexe et Je cœur du complexe TFIIH (en 
gris). ERCC2 et ERCC3 sont impliquées dans la réparation par excision de 
nucléotides. De plus, il a été démontré que les homologues de levure de p44 
(Ss/1) et p62 (Tfb1) sont impliqués dans la résistance aux UV. 

I'ARNpol II ou certains facteurs de 
réparation et de transcription. Le 
complexe kinase pourrait également 
in tervenir indirectement  comme 
composant structural du complexe 
TFI IH .  Des éléments de réponse 
concernant les interactions entre les 
différentes  sous-uni tés  de TFI I H  
pourront être apportés par des expé­
riences de coexpression des diffé­
rentes sous-unités dans des cellules 
d'insecte infectées par des baculovi­
rus recombinants ainsi qu'au moyen 
du système double-hybride chez la 
levure S. cerevisiae. 
L'importance de l'interaction entre 
M0 1 5  e t  ERCC2 reste encore à 
déterminer, mais il est d'ores et déjà 
possible d' imaginer qu'elle puisse fai­
re office de point de régulation favo­
risant, suivant le cas, la progression 
du cycle cellulaire, la transcription 
ou la réparation du génome après 
son endommagement. Des études 
parallèles effectuées sur le facteur 
TFIIH de S. cerevisiae confirment les 
résul tats que nous avons obtenus 
chez l 'homme en identifiant Kin28 et 
la cycline Ccl i  comme les homo­
logues respectifs, dans cet organisme, 
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des sous-unités M015/CTD kinase et  
cycline H [ 1 0] . On notera, une fois 
de plus, l'existence d'une conserva­
tion fonctionnelle étonnante entre 
deux organismes si distants sur le 
plan évolutif. Kin28 et  Ccl l sont 
deux des trois sous-unités qui compo­
sent TFIIK, un sous-complexe associé 
à TFI IH et Ssl2, l ' homologue de 
ERCC3, pour former le complexe 
holo-TFIIH nécessaire à la transcrip­
tion. Chez la levure, pourtan t, le 
complexe TFIIH compétent dans la 
réparation par excision ne possède 
pas le complexe kinase mais il est 
associé à différentes protéines de 
réparation pour former un super­
complexe, le réparosome. 
Les quantités des ARN messagers de 
M0 1 5  et de la cycline H, de même 
que l 'activité CAK, ne fluctuent pas 
significativement au cours du cycle 
cellulaire, ce qui est plutôt inattendu 
pour des protéines qui contrôlent 
l'activité de Cdk essentielles à la pro­
gression de ce cycle vers la phase S 
ou vers la mitose. Pourtant, les activi­
tés CAK et CTD kinase de M015 peu­
vent être réglées, comme pour toutes 
les Cdk, par l'association à la cycline 

et surtout  par la phosphorylation 
d'un résidu thréonine bien défini. 
Une mutation de ce site de phospho­
rylation abolit l 'activité CAK, tandis 
que M01 5  surexprimée chez E. coli, 
et donc sans modification post-tra­
ductionnelle, n 'acquiert cette activité 
qu'après incubation avec un extrait 
de cellules eucaryotes. 
Jusqu'à présent, aucun facteur modu­
lant l'activité CAK n'a pu être iden­
tifié puisque la cycl ine H semble 
toujours associée à M0 1 5  et qu'on ne 
connaît pas encore la ou les kinases 
phosphorylant M015 .  Chez la levure, 
un au tre coup le k inase/ cyc l ine ,  
SRBlO/SRB l l ,  appartenant à l'halo­
enzyme ARNpol II et impliqué dans 
la régulation de la transcription in 
vivo, est capable de phosphoryler le 
CTD in vitro [ l l ] . Cette activité pour­
rai t ,  paral lè lement  à l ' ac tivation 
d'autres kinases par SRB l O/SRBl l ,  
s'ajouter à l 'activité de phosphoryla­
tion de M015  lors d 'une activation 
de la transcription. De même, on ne 
peut  exc lure la poss i b i l i té que 
ERCC2 puisse également affecter  
l 'activité de M0 1 5. En effet, on soup­
çonne cette héli case de jouer un rôle 
dans la reconnaissance des lésions de 
l 'ADN, rôle que t ient  Rad3 ,  son 
homologue chez S. cerevisiae [2] . Cet­
te reconnaissance pourrait entraîner 
une modulation de l 'activité CAK de 
M015  via son association à ERCC2, 
qui fait peut-être suite à un change­
ment conformationnel ; la kinase 
pourrait alors phosphoryler des pro­
téines du cycle cellulaire plus en aval .  
Cela rejoindrai t 1 ' hypothèse selon 
laquelle le complexe d 'é longation 
des ARN messagers aurait un rôle de 
surveillance de l ' intégrité des régions 
transcri tes : son blocage par une 
lésion engendrerait un signal d'arrêt 
du cycle cellulaire et de recrutement 
de la machinerie de réparation qui se 
substituerait à celle de transcription. 
Des résultats obtenus en collabora­
tion avec d'autres laboratoires font  
état de la liaison de la protéine sup­
presseur de tumeur p53 au facteur 
TFIIH ( [ 1 2] ; T. Léveillard, commu­
nication personnelle) . Le rôle régula­
teur de p53 dans le cycle cellulaire à 
la suite d ' un endommagement de 
l 'ADN lui a valu le titre de « gardien 
du génome >> ; en effet,  après une 
irradiation, la quantité de p53 aug-
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mente dans la cellule et la proteme 
st imule la transcription de diffé­
rentes protéines impliquées dans le 
cycle cellulaire, le processus de répa­
ration et I 'apoptose [ 1 3] .  La région 
C-terminale de p53 se lie spécifique­
men t  à la partie N-term inale de 
ERCC2, au niveau du site de liaison 
de I 'ATP, ainsi qu'au domaine hélica­
se I I I  de ERCC3. Il en résulte une 
inhibition des activités hélicases, plus 
forte pour ERCC2 que pour ERCC3. 
La protéine p53 interagit également 
avec p62. Elle pourrait ainsi contrô­
ler la réparation couplée à la trans­
cription via une modulation des acti­
vités hélicases ; une  altération de 
cette régulation pourrait être une 
étape vers la  transformation cellulai­
re. En effet, différents mutants de 
p53, mis en évidence dans certaines 
tumeurs, lient plus fortement ERCC2 
que ne le fait p53 normale et pour­
raient séquestrer l 'hélicase ou modi­
fier son action.  
Si l 'existence de plusieurs complexes 
TFIIH se voit confirmée, leur compo­
sition en sous-unités ainsi que l ' identi­
fication de leurs partenaires respectifs 
devrait nous permettre de mieux défi­
nir leur(s) rôle (s) dans chacun des 
trois processus que sont la transcrip­
tion,  la réparation et le cycle cellulai­
re. Avec la mise en évidence du com­
plexe kinase/ cycline H, après celle 
des activités hélicases et ATPase dé­
pendante de l 'ADN,  on commence à 
envisager quels seront  les poin ts de 
contrôle et donc de régulation des dif­
férents mécanismes orchestrant le 
bon déroulement du cycle cellulaire • 
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