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Titre : Régulation de la formation des nucléofilaments Rad51 par les complexes de paralogues de Rad51 chez la 

levure Saccharomyces cerevisiae 

Mots clés : Recombinaison Homologue, Filaments Rad51, Paralogues de Rad51, Réparation de l’ADN, Rad52, Srs2 

Résumé : La recombinaison homologue (RH) est une 

des voies majeures de réparation des dommages de 

l’ADN telles que les cassures double brin (CDB). Cette 

voie est également impliquée dans le redémarrage des 

fourches de réplication bloquées à une lésion. Une 

étape clé de cette voie de réparation consiste en la 

formation de filaments nucléoprotéiques formés de la 

recombinase Rad51 sur de l’ADN simple brin (ADNsb). 

Ces nucléofilaments sont responsables de la recherche 

d’homologie et de l’invasion d’un ADN intact et 

semblable à l’ADN endommagé afin de l’utiliser comme 

matrice pour la synthèse réparatrice. La formation de 

ces nucléofilaments est finement régulée. Chez la levure 

Saccharomyces cerevisiae, la formation des filaments 

Rad51 est assurée par les régulateurs positifs que sont 

la protéine médiatrice Rad52 et les deux complexes 

composés de protéines paralogues de Rad51, le 

complexe Rad55-Rad57 et le complexe SHU. Ils jouent 

également un rôle de protection de ce nucléofilament 

face au régulateur négatif Srs2 dont ils contrebalancent 

les effets de désassemblage. Pour mieux comprendre le 

mécanisme de régulation du nucléofilament Rad51, une 

connaissance plus approfondie des interactions 

complexes intervenant entre ces multiples acteurs est 

nécessaire. 

Durant ma thèse, nous avons cherché à déterminer la 

structure des complexes de paralogues de Rad51 en 

association avec les filaments de Rad51. Pour cela, nous 

avons combiné une approche bio-informatique 

structurale, basée sur des alignements de séquences et 

la structure publiée de Rad51, avec des expériences de 

double-hybride de levure (Y2H). 

Cette stratégie nous a permis de proposer pour la 

première fois un modèle pour l'organisation des 

complexes de paralogues de Rad51, les complexes 

Rad55-Rad57 et SHU, en association avec la 

recombinase Rad51. Ce modèle a été validé par des 

analyses génétiques de mutations perturbant 

chaque domaine d'interaction. Dans notre modèle, 

Rad55-Rad57 adopte une structure similaire à celle 

d'un dimère de Rad51 et n'interagit qu'avec 

l'extrémité 5' des filaments de Rad51 et uniquement 

par l'intermédiaire de la sous-unité Rad57. Nos 

analyses génétiques suggèrent que le rôle principal 

de l’interaction entre Rad55-Rad57 et Rad51 est de 

protéger les filaments Rad51 contre la translocase 

Srs2. De l'autre côté de Rad55-Rad57, Rad55 

interagit avec la sous-unité Csm2 du complexe SHU 

par son extrémité N-terminale. Il est intéressant de 

noter que nos analyses génétiques ont révélé que 

SHU et l'extrémité N-terminale de Rad55 sont 

dispensables pour la réparation des CDB. Ils sont en 

revanche impliqués dans la réparation des brèches 

simple-brin induites par les UV. Nous proposons que 

le complexe SHU stabilise la liaison de Rad55-Rad57 

sur les brèches simple-brin, favorisant ainsi une 

meilleure stabilité des filaments de Rad51. Ainsi, les 

filaments Rad51 seraient plus résistants à l'activité 

déstabilisatrice de l’hélicase anti-recombinase Srs2 

et permettraient à la RH de rivaliser avec d'autres 

voies de tolérance aux dommages de l’ADN 

impliquant des ADN polymérases translésionnelles 

responsables de l’incorporation de mutations. Nos 

données permettent de proposer un modèle 

d’installation du filament Rad51 par les complexes de 

paralogues, Rad55-Rad57 et SHU, en collaboration 

avec Rad52. 
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Title : Regulation of Rad51 nucleofilament formation by Rad51 paralog complexes in Saccharomyces cerevisiae  

Keywords : Homologous Recombination, Rad51 filament, Rad51 paralogs, DNA repair, Rad52, Srs2 

Abstract : Homologous recombination (HR) is one of the 

major repair pathways for DNA damage such as double-

strand breaks (DSBs). This pathway is also involved in 

restarting replication forks stalled by DNA lesion. A key 

step in this repair pathway involves the formation of 

nucleoprotein filaments formed by Rad51 recombinase 

on single-stranded DNA (ssDNA). These nucleofilaments 

are responsible for homology search and invasion of an 

intact DNA similar to the damaged DNA in order to use 

it as a template for repair synthesis. The formation of 

these nucleofilaments is tightly regulated. In the 

budding yeast Saccharomyces cerevisiae, the formation 

of Rad51 filaments is ensured by positive regulators 

such as the Rad52 mediator protein and the two 

complexes composed of Rad51 paralogue proteins, the 

Rad55-Rad57 complex and the SHU complex. They also 

play a role in protecting this nucleofilament from the 

negative regulator Srs2 by counterbalancing its 

disassembly effects. To gain a better understanding of 

the regulatory mechanism of the Rad51 nucleofilament, 

we need a more detailed understanding of the complex 

interactions between these multiple players. 

During my thesis, we aimed at determining the 

structure of Rad51 paralog complexes in association 

with Rad51 filaments. To do this, we combined a 

structural bioinformatics approach, based on sequence 

alignments and the published structure of Rad51, with 

yeast two-hybrid (Y2H) experiments.  

This strategy allowed us to build for the first time a 

model for the organisation of Rad51 paralog 

complexes, the Rad55-Rad57 and SHU complexes, in 

association with the Rad51 recombinase. This model 

was further validated by genetic analysis of 

mutations disrupting each interaction domain. In our 

model, Rad55-Rad57 adopts a similar structure than 

a dimer of Rad51 and it interacts only with the 5'-end 

of Rad51 filaments and only through the Rad57 

subunit. Our genetic analyses suggest that the major 

role of the interaction between Rad55-Rad57 and 

Rad51 is to protect Rad51 filaments against the Srs2 

translocase. On the other side of Rad55-Rad57, 

Rad55 interacts with the Csm2 subunit of the SHU 

complex through its N-terminal end. Interestingly, 

our genetic analyses revealed that SHU and the N-

terminal end of Rad55 are dispensable for DSB repair. 

However, they are involved in the repair of UV-

induced single-strand breaks. We propose that the 

SHU complex stabilizes the binding of Rad55-Rad57 

on ssDNA gaps, thereby promoting enhanced 

stability of Rad51 filaments. Thus, Rad51 filaments 

would be more resistant to the destabilising activity 

of the Srs2 translocase and would allow HR to 

compete with alternative gap filling pathways 

involving error-prone translesion DNA polymerases. 

Our data allow us to propose a model for the 

installation of the Rad51 filament by paralog 

complexes, Rad55-Rad57 and SHU, in collaboration 

with Rad52. 
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I. Stabilité et Plasticité du Génome 

A. Sources des dommages à l’ADN et mécanismes de réparation ou 

de tolérance 

L’acide désoxyribonucléique (ADN) est le support de l’information génétique 

nécessaire au bon fonctionnement des cellules. Il est donc essentiel d’assurer sa stabilité pour 

la survie cellulaire mais également pour garantir la pérennité des espèces grâce à une 

transmission fidèle de ce patrimoine génétique aux générations suivantes. Cependant, l’ADN 

d’une cellule subit plusieurs milliers de dommages par jour, mettant en péril cette stabilité. Ces 

dommages sont engendrés soit par des sources exogènes (rayons UV, rayons X, produits 

chimiques) ou endogènes (produits du métabolisme cellulaire) et sont à l’origine de cassures 

simple ou double-brin (respectivement, CSB ou CDB) ou de modifications de base. Ces 

dommages peuvent également être générés de façon programmée et sont alors nécessaires pour 

certains processus physiologiques comme, par exemple, lors de la recombinaison méiotique 

dans les cellules reproductrices, lors de la recombinaison V(D)J nécessaire à la production 

d’une large diversité d’anticorps ou encore lors de la commutation du type sexuel chez la levure 

Saccharomyces cerevisiae. 

 Les agents endommageant l’ADN sont nombreux et les lésions générées sont de nature 

très diverse. Par exemple, l’exposition des cellules aux rayonnements ultra-violets (UV) 

provoquent la formation de liaisons covalentes entre deux bases pyrimidiques adjacentes, 

générant des pontages intra-brins. Les radiations ionisantes induisent des cassures de l’ADN, 

soit de manière directe, soit au travers de la production de dérivés réactifs de l’oxygène (reactive 

oxygen species en anglais, ROS). Les agents alkylants, tel que le méthanesulfonate de méthyle 

(MMS), génèrent des dommages à l’ADN. D’autre part, les cellules peuvent être soumises à 

des stresses endogènes comme la production de ROS par le métabolisme cellulaire entrainant 

la création de sites abasiques. 
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Figure 1. Mécanismes de tolérance et de réparation des dommages de l’ADN et conséquences 

associées aux défauts de réparation des dommages (adapté de Hoeijmakers, 2001; Branzei & Foiani, 

2010) 

(A) Exemples d’agents endommageant l’ADN (en haut), les types de lésions associées (au milieu) et 

les mécanismes de tolérance et de réparation impliqués en fonction des dommages (en bas). 

(B) Effets à court terme des dommages sur la progression du cycle cellulaire (en haut) et sur le 

métabolisme cellulaire (au milieu). Effets à long terme des dommages de l’ADN qui engendrent 

l’apparition de mutations ou d’aberrations chromosomiques (en bas). 

 

Pour maintenir l’intégrité génétique des cellules et restaurer l’information génétique, les 

cellules ont su développer divers systèmes de réparation capables de reconnaitre ces dommages 

et de les réparer (Figure 1A). Il existe de nombreuses voies de réparation des dommages à 

l’ADN. La réparation par excision de bases (base excision repair en anglais, BER) élimine les 

bases endommagées comme les sites abasiques ou les CSB. L’excision de nucléotides 

(nucleotide excision repair en anglais, NER) supprime les lésions volumineuses qui déforment 

la structure hélicoïdale de l’ADN tels que les dimères de pyrimidines. La réparation des 

mésappariements (mismatch repair en anglais, MMR) prend en charge les bases mal appariées 

qui sont principalement générées par des erreurs associées à la réplication et prévient ainsi la 

transmission de mutations au travers de la division cellulaire. La jonction d’extrémités non-

homologues (non-homologous end-joining en anglais, NHEJ) est un mécanisme de réparation 

des CDB qui peut se révéler infidèle, dès lors que les extrémités sont dégradées avant d’être 

jointes, entrainant alors une perte d’information. Le mécanisme de jonction d’extrémités 

médiée par micro-homologie (microhomology-mediated end-joining en anglais, MMEJ ou 
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NHEJ alternatif) pourrait expliquer le manque de fidélité de réparation décrit précédemment 

pour le NHEJ. En effet, ce mécanisme nécessite une résection des extrémités 5’ de l’ADN 

autour du site de cassure afin de pouvoir hybrider de courtes séquences homologues. La voie 

de la recombinaison homologue (RH), voie à laquelle je me suis intéressée durant ma thèse, est 

une voie de réparation fidèle des cassures de l’ADN. Cette dernière voie permet également de 

sauver les fourches de réplication dont la progression est altérée par une barrière physique. 

Si les dommages persistent avant l’entrée en phase de synthèse (S) du cycle cellulaire 

ou s’ils surviennent lors de cette phase, l’étape de réplication s’en trouve affectée puisque les 

ADN polymérases réplicatives se retrouvent bloquées dans leur progression au niveau des 

lésions. Ces ADN polymérases possèdent un site actif hautement sélectif et donc contraignant 

qui ne leur permet pas de répliquer des bases endommagées. Pour prévenir le blocage des 

fourches et compléter la réplication du génome, les cellules vont alors utiliser des voies 

alternatives appelées voies de tolérance aux dommages de l’ADN (ou DNA Damage Tolerance 

en anglais, DDT) (Branzei & Foiani, 2010; Gao et al., 2017). Ces voies DDT permettent de 

contourner les lésions grâce à un réamorçage des fourches de réplication en aval des dommages. 

Les lésions seront ensuite corrigées tardivement en phase S ou bien lors de la phase G2. Ces 

voies DDT reposent sur deux mécanismes distincts. La voie de synthèse translésionnelle (STL) 

dispose de diverses polymérases translésionnelles qui, à la différence des polymérases 

réplicatives, sont moins fidèles en raison de leur site actif plus flexible (Goodman & Woodgate, 

2013; L. Zhao & Washington, 2017). Elles sont ainsi capables d’incorporer des nucléotides face 

à des bases altérées par diverses modifications. Ces polymérases agissent soit directement lors 

de la synthèse, soit en arrière des fourches de réplication. Du fait que la STL introduit des 

mutations dans le génome, elle est qualifiée de voie de tolérance aux dommages mutagène. 

Contrairement à la STL, la voie de changement de matrice (ou Template Switch en anglais, TS) 

et la RH sont des voies fidèles de tolérance aux dommages qui ne conduisent pas à de la 

mutagenèse. En effet, ces voies utilisent la chromatide sœur nouvellement synthétisée comme 

matrice pour réparer le plus fidèlement possible la lésion (Branzei & Szakal, 2016). Ces voies 

de tolérances sont abordées plus en détails dans la section II.A.5.c. 

En amont des voies de réparation et de tolérance, la signalisation des dommages joue 

un rôle crucial dans le maintien de la stabilité génétique et notamment dans l’activation de 

points de contrôle. Les points de contrôle sont présents à chaque phase du cycle cellulaire : en 

phase G1, en phase S et en phase G2/M, et s’assurent de la bonne intégrité de l’information 

génétique avant chaque transition de phases. Si la présence d’un dommage est détectée dans 
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une des phases du cycle, le point de contrôle correspondant est activé et entraine le 

ralentissement ou l’arrêt du cycle cellulaire, offrant à la cellule le temps nécessaire pour réparer 

les séquences d’ADN lésées avant de reprendre sa progression. Cela assure une coordination 

de la réparation des dommages avec la progression dans le cycle cellulaire et prévient le passage 

d’une cellule endommagée vers les phases critiques du cycle que sont la réplication de l’ADN 

et la mitose. L’activation des points de contrôle du cycle cellulaire déclenche une cascade de 

signalisation qui, par l’intermédiaire de différents facteurs, favorise la transcription de gènes 

impliqués dans la réparation, stimule leur activité et assure leur recrutement au site des 

dommages, notamment au travers de modifications post-traductionnelles (Jackson & Bartek, 

2009 ; Ciccia & Elledge, 2010). 

 

B. Défaut ou Absence de réparation des dommages à l’ADN 

Les conséquences d’un défaut de signalisation des dommages ou bien d’une altération 

des différentes voies de réparation sont variées et sont généralement désastreuses tant pour la 

viabilité cellulaire que pour la survie de l’organisme en général. 

La présence de lésions de l’ADN impacte fortement les processus biologiques essentiels 

que sont la transcription et la réplication du génome (Figure 1b). En effet, la détection de ces 

dommages par les voies de signalisation conduit au blocage de chacun de ces processus, 

induisant le ralentissement ou l’arrêt transitoire du cycle cellulaire. L’efficacité des mécanismes 

de réparation est alors indispensable pour permettre aux cellules de reprendre leur progression 

dans le cycle. Cependant, lorsque des lésions mal ou non réparées persistent, elles provoquent 

alors l’effondrement de la fourche de réplication ou encore l’arrêt de la transcription. Ainsi, 

lorsque les lésions sont trop importantes, la cellule enclenche le mécanisme de mort cellulaire 

programmée ou apoptose (Hoeijmakers, 2001). 

L’incapacité des cellules à détecter ou à réparer les dommages peut également être 

source d’instabilité génétique à l’origine du développement de cellules tumorales ou bien de 

maladies génétiques (Hoeijmakers, 2001, 2009; S. P. Jackson & Bartek, 2009). L’accumulation 

de dommages non réparés peut conduire à l’apparition de mutations ou d’aberrations 

chromosomiques au niveau des gènes essentiels au bon fonctionnement des mécanismes de 

réparation. Ces mutations vont alors provoquer la dérégulation de ces gènes, ce qui peut se 

traduire par la perte de gènes suppresseurs de tumeurs ou bien par la surexpression de gènes 

oncogènes, induisant alors le développement de cellules cancéreuses à l’origine de la 
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tumorigenèse. Ainsi, des défauts des différents mécanismes de réparation sont associés à la 

prédisposition à de nombreux cancers ou au développement de nombreuses maladies génétiques 

héréditaires. Par exemple, des mutations des gènes XP impliqués dans la voie NER sont à 

l’origine du développement de cellules cancéreuses responsables du Xeroderma Pigmentosum 

; des mutations dans les gènes BRCA1 ou BRCA2 prédisposent au développement de cancers 

du sein ; le cancer colorectal lié au syndrome HPNCC est dû à la mutation de gènes retrouvés 

dans la voie MMR (pour revues : Hoeijmakers, 2001; Tiwari & Wilson, 2019). 

Les dommages à l’ADN sont donc généralement considérés comme dangereux vis-à-

vis de la stabilité génétique. Paradoxalement, les effets de ces dommages ne sont pas toujours 

délétères. En effet, les modifications génétiques sont également des moteurs de l’évolution 

soumis à la sélection naturelle et sont, par conséquent, à l’origine de la biodiversité. Ces 

modifications permettent ainsi l’adaptation des différentes espèces aux variations de 

l’environnement au cours des générations.  

Ainsi, pour assurer un juste équilibre entre stabilité du génome et diversité, une 

régulation précise des processus de réparation est primordiale. Lors de ma thèse, je me suis 

intéressée au mécanisme de réparation des dommages par RH et plus particulièrement aux 

gènes impliqués dans la régulation d’une des étapes clé de ce processus, la formation des 

nucléofilaments composés de multiples monomères de la recombinase RAD51. 

 

II. La Recombinaison Homologue (RH) 

 Le mécanisme de recombinaison, retrouvé chez tous les organismes, est caractérisé par 

un échange ou transfert d’information génétique entre deux molécules d’ADN. Le processus de 

RH consiste en l’appariement d’un fragment d’ADN endommagé avec une séquence 

homologue intacte utilisée comme matrice lors de la synthèse réparatrice. Si les séquences sont 

localisées au même locus, on parle de recombinaison allélique. En revanche, si elles sont situées 

à deux locus différents, on parle alors de recombinaison ectopique. La RH est l’une des voies 

majeures de réparation des cassures de l’ADN et elle est également impliquée dans le 

redémarrage des fourches de réplication bloquées à une lésion. Toutefois, les rôles de la RH ne 

se limitent pas à la réparation des dommages de l’ADN dans les cellules végétatives. 

Bien que mes travaux de thèse se concentrent exclusivement sur la RH mitotique, la RH 

remplit également une fonction essentielle lors de la méiose. La RH méiotique est initiée par la 

formation de CDB induites en des points chauds par l’enzyme Spo11. Ainsi, durant la première 
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division méiotique, également appelée division réductionnelle, la RH assure l’appariement 

correct des chromosomes homologues en créant une connexion physique entre ces derniers. 

Cette étape est requise pour la bonne ségrégation de chacune des paires de chromosomes et 

garantit une répartition parfaite du matériel génétique dans chaque gamète. D’autre part, la 

résolution des intermédiaires de recombinaison formés joue également un rôle crucial dans 

l’échange réciproque de matériel génétique entre les chromosomes « maternels » et 

« paternels » et participe ainsi à la diversité génétique (pour revue : Ito & Shinohara, 2023). 

Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, la RH est également essentielle à la 

commutation du type sexuel. Ce mécanisme permet à une cellule haploïde en croissance 

végétative de donner naissance à des cellules filles de signes opposés. Les cellules sœurs de 

types sexuels différents peuvent ensuite fusionner et produire des zygotes diploïdes qui pourront 

à leur tour se multiplier par bourgeonnement. Cette capacité à engendrer des diploïdes à partir 

de cellules haploïdes confère un certain avantage aux levures qui sont alors capables de mieux 

réparer les dommages à l’ADN. En effet, dans les cellules diploïdes, la chromatide sœur mais 

également le chromosome homologue peuvent être utilisés comme matrice pour la réparation 

des CDB (pour revue : Haber, 2012). 

La RH assure également la stabilité des télomères au travers de la voie de prolongation 

alternative des télomères (ou voie ALT, Altenative Lengthening of Telomeres), notamment dans 

les cellules où aucune activité télomérase n’est détectée. Cependant, le mécanisme de la voie 

ALT est encore mal compris (pour revue : Hou et al., 2022). 

Le mécanisme de RH est donc impliqué dans de nombreux processus cellulaires 

essentiels et nécessite, par conséquent, d’être très finement régulé. En effet, une recombinaison 

incontrôlée engendre inévitablement diverses complications tels qu’une perte d’hétérozygotie 

(ou loss of heterozygosity en anglais, LOH) ou encore des réarrangements chromosomiques 

délétères entre séquences répétées et dispersées dans le génome (So et al., 2017; Wright et al., 

2018). Un manque de contrôle de la RH peut également être associé au phénomène de toxicité 

provoqué par la formation de structures de recombinaison néfastes pour les cellules tels que des 

intermédiaires de recombinaison non résolus ou encore des structures nucléoprotéiques stériles, 

bloquées et non éliminées (Fabre et al., 2002; Shah et al., 2010; Esta et al., 2013; Keyamura et 

al., 2016). De ce fait, plusieurs facteurs permettent de limiter les évènements de recombinaison. 

D’une part, la taille et la divergence des séquences homologues à recombiner ainsi que des 

modifications épigénétiques de l’ADN influent fortement sur l’efficacité de recombinaison 

(Fujitani et al., 1995; Fujitani & Kobayashi, 1999; Colot & Rossignol, 1999). D’autre part, de 
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nombreuses protéines contribuent au contrôle du processus de recombinaison et leur mutation 

peut altérer dangereusement le mécanisme de réparation par RH. 

Dans cette seconde partie de l’introduction, je présenterai, dans un premier temps, les 

différents mécanismes proposés à ce jour pour expliquer le processus de réparation des 

dommages de l’ADN par RH. A la suite de ces mécanismes, je décrirai les gènes impliqués dans 

la voie de RH. 

 

A. Mécanismes de la recombinaison homologue 

D’après les premières études menées sur la ségrégation méiotique de marqueurs 

phénotypiques chez les champignons filamenteux et la levure, l’échange d’information 

génétique observé lors de la RH aboutit à deux types de produits différents : la conversion 

génique (CG) ou les crossing-over (CO). 

La CG est définie par un transfert unilatéral de l’information génétique entre les deux 

molécules d’ADN homologues. Cela se traduit par la perte d’un allèle porté par une chromatide 

d’un chromosome remplacé par un autre allèle venant d’une chromatide du chromosome 

homologue. Ainsi, la CG conduit à la duplication d’un des allèles et permet d’expliquer les 

ségrégations non mendéliennes des marqueurs en méiose et en mitose. Les CO correspondent 

à un échange réciproque d’informations entre les deux molécules d’ADN homologues. Les CO 

sont caractérisés par des réarrangements de marqueurs flanquant les régions échangées qui 

suivent alors les lois mendéliennes. 

Les premières études génétiques ont montré que les évènements de CG et de CO étaient 

fréquemment associés (Fogel & Hurst, 1967; Fogel & Mortimer, 1969; Hurst et al., 1972). 

Ainsi, l’existence d’un mécanisme commun permettant d’expliquer à la fois l’apparition de la 

CG et des CO est alors apparue comme une évidence. 

Depuis le premier modèle de Robin Holliday (Holliday, 1964), de nombreux modèles 

ont été proposé afin d’expliquer le mécanisme complexe de la RH. Ces mécanismes sont 

séparés en trois voies distinctes : la conversion génique retrouvée notamment dans les voies 

DSBR et SDSA, la voie BIR et la voie SSA. 
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1. Voie DSBR (Double-Strand Break Repair) ou modèle de Szostak 

Inspiré des premiers modèles de recombinaison proposés par Robin Holliday (Holliday, 

1964) et par Meselson et Radding (Meselson & Radding, 1975), le modèle proposé par Szostak 

dans les années 1980, également appelé voie de réparation des CDB (ou Double-Strand Break 

Repair, DSBR), suggère que les intermédiaires d’ADN formés à la suite d’une CDB initiatrice 

sont à l’origine des produits de CG, associés ou non aux CO, observés lors de la RH (Orr-

Weaver et al., 1981; Szostak et al., 1983). 

Dans ce modèle, le processus de réparation par RH, présenté dans la figure 2a, se divise 

en trois phases distinctes : présynaptique, synaptique et postsynaptique. La phase 

présynaptique, ou phase d’initiation, consiste en la formation d’une CDB suivie de la résection 

de l’ADN au niveau du site de cassure. Le modèle d’origine postulait une dégradation des deux 

brins de chacune des extrémités de la cassure (5’-P et 3’-OH). Or, il a été observé que cette 

étape de résection présente une polarité 5’-3’, générant des fragments d’ADN simple-brin 

(ADNsb) 3’ sortants (White & Haber, 1990; Sun et al., 1991). Ces extrémités 3’ sortantes sont 

ensuite prises en charge par un système enzymatique capable de scanner le génome afin de 

détecter une séquence homologue intacte au brin lésé qui servira de matrice pour initier la 

synthèse réparatrice. Afin de réparer les cassures, la RH utilise comme matrice soit la 

chromatide sœur lors des phases S et G2, soit le chromosome homologue dans les cellules 

diploïdes. Lors de la phase synaptique, une fois la région homologue identifiée, le fragment 

d’ADNsb 3’ envahit la molécule d’ADN double-brin (ADNdb) et s’apparie au brin 

complémentaire, résultant en la formation d’un hétéroduplex d’ADN et d’une structure 

intermédiaire appelée boucle de déplacement (ou Displacement loop, D-loop). La dernière 

étape de la RH, ou phase post-synaptique, correspond à la synthèse réparatrice du brin lésé au 

sein de la D-loop. Cette synthèse utilise comme matrice le brin complémentaire et permet de 

restaurer l’information génétique endommagée par la cassure à partir de l’extrémité 3’ 

envahissante. De plus, cette étape de synthèse s’accompagne d’un déplacement de la D-loop. 

Une fois l’étape de synthèse étendue au-delà de la région lésée, la seconde extrémité de la 

cassure est capturée par la D-loop et s’apparie au brin déplacé, conduisant à la formation d’un 

second hétéroduplex d’ADN. Le brin déplacé sert à son tour de matrice lors d’une deuxième 

réaction de polymérisation. La ligation des régions d’ADN néosynthétisé aux extrémités 5’ 

aboutit à la formation d’une structure appelée double jonction de Holliday (djH) (Szostak et al., 

1983). Des structures branchées correspondant à des djH ont été détectées physiquement lors 

de la méiose par électrophorèse en gels bidimensionnels, confortant le modèle de Szostak 
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(Collins & Newlon, 1994; Schwacha & Kleckner, 1994, 1995, 1997). Enfin, les djH peuvent 

être prises en charge par deux mécanismes différents, la résolution ou la dissolution. En fonction 

du clivage des jonctions, la résolution des djH conduit à la formation de produits de CG, 

associés ou non à des évènements de CO, tandis que la dissolution des djH, assurée par un 

complexe hélicase-topoisomérase, ne génère pas de CO. Les hétéroduplex d’ADN, formés lors 

de l’étape d’envahissement ou de capture de la seconde extrémité, sont composés de deux brins 

d’origine parentale différente. Ces brins peuvent ne pas être rigoureusement complémentaires 

et donc présenter des mésappariements. En fonction de leur réparation par le système MMR, 

ces mésappariements peuvent résulter en des évènements de CG où l’une des informations 

parentales est remplacée par l’information génétique du second parent. 

Le modèle DSBR suggère donc que la résolution aléatoire des djH résulte en un nombre 

équivalent d’évènements de conversion associés ou non aux CO, ce qui a bien été constaté dans 

les expériences de Szostak (Szostak et al., 1983). Or, dans certains cas, la proportion des 

produits de CO est inférieure à celle des évènements de CG, voire même rare dans les cellules 

mitotiques (pour revue : Pâques & Haber, 1999; Symington, 2002). Cela s’explique notamment 

par le fait que la production de CO peut entrainer des pertes d’hétérozygotie ou des 

réarrangements chromosomiques délétères pour la cellule, notamment si cela survient dans les 

cellules somatiques. Par conséquent, la voie DSBR n’étant pas la voie majoritairement 

retrouvée dans les cellules végétatives, l’existence d’un modèle alternatif ne générant que des 

évènements de conversion a émergé. 

 

2. Voie SDSA (Synthesis-Dependent Strand-Annealing) 

Chez la levure S. cerevisiae, la commutation du type sexuel est un processus rarement 

associé aux CO (Nasmyth, 1982; McGill et al., 1989). Initié par l’induction d’une CDB par 

l’endonucléase HO (homothallic switching endonuclease) au niveau d’une séquence spécifique 

située au locus MAT, ce changement de type sexuel résulte en un échange unilatéral entre les 

séquences receveuses Ya ou Yα et les séquences donneuses HMLα et HMRa, toutes localisées 

sur le chromosome III (Strathern et al., 1982; Kostriken et al., 1983). Les cellules MATa ont 

alors la possibilité de commuter spécifiquement en cellules MATα et réciproquement. Ce 

processus promeut donc la génération d’évènements de CG de manière unidirectionnelle. 

La réparation d’une CDB par excision d’éléments P transposables chez Drosophila 

melanogaster présente également une faible fréquence de CO (Gloor et al., 1991; Nassif et al., 

1994). Un modèle alternatif au DSBR, appelé modèle d’appariement de brin dépendant de la 
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synthèse (ou Synthesis-Dependent Strand-Annealing, SDSA) a ainsi pu être proposé (Nassif et 

al., 1994). Ce modèle alternatif permet de rendre compte de la faible association des évènements 

de CG avec des CO observés également chez d’autres organismes comme la bactérie 

Escherichia coli ou encore le champignon Ustilago maydis (Mueller et al., 1996; Ferguson & 

Holloman, 1996).  

D’un point de vue mécanistique, les premières étapes du modèle SDSA sont similaires 

à celles décrites précédemment dans le modèle DSBR et mènent à la formation de la D-loop et 

à l’initiation de la synthèse réparatrice (Figure 2b). Une fois la synthèse suffisamment étendue 

au-delà de la région lésée, le brin envahissant est déplacé et peut s’hybrider avec la seconde 

extrémité 3’ sortantes issue de la cassure, entrainant la dissolution de la D-loop. Le brin 

néosynthétisé est alors utilisé comme matrice pour permettre la polymérisation de l’extrémité 

3’ non envahissante. Enfin, la ligation des brins restaure l’information génétique portée par la 

molécule d’ADN sans produire de CO. Ainsi, le modèle SDSA est un modèle considéré comme 

conservatif dans lequel, généralement, seule la molécule receveuse, contenant l’ADN 

nouvellement synthétisé, est modifiée et non la molécule donneuse ayant servi de matrice lors 

de la synthèse (Pâques et al., 1998). 

Ainsi, la différence entre les deux modèles réside dans le fait que, contrairement à la 

voie DSBR, la voie SDSA n’implique ni formation ni résolution de djH, prévenant la production 

de CO (Porter et al., 1993; Gilbertson & Stahl, 1996; H. H. Nelson et al., 1996). Cela a été 

conforté par la détection d’une nouvelle structure intermédiaire branchée à trois brins, les 

invasions simple-brin (ou Single-End Invasion, SEI) (Hunter & Kleckner, 2001). Bien qu’étant 

de potentiels précurseurs à la formation de djH, ces structures SEI peuvent également être 

considérées comme des structures intermédiaires spécifiquement résolues par la voie SDSA. 

Il est à noter que les modèles DSBR et SDSA ne seraient pas exclusifs. En effet, les 

travaux de Allers et Lichten ont révélé que, de manière surprenante, les évènements de CG 

apparaissaient avant les produits de CO et non simultanément durant la méiose, suggérant que 

la voie DSBR est à l’origine de la production de CO tandis que la voie SDSA est 

majoritairement responsable des évènements de conversion (Allers & Lichten, 2001). 
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Figure 2. Modèles pour la réparation des CDB par les voies de CG : les voies DSBR et SDSA 

(d’après San Filippo et al., 2008) 

Le processus de réparation d’une CDB est initié par une étape de résection 5’-3’ de l’ADN localisé 

autour du site de cassure (en rouge). L’une des extrémités 3’ procède à la recherche d’homologie puis à 

l’invasion d’une molécule d’ADN intacte et homologue (en bleu). Cette étape d’envahissement entraine 

la formation de la D-loop, initiant la synthèse réparatrice. 

(a) Dans le modèle DSBR, la seconde extrémité 3’ de la cassure s’apparie avec le brin déplacé de la D-

loop, induisant un deuxième évènement de polymérisation. La ligation des extrémités génère la 

formation d’une djH dont la résolution peut conduire à la formation de produits de conversion (NCO, 

triangles blancs) ou des produits de CO (triangles noirs). 

(b) Dans le modèle SDSA, une fois la synthèse suffisamment étendue, le brin envahissant est déplacé de 

la D-loop et s’hybride avec la seconde extrémité de la cassure. Les lacunes sont comblées par 

synthèse de l’ADN puis la ligation réunit les extrémités 5’ et 3’ afin de reformer la continuité de la 

molécule, sans générer de CO. 
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3. Voie BIR (Break-Induced Replication) 

Dans les modèles DSBR et SDSA présentés précédemment, les évènements de 

conversion observés en croissance végétative sont de l’ordre de quelques kilobases (kb), selon 

les systèmes génétiques utilisés lors des différentes études. Cependant, des évènements de 

conversion de longueurs nettement plus importantes, allant de quelques centaines de kb jusqu’à 

des bras de chromosome entier, ont été constatés (Esposito, 1978; Golin & Esposito, 1984; 

Malkova et al., 1996). Ces évènements ont également été observés lors des études de Malkova 

et Morrow qui sont à l’origine du modèle de réplication induite par les cassures (ou Break-

Induced Replication, BIR) (Malkova et al., 1996; Morrow et al., 1997).  

Le modèle décrivant la voie BIR est inspiré des mécanismes de recombinaison induite 

par la réplication retrouvés chez le bactériophage T4 et la bactérie E. coli (Mosig, 1987; 

Kogoma, 1997). Chez les eucaryotes, la voie BIR est impliquée dans la prise en charge des 

CDB dont la seconde extrémité est perdue ou absente, l’homologie n’étant alors présente que 

d’un seul côté de la cassure. La voie BIR pourrait ainsi avoir un rôle important dans le 

redémarrage des fourches de réplication endommagées par une CDB (Cortés-Ledesma & 

Aguilera, 2006; Mayle et al., 2015; S. Li et al., 2021). Par ailleurs, cette voie pourrait également 

intervenir dans le maintien de l’intégrité des télomères en absence des télomérases (Le et al., 

1999; Lydeard et al., 2007; Dilley et al., 2016; Roumelioti et al., 2016; Batté et al., 2017). 

Comme les voies précédentes, la réparation d’une CDB par la voie BIR nécessite une 

résection 5’-3’ de l’ADN avant de procéder à la recherche d’homologie puis à l’invasion d’un 

duplex homologue (Figure 3). La synthèse de l’ADN peut alors s’étendre sur des centaines de 

kb jusqu’à l’extrémité du chromosome grâce à l’intervention de protéines impliquées dans la 

machinerie de réplication utilisée lors de la synthèse en phase S des brins codants et transcrits 

(Lydeard et al., 2007, 2010). Toutefois, la machinerie de réplication reformée est incomplète et 

montre une mutagenèse importante. 

La voie BIR possède sa propre structure intermédiaire appelée bulle migratrice, détectée 

physiquement par électrophorèse en gels bidimensionnels (Saini et al., 2013). La synthèse de 

l’ADN, qui entraine la migration de cette bulle, résulte en l’héritage conservatif des deux brins 

néosynthétisés. De ce fait, ce mécanisme aboutit à la perte de l’information génétique portée 

par le chromosome endommagé à partir de la cassure (Donnianni & Symington, 2013; Saini et 

al., 2013; Wilson et al., 2013). Par ailleurs, la synthèse asynchrone des brins continus et 

discontinus conduit à l’accumulation d’ADNsb derrière la bulle migratrice et rend la voie BIR 

hautement mutagène (Deem et al., 2011; Saini et al., 2013; Sakofsky et al., 2014; Osia et al., 
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2022). De plus, la bulle migratrice est une structure peu stable qui conduit à des changements 

de matrice fréquents et génère donc plusieurs cycles d’invasion, de synthèse et de dissociation 

(C. E. Smith et al., 2007; R. P. Anand et al., 2014). Par conséquent, la voie BIR induit des 

réarrangements chromosomiques complexes (Bosco & Haber, 1998; Deem et al., 2008; C. E. 

Smith et al., 2009; Pardo & Aguilera, 2012; R. P. Anand et al., 2014; Vasan et al., 2014; 

Sakofsky et al., 2015; Elango et al., 2019). Ainsi, à la différence des voies DSBR et SDSA, la 

voie BIR est une voie de réparation conduisant à la perte de l’information génétique présente 

sur le brin endommagé. 

 

Figure 3. Modèle pour la réparation des CDB par la voie BIR (d’après Elango et al., 2018) 

Le processus de réparation d’une CDB est initié de la même manière que pour les voies précédentes : 

résection 5’-3’, recherche d’homologie, invasion d’un duplex homologue et initiation de la synthèse 

réparatrice. La bulle migratrice alors formée permet d’étendre la synthèse du brin continu qui servira de 

matrice à la polymérisation du brin discontinu. Cette synthèse entraine l’accumulation d’ADNsb à 

l’arrière de la bulle migratrice. En l’absence d’une seconde extrémité de la CDB, la synthèse progresse 

jusqu’à l’extrémité du chromosome et aboutit à l’héritage conservatif du chromosome nouvellement 

synthétisé et, par conséquent, à une perte d’information. 

 

4. Voie SSA (Single-Strand Annealing) 

 Tandis que les voies précédemment décrites reposent toutes sur l’invasion d’une 

molécule homologue afin d’assurer la réparation de l’ADN endommagé, il existe un mécanisme 

alternatif de recombinaison dans lequel cette étape d’invasion n’est pas requise mais où 

l’appariement de brins complémentaires est essentiel. Cela signifie que, chez la levure, ce 

mécanisme est indépendant de la recombinase Rad51, protéine responsable de la recherche 
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d’homologie et de l’invasion de brin (voir la section B.2.b). En revanche, ce mécanisme 

nécessite la protéine Rad52, une protéine majeure de la RH (voir la section B.2.c). Ainsi, la voie 

d’appariement des simples brins (ou Single-Strand Annealing, SSA), proposée à l’origine pour 

expliquer le mécanisme de réparation des CDB chez les mammifères et conservée chez tous les 

eucaryotes, est retrouvée lorsqu’une CDB survient au niveau d’une séquence unique, située 

entre deux séquences répétées orientées dans le même sens et présentes sur le même 

chromosome (F.-L. Lin et al., 1984; Maryon & Carroll, 1991; Fishman-Lobell et al., 1992). 

Le modèle de réparation d’une CDB par la voie SSA est présenté dans la figure 4. 

Comme pour les voies précédentes, le processus de réparation est initié par une étape de 

résection de polarité 5’-3’.  Lorsque la résection est suffisamment étendue pour découvrir les 

séquences répétées situées de part et d’autre de la CDB, ces régions s’apparient en générant la 

formation de queues d’ADNsb 3’ sortantes. Ces queues d’ADNsb sont clivées par l’action de 

nucléases afin d’initier la synthèse réparatrice puis la ligation des extrémités. Par conséquent, 

le mécanisme SSA est un processus non conservatif qui résulte en la perte des séquences 

localisées entre les répétitions ainsi que d’une des répétitions. 

L’efficacité de réparation par la voie SSA dépend fortement de la taille des régions 

répétées mais également de la distance séparant les répétitions. Ainsi, seulement 0,4% des 

cellules survivent lorsque la taille des répétitions est inférieure à 30 paires de bases (pb). 

Néanmoins, l’efficacité de réparation par SSA augmente progressivement avec la taille des 

régions, passant à 50% de survie cellulaire avec des régions homologues de 200 pb et pouvant 

atteindre jusqu’à 100% d’efficacité lorsque les régions mesurent au minimum 400 pb 

(Sugawara et al., 2000). Ce mécanisme reste également très efficace même lorsque les 

répétitions sont séparés de 15 kb ou 25 kb (Rudin et al., 1989; Vaze et al., 2002). 

D’autre part, les expériences de Fishman-Lobell ont mis en évidence que, bien 

qu’indépendantes, les voies de CG et SSA sont en concurrence pour la prise en charge des CDB 

située entre deux séquences répétées. Cependant, les évènements de délétion étant plus 

nombreux que les produits de CG, la voie SSA serait la voie majoritairement utilisée (Fishman-

Lobell et al., 1992). 

En résumé, tandis que les voies DSBR et SDSA sont initiées lorsque les deux extrémités 

de la CDB sont disponibles, les voies BIR et SSA sont deux voies requises à la réparation de 

CDB dans des conditions particulières. De plus, à la différence des mécanismes de CG, les 

voies BIR et SSA opèrent au travers de mécanismes non conservatifs associés à une perte 
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d’information génétique. Par conséquent, les voies de CG semblent être plus favorables à la 

préservation de l’intégrité génétique que les voies BIR et SSA. 

 

Figure 4. Modèle pour la réparation des CDB par la voie SSA (d’après Krogh & Symington, 2004) 

Dans le modèle SSA, la résection étendue des extrémités permet d’exposer les régions d’homologie 

(flèches bleues) présentes sur le même chromosome. Les régions homologues s’apparient, induisant la 

perte de l’information génétique située entre les répétitions et la perte d’une des répétitions.  

 

5. La RH et les fourches de réplication endommagées 

Durant la phase S, l’accumulation de lésions de l’ADN, qu’elles soient d’origine 

exogène ou endogène, met en péril l’intégrité des fourches de réplication et, par conséquent, 

compromet la synthèse de l’ADN. En effet, la présence d’obstacles, tels que des bases 

endommagées, des complexes protéines-ADN, des structures secondaires de l’ADN ou encore 

la déplétion en dNTP due à un agent génotoxique comme l’hydroxyurée (HU), provoque le 

ralentissement, voire l’arrêt des fourches de réplication. Ce phénomène, appelé stress réplicatif, 

impacte dangereusement la stabilité génétique et est associé au développement de cellules 

cancéreuses (pour revue : Gaillard et al., 2015). Il est donc crucial qu’une bonne coordination 

soit mise en place entre les processus de réplication et de réparation de l’ADN afin que les 

dommages qui pourraient entraver la progression des fourches de réplication soient 

efficacement réparés ou ignorés. Le rôle des mécanismes de réparation est donc de garantir une 

transmission sans défaut et complète de l’information génétiques aux cellules filles lors de la 

mitose. 
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Afin d’assurer la réplication complète du génome, les cellules ont développé plusieurs 

systèmes capables de contourner les lésions pour éviter le blocage des polymérases réplicatives 

et par conséquent celui complet des fourches de réplication. Un premier mécanisme de 

contournement est associé à un réamorçage de la synthèse derrière la lésion qui dépend en partie 

de la polymérase PrimPol chez les mammifères (Bianchi et al., 2013; Kobayashi et al., 2016). 

Chez la levure, la protéine responsable du réamorçage n’a pas encore été identifiée. Ce 

redémarrage des fourches en aval de la lésion induit la formation d’ADNsb, également qualifié 

de brèche, sur le brin néosynthétisé (ou daughter-strand gap) (Fabre et al., 2002; Lettier et al., 

2006; Lopes et al., 2006; R. P. Wong et al., 2021). La prise en charge de ces portions d’ADNsb 

est assurée par les voies de DDT, abordées dans la section I.A. Ces voies de DDT reposent sur 

deux mécanismes distincts : l’utilisation de polymérases translésionnelles via la voie de STL 

(L. Zhao & Washington, 2017), ou l’utilisation d’une matrice homologue, généralement la 

chromatide sœur, par les voies de TS et de RH (Branzei & Szakal, 2016). Le choix de la voie 

DDT utilisée pour réparer les dommages laissés derrière la fourche dépend du complexe de 

processivité des polymérases PCNA, assemblé en forme d’anneau autour de l’ADN (Moldovan 

et al., 2007). Ce sont plus particulièrement les formes modifiées de PCNA qui influencent ce 

choix. Chez la levure, les différentes modifications post-traductionnelles de PCNA, présentées 

dans la figure 5, sont médiées par les complexes Rad6/Rad18 et Rad5-Ubc13/Mms2 (Hoege et 

al., 2002; Kanao & Masutani, 2017). Ce contrôle par les différentes formes modifiées de PCNA 

semble conservé chez les eucaryotes supérieurs (L. Fan et al., 2020). Il est à noter que, à la 

différence de la voie de TS, la voie de RH ne dépend pas des modifications de PCNA. 

La mono-ubiquitination de PCNA (PCNA-Ub) par le complexe d’ubiquitines ligases 

Rad6-Rad18 au niveau de la lysine conservée K164 contribue au recrutement des polymérases 

translésionnelles au niveau de la lésion (Hoege et al., 2002; Stelter & Ulrich, 2003; Kannouche 

et al., 2004; Niimi et al., 2008). Chez la levure, ont été référencées la polymérase Polη codée 

par le gène RAD30, la polymérase Polζ dont le site catalytique est codé par le gène REV3 et 

associé à un gène accessoire REV7, et enfin la polymérase Rev1 (J. R. Nelson et al., 1996a, 

1996b). Il en existe quatre supplémentaires chez les vertébrés : les polymérases ι, κ, θ et ν 

(Goodman & Woodgate, 2013; Sale, 2013; Vaisman & Woodgate, 2017). Les polymérases 

translésionnelles sont différentes des polymérases réplicatives puisqu’elles sont moins fidèles 

en raison de leur site actif plus flexible et ne possèdent pas d’activité exonucléase 3’-5’ pour 

corriger les erreurs de synthèse. Ces polymérases sont donc capables de synthétiser à partir 

d’une matrice de l’ADN endommagé, incorporant des nucléotides face à des bases altérées par 
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diverses modifications. Ainsi, la faible fidélité de ces polymérases translésionnelles rend la voie 

STL sujette aux erreurs de synthèse. Par ailleurs, des études menées chez la levure ont permis 

d’établir que la polymérase Polζ, capable notamment de prendre en charge les dimères de 

pyrimidines induits par les rayons UV, est responsable d’une grande partie de la mutagenèse 

induite par les dommages mais également spontanée (Lemontt, 1972; Quah et al., 1980). Il est 

donc essentiel de contrôler le recrutement et l’action des polymérases de la voie STL au profit 

de voies de tolérance plus fidèles. 

L’ajout d’une poly-chaine d’ubiquitine à PCNA-Ub par le complexe Rad5-

Ubc13/Mms2 favorise la mise en place d’un changement de matrice par la voie TS au détriment 

de la voie STL (Hoege et al., 2002; H. Zhang & Lawrence, 2005). Cette modification 

supplémentaire de PCNA prévient ainsi la mutagenèse associée à la voie STL (Chiu et al., 

2006). Deux modèles ont été proposé pour le mécanisme de changement de matrice. Dans le 

premier modèle, le changement de matrice mène à la formation d’une jonction entre les 

chromatides sœurs donnant place à une structure en forme de X, détectée par électrophorèse sur 

gels bidimensionnels (Branzei et al., 2008; Minca & Kowalski, 2010). Ce changement de 

matrice repose sur la présence de protéines clé de la RH telles que Rad51 et Rad52 (Liberi et 

al., 2005; González-Prieto et al., 2013). Le mécanisme liant PCNA poly-ubiquitiné et la RH 

n’est pas compris. Une fois la chromatide sœur envahie, elle sert alors de matrice lors de la 

synthèse d’ADN assurée par la polymérase Polδ (Vanoli et al., 2010). D’autre part, la 

sumoylation de PCNA favorise le recrutement de l’hélicase Srs2, présentée dans la section 

B.4.d, qui supprime les évènements de RH pour des raisons qui demeurent méconnues (Papouli 

et al., 2005; Pfander et al., 2005; Branzei et al., 2008; Karras et al., 2013). Le second modèle 

de changement de matrice suggère une réversion de fourche, conduisant à la formation d’une 

jonction à quatre brins, similaire à une jonction de Holliday et qualifiée de « patte de poulet » 

(Neelsen & Lopes, 2015; Berti et al., 2020). Ce remodelage représente un second mécanisme 

de contournement des dommages. Chez les mammifères, la réversion de fourches est un modèle 

de stabilisation des fourches bloquées assez prisé qui nécessite d’être plus amplement exploré. 

D’un point de vue mécanistique, il a été proposé que la régression de fourche impliquerait divers 

acteurs, y compris la recombinase RAD51 dont la fonction précise dans ce remodelage reste à 

être caractérisée (Neelsen & Lopes, 2015; Zellweger et al., 2015; Quinet et al., 2017; Bhat & 

Cortez, 2018). Les fourches remodelées seraient ensuite protégées contre l’activité de 

dégradation des nucléases par RAD51 et certains de ses régulateurs tels que la protéine 

médiatrice BRCA2 (voir la section B.2.c) et les protéines paralogues de RAD51 (voir la section 
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B.2.d) (Hashimoto et al., 2010; Schlacher et al., 2011; Somyajit et al., 2015; Mijic et al., 2017). 

De manière intéressante, l’implication de l’activité catalytique de RAD51 dans la réversion de 

fourche demeure un sujet d’étude tandis qu’il semble établit que cette activité n’ait aucun effet 

sur la fonction de protection (Mason et al., 2019; Thomas et al., 2023). Enfin, il a été proposé 

que le redémarrage de fourches réversées pourrait être assuré par une invasion de brin par 

RAD51, créant une structure semblable à une D-loop (Petermann et al., 2010; Mason et al., 

2019). Le redémarrage de la synthèse reposerait alors sur la voie de réplication dépendante de 

la recombinaison (RDR), dépendante du recrutement des protéines de la RH (Hashimoto et al., 

2010). 

Ainsi, les brèches simple-brin peuvent être prises en charge par les différentes voies de 

DDT. Cela suggère que ces voies sont capables de se compenser lorsque l’une d’elles est 

défaillante. Par exemple, l’absence de Rad51 impacte peu la survie cellulaire après exposition 

aux UV. En revanche, la délétion concomitante de la sous-unité Rev3 de la polymérase Polζ 

induit une forte sensibilité des cellules diploïdes aux UV, mettant clairement en évidence 

l’existence d’une compensation entre les voies STL et RH (Tellier-Lebegue et al., 2017). 

Néanmoins, il existe une balance entre les voies STL et RH qui régule le niveau de mutagenèse. 

Une augmentation de la fréquence de mutagenèse induite par la voie STL est observée dans les 

cellules déficientes pour RAD51 et RAD52 (Kunz et al., 1998). L’existence d’une compétition 

entre ces voies a longuement été étudiée chez la bactérie E. coli ainsi que chez la levure (W. Ma 

et al., 2013; X. Xu et al., 2013; Fuchs, 2016; Fujii et al., 2018; Maloisel et al., 2023). Plus 

récemment, l’équipe de Vincent Pagès a démontré qu’un défaut d’installation du filament RecA, 

protéine orthologue à Rad51 chez E. coli, favorise le recrutement de la voie STL (Laureti et al., 

2022). De plus, cette étude a également mis en évidence le rôle crucial de protéines médiatrices 

dans l’installation et la stabilisation des filaments RecA. Ces résultats sont en corrélation avec 

ceux obtenus lors d’études portant sur des protéines médiatrices capables de stabiliser les 

filaments Rad51 chez la levure S. cerevisiae (X. Xu et al., 2013; Maloisel et al., 2023). Ces 

études montrent également que ces protéines contrôlent le taux de mutagenèse induite par la 

voie STL. 
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Figure 5. Les modifications post-traductionnelles de PCNA et leurs conséquences (Kanao & 

Masutani, 2017)  

La mono-ubiquitination de PCNA par le complexe enzymatique Rad6-Rad18 mène à l’engagement dans 

la voie de STL. Le changement de matrice est initié par la poly-ubiquitination de PCNA via divers 

enzymes. Enfin, la SUMOylation de PCNA inhibe la recombinaison homologue, notamment via le 

recrutement de l’hélicase Srs2. 

 

B. Les protéines impliquées dans la recombinaison homologue 

Chez les eucaryotes, un grand nombre de protéines interviennent dans les différents 

mécanismes de réparation des dommages à l’ADN par RH et participent à la régulation des 

nombreuses étapes du processus.  

Le groupe d’épistasie du gène RAD52 regroupe une large partie de ces protéines, 

identifiées initialement chez la levure au travers d’expériences de sensibilité aux radiations 

ionisantes (Game & Mortimer, 1974). Le groupe d’épistasie de RAD52 comprend les gènes 

suivants : MRE11, XRS2, RAD50, RAD51, RAD52, RAD54, RDH54/TID1, RAD55, RAD57 et 

RAD59. Ces gènes, hautement conservés au sein des eucaryotes, sont impliqués plus 

particulièrement dans les étapes précoces de la RH que sont la résection de l’ADN, la recherche 

d’homologie, l’invasion du duplex homologue et l’initiation de la synthèse réparatrice. 

Cependant, bien que ces protéines se retrouvent classées dans un même groupe, leurs fonctions 

divergent dans la régulation du processus de RH. 

Il existe d’autres acteurs impliqués dans la régulation du processus de RH qui 

n’appartiennent pas au groupe d’épistasie RAD52 que je décrirai également. 
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1. Résection de l’ADN 

Le processus de RH, bien mieux caractérisé pour la réparation des CDB, débute par une 

étape de résection 5’-3’ de l’ADN localisé autour de la cassure. Cette résection est divisée en 

deux étapes avec, en premier lieu, une initiation du processus de résection sur une courte 

distance, suivie par une résection étendue. Des expériences de biologie moléculaire et des 

analyses d’imagerie sur cellules vivantes ont permis de déterminer que la cinétique de résection 

de l’ADN est en moyenne de 4 kb/h et qu’elle peut s’étendre sur plusieurs centaines de 

nucléotides (Fishman-Lobell et al., 1992; Vaze et al., 2002; Zhu et al., 2008). 

Le premier acteur à détecter et à fixer la CDB est le complexe MRE11-RAD50-XRS2 

(MRX) chez la levure ou le complexe MRE11-RAD50-NBS1 (MRN) dans les cellules de 

mammifères (Lisby et al., 2004; Lisby & Rothstein, 2009). La capacité du complexe 

MRX/MRN à lier la CDB lui permet de maintenir les deux extrémités de la cassure à proximité 

l’une de l’autre (L. Chen et al., 2001; Jager et al., 2001; Lobachev et al., 2004). La fixation du 

complexe MRX/MRN à la CDB est également nécessaire au recrutement des protéines de 

signalisation des dommages telles que les kinases Tel1 chez la levure et ATM chez les 

mammifères (D’Amours & Jackson, 2002; J.-H. Lee & Paull, 2005; Deshpande et al., 2014; 

Cassani et al., 2019). Enfin, le complexe MRX/MRN est requis pour l’initiation de la résection 

5’-3’ de l’ADN (figure 6a).  

Selon de récentes expériences de cryo-microscopie électronique (cryo-EM), MRE11, 

RAD50 et XRS2/NBS1 forment un hétéropentamère stable, composé de deux copies de la sous-

unité MRE11-RAD50, hautement conservée au sein du vivant, associées à une copie du gène 

XRS2/NBS1 uniquement retrouvé chez les eucaryotes (Rotheneder et al., 2023). La protéine 

Mre11 est la sous-unité catalytique composée de cinq motifs phosphoestérase, conservés dans 

sa partie N-terminale, essentiels à ses activités endonucléase et exonucléase 3’-5’ (Paull & 

Gellert, 1998; Trujillo et al., 1998; Usui et al., 1998; Trujillo & Sung, 2001). Il est intéressant 

de noter que l’activité enzymatique de Mre11 est à l’opposé de la résection 5’-3’ nécessaire à 

l’initiation de la réparation. La protéine Rad50, appartenant à la famille des SMC (pour 

Structural Maintenance of Chromosomes), régule l’activité de Mre11 grâce à sa capacité de 

liaison et d’hydrolyse de l’ATP. La dimérisation de Mre11 avec Rad50 stimule l’hydrolyse de 

l’ATP par cette dernière, à l’origine d’un changement conformationnel de la sous-unité Mre11-

Rad50 vers un état actif permettant d’exposer les sites nucléases de Mre11 à l’ADN (H. S. Lim 

et al., 2011; Möckel et al., 2012; Cannavo et al., 2019). Enfin, la protéine Xrs2/Nbs1 est 

responsable de la localisation nucléaire du complexe MRX/MRN (Carney et al., 1998; 
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Tsukamoto et al., 2005). De plus, Xrs2/Nbs1 interagit avec Mre11 et Tel1/ATM au travers de 

sa partie C-terminale tandis que sa partie N-terminale contient un domaine FHA nécessaire au 

recrutement de l’endonucléase Sae2/CtIP au niveau de la CDB (Nakada et al., 2003; You et al., 

2005; Williams et al., 2009; H. Wang et al., 2013; J. Liang et al., 2015; J. Oh et al., 2016). La 

phosphorylation de Sae2/CtIP par Tel1/ATM stimule l’activité endonucléase du complexe 

MRX/MRN (Lengsfeld et al., 2007; Cannavo & Cejka, 2014; R. Anand et al., 2016, 2019; 

Cannavo et al., 2018). Ainsi, la résection est initiée, dans un premier temps, par une incision 

interne de l’ADN du côté 5’ proche de la CDB suivie d’une résection 3’-5’ de l’ADN afin de 

générer de courtes extrémités 3’ sortantes de quelques centaines de nucléotides (Garcia et al., 

2011; Reginato et al., 2017; W. Wang et al., 2017; Cannavo et al., 2019). 

La résection peut ensuite s’étendre sur plusieurs dizaines de kb à partir des courtes 

extrémités 3’ sortantes. Cette résection extensive, présentée dans la figure 6b, est assurée par 

deux voies indépendantes qui reposent soit sur l’exonucléase Exo1, soit sur la nucléase/hélicase 

Dna2 associée au complexe Sgs1-Top3-Rmi1 (ou BLM-TOP3-RMI1 chez les mammifères) 

(Mimitou & Symington, 2008; Zhu et al., 2008; Cannavo et al., 2013). Des expériences 

d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) ont révélé que le complexe MRX/MRN et la 

protéine Sae2/CtIP, indépendamment de leur activité nucléase, favorisent le recrutement des 

protéines Exo1 et Dna2 au niveau de la CDB (Shim et al., 2010). La capacité de déroulement 

des brins d’ADN du complexe MRX/MRN faciliterait ce recrutement (Cannon et al., 2013; 

Gobbini et al., 2018).  

L’une des voies de résection extensive dépend de Exo1, caractérisée in vitro par une 

activité exonucléase 5’-3’ spécifique de l’ADNdb et par une activité endonucléase 5’ (Szankasi 

& Smith, 1992; Fiorentini et al., 1997; Tran et al., 2004). Exo1 a pour substrat préférentiel 

l’ADNdb présentant une extrémité 3’ sortante, substrat généré par le complexe MRX/MRN et 

Sae2/CtIP (Cannavo et al., 2013; Reginato et al., 2017). Le complexe MRX/MRN-Sae2/CtIP 

stimule donc l’activité exonucléase 5’-3’ de Exo1 en créant une structure sur laquelle Exo1 peut 

se fixer avec une forte affinité (Nicolette et al., 2010; Gobbini et al., 2018). La dégradation de 

l’ADN par Exo1 est également stimulée par la protéine de réplication A (RPA), qui en se fixant 

à l’ADNsb formé, prévient in vitro la formation de complexe Exo1-ADNsb indésirables tout en 

favorisant la dégradation 5’-3’ de l’ADNdb (Cannavo et al., 2013). Par ailleurs, la voie Exo1 

peut se substituer au complexe MRX dans le processus de maturation des extrémités 5’ comme 

le suggère notamment la surexpression du gène EXO1, capable de supprimer les défauts de 

sensibilité aux agents génotoxiques des mutants mre11Δ, rad50Δ et xrs2Δ (Lewis et al., 2002). 
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L’autre voie de résection extensive dépend de l’activité hélicase de Sgs1/BLM, qui 

appartient à la famille des hélicases RecQ, stimulée par son interaction avec Top3 et Rmi1, et 

de l’activité nucléase de Dna2 (Gravel et al., 2008; Zhu et al., 2008; Niu et al., 2010). Sgs1 et 

Dna2 interagissent physiquement in vitro, ce qui a amené à suggérer un modèle dans lequel 

Sgs1/BLM catalyse l’ouverture de l’ADNdb en transloquant sur l’ADN de 3’ en 5’ afin de 

générer des extrémités 5’ flottantes clivées par Dna2 grâce à son activité endonucléase (Cejka, 

Cannavo, et al., 2010). En addition du complexe MRX/MRN, RPA joue également un rôle dans 

le chargement de Dna2 et de Sgs1 sur l’ADNsb et module leur activité (Nimonkar et al., 2011; 

H. Chen et al., 2013). La présence de RPA sur l’ADNsb 3’ sortant stimule le déroulement de 

l’ADN par Sgs1 et inhibe la dégradation des brins 3’ sortants par Dna2 au profit du clivage des 

extrémités 5’ (Cejka, Cannavo, et al., 2010; Nimonkar et al., 2011; H. Yan et al., 2011; Xue et 

al., 2019). 

Ainsi, ces deux voies de résection extensives conduisent à la formation d’extrémités 

d’ADNsb 3’ sortantes de plusieurs dizaines de kb nécessaires au processus de RH dans les 

cellules mitotiques. Des études approfondies sont nécessaires pour clarifier les caractéristiques 

du contrôle de la résection comme par exemple, la longueur des régions dégradées. 

 

Figure 6. Modèle du mécanisme de résection de l’ADN chez les mammifères (adaptée de F. Zhao et 

al., 2020) 

(a) Initiation de la résection par le complexe MRN et Sae2/CtIP phosphorylée. 

(b) Extension de la résection par les voies Exo1 ou Dna2-Sgs1/BLM. 
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Après résection de l’ADN, l’une des étapes clé de la RH consiste en la formation de 

filaments composés de multiples monomères de la recombinase Rad51, protéine essentielle au 

processus de recombinaison, sur l’ADNsb nouvellement formé. Cette formation est rendue 

possible grâce à l’intervention de nombreuses protéines. 

 

2. Formation et stabilisation des nucléofilaments Rad51  

a) La protéine de réplication A (RPA) 

RPA est la première protéine à fixer les extrémités d’ADNsb nouvellement formées 

(Gasior et al., 1998; Wolner et al., 2003; Lisby et al., 2004). RPA est une protéine SSB (single-

strand DNA-binding) présentant une forte affinité de liaison pour l’ADNsb, avec une constante 

de dissociation de l’ordre de 10-9 à 10-11 M (Kim et al., 1994; Iftode et al., 1999; R. Chen & 

Wold, 2014), et une affinité plus faible pour l’ADNdb et l’ARN (Fairman & Stillman, 1988; 

Wold & Kelly, 1988; Brill & Stillman, 1989; Kim et al., 1992; Sugiyama et al., 1997; Sung, 

1997a). RPA sert ainsi de signal de détection de l’ADNsb. Cela permet d’activer les différents 

points de contrôle qui induisent alors un ralentissement du cycle cellulaire suffisant pour réparer 

les dommages (L. Zou & Elledge, 2003; Choi et al., 2010). De ce fait, la capacité de RPA à lier 

fortement l’ADNsb explique probablement le fait que cette protéine soit impliquée dans de 

nombreux processus du métabolisme de l’ADN telles que la réplication, la réparation ou encore 

la recombinaison (Wold, 1997; Y. Zou et al., 2006; Caldwell & Spies, 2020). Il apparait alors 

évident que RPA est un gène essentiel à la survie cellulaire. Seul le rôle de RPA dans la 

recombinaison sera traité par la suite. 

RPA est un complexe hétérotrimérique stable et abondant, hautement conservé parmi 

les eucaryotes. RPA est composé de trois sous-unités de 70, 32 et 14 kDa, codées respectivement 

par les gènes essentiels RFA1, RFA2 et RFA3 chez la levure (Brill & Stillman, 1991) et par les 

gènes essentiels RPA70, RPA32 et RPA14 chez l’Homme (Wold, 1997). Chacune de ces sous-

unités contient un ou plusieurs domaines de fixation à l’ADN (ou DNA Binding Domain, DBD) 

qui présentent différentes fonctions (figure 7). RPA se lie à l’ADNsb majoritairement au travers 

des DBD de la plus grande sous-unité du complexe, soit RPA70 chez l’Homme et RFA1 pour 

la levure (Alani et al., 1992; Bochkareva et al., 2002) et cette fixation se fait de manière 

dynamique et séquentielle avec une polarité 5’-3’ (Laat et al., 1998; Iftode & Borowiec, 2000; 

Kolpashchikov et al., 2001; J. Fan & Pavletich, 2012; Yates et al., 2018). L’interaction de RPA 

avec d’autres protéines impliquées dans les différents processus du métabolisme de l’ADN est 

médiée par les DBD des sous-unités RFA1/RPA70 et RFA2/RPA32 (Fanning et al., 2006). En 
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réponse aux dommages, la sous-unité RFA2/RPA32 subit de multiples modifications post-

traductionnelles qui modulent ses interactions avec les autres protéines ainsi que sa fixation à 

l’ADNsb (Brush & Kelly, 2000; Binz et al., 2003; Maréchal & Zou, 2015). Concernant la plus 

petite sous-unité de RPA, il semblerait que sa fonction principale réside dans le fait d’assurer la 

trimérisation du complexe. Néanmoins, l’absence de chacun des gènes du complexe est associée 

à un défaut de viabilité des cellules.  

Bien que ces gènes n’appartiennent pas au groupe d’épistasie de RAD52, ils jouent un 

rôle crucial dans la RH. En effet, des mutations des gènes du complexe RPA sont notamment 

associées à des défauts de RH (Heyer et al., 1990; Longhese et al., 1994; Firmenich et al., 1995; 

Umezu et al., 1998; J. Smith & Rothstein, 1999; Soustelle et al., 2002).  

 

Figure 7. Représentation schématique des différentes sous-unités de RPA (Dueva & Iliakis, 2020)  

Les domaines DBD-A, DBD-B et DBD-C de RPA1 ainsi que le domaine DBD-D de RPA2 sont 

impliqués dans la liaison à l’ADN avec une affinité plus ou moins forte, comme présentée par le gradient. 

Les domaines DBD-A, DBD-B et DBD-F de RPA1 en addition de la région C-terminale de RPA2 

interviennent dans les interactions avec d’autres protéines. Les modifications post-traductionnelles de 

RPA sont portées par la région N-terminale de RPA2. Les domaines DBD-C de RPA1, DBD-D de RPA2 

et l’unique domaine DBD-E de RPA3 permettent la trimérisation du complexe. 

 

Lors de la RH, RPA fixe rapidement les extrémités d’ADNsb 3’ sortantes formées lors 

de la résection de l’ADN localisé autour de la CDB afin de les protéger de l’activité de 

dégradation des exo- et endonucléases présentes dans la cellule (R. Chen & Wold, 2014). La 

présence de RPA sur l’ADNsb prévient également la formation de structures secondaires qui 

pourraient inhiber la formation des filaments Rad51, l’une des étapes clés de la RH (Alani et 

al., 1992; Sugiyama et al., 1997, 1998). Cependant, en plus d’être hautement abondant dans les 

cellules, RPA présente une affinité pour l’ADNsb nettement supérieure à celle de Rad51 et 

bloque in vitro la formation des nucléofilaments (Sung, 1997a; New et al., 1998; Sugiyama & 

Kowalczykowski, 2002; X. Wang & Haber, 2004; C. J. Ma et al., 2017; Ding et al., 2023). Cela 
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peut suggérer que RPA sert de barrière pour éviter un chargement trop important de Rad51 sur 

l’ADNsb et, par conséquent, prévenir des évènements de recombinaison non souhaités. La levée 

de cette inhibition requiert in vivo l’intervention de divers facteurs appelés protéines médiatrices 

dont l’un des rôles consiste à remplacer RPA par Rad51. Les protéines BRCA2 chez les 

mammifères, Rad52 chez la levure et les protéines paralogues de Rad51 dans l’ensemble des 

eucaryotes remplissent ce rôle de médiateurs et seront abordées par la suite dans les sections 

B.2.c et B.2.d. La nécessité de déplacer RPA a été mise en évidence, par exemple, lors de l’étude 

in vitro du mutant rfa1-t11. Ce mutant, capable de lier l’ADNsb de la même manière que la 

protéine sauvage, montre un ralentissement du déplacement de RPA et, par conséquent, retarde 

la formation des filaments Rad51, induisant une sensibilité plus aigüe à différents agents 

génotoxiques ainsi que des défauts de RH (Kantake et al., 2003). 

Une fois les nucléofilaments Rad51 formés, ils sont alors capables d’effectuer la 

recherche puis l’invasion d’une molécule d’ADN intacte homologue à la molécule 

endommagée afin d’initier la synthèse réparatrice. RPA participe in vitro à la stimulation de 

l’échange de brin réalisé par Rad51, probablement en séquestrant les brins d’ADNsb déplacés 

lors de l’envahissement pour éviter toute interférence ou bien en maintenant les structures 

formées lors de la réaction (Heyer et al., 1990; Sung, 1994; Baumann & West, 1997; Sugiyama 

et al., 1997; Mazin & Kowalczykowski, 1998; Eggler et al., 2002; Komen et al., 2002; X. Wang 

& Haber, 2004). Des expériences de co-immunoprécipitation (co-IP) et des analyses de 

spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) ont, par ailleurs, amené leurs auteurs 

à proposer que cette stimulation serait médiée in vivo par une interaction physique entre le 

domaine DBD-A de RPA1 et la région N-terminale de Rad51 (Golub et al., 1998; Stauffer & 

Chazin, 2004), bien que la protéine SSB de la bactérie E. coli semble pouvoir se substituer à 

RPA, remettant en question la nécessité d’une interaction directe entre les deux protéines 

(Baumann & West, 1997; Sugiyama et al., 1997). RPA est néanmoins considéré comme un 

régulateur positif du processus de RH grâce à sa capacité de stabilisation de l’ADNsb sur lequel 

sera chargé la recombinase Rad51 mais aussi grâce à son implication dans la stimulation de 

l’échange de brin par Rad51. 

 

b) Les recombinases Rad51 et Dmc1 

Chez les eucaryotes, deux recombinases ont été identifiées, Rad51 et Dmc1 

(Aboussekhra et al., 1992; Bishop et al., 1992). Rad51, membre du groupe d’épistasie RAD52, 

est une protéine essentielle à la réparation des dommages dans les cellules somatiques, 

également requise lors de la recombinaison méiotique, tandis que Dmc1 est exprimée 
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exclusivement lors de la méiose. Lors de ma thèse, je me suis intéressée spécifiquement à la 

régulation de Rad51 dans les cellules végétatives. Cependant, une brève partie de ce paragraphe 

sera consacrée à Dmc1. 

La recombinase Rad51 est une protéine hautement conservée dans l’ensemble des 

eucaryotes et les filaments composés de multiples monomères de Rad51 sur de l’ADNsb jouent 

un rôle central dans la RH en intervenant dans chacune des trois phases du processus. La 

protéine Rad51 est l’orthologue de la protéine bactérienne RecA et de la protéine RadA 

retrouvée chez les archébactéries (Aboussekhra et al., 1992; Basile et al., 1992; A. Shinohara et 

al., 1992; Z. Lin et al., 2006). Il est intéressant de souligner que, malgré une importante 

conservation au sein du vivant, la délétion de cette protéine ne présente pas les mêmes 

phénotypes en fonction des espèces. Chez la levure, les cellules mutantes rad51Δ sont viables 

mais présentent une forte sensibilité aux radiations ionisantes ainsi que de sévères défauts 

méiotiques (Symington, 2002). En revanche, l’absence de la protéine Rad51 rend les cellules 

de mammifères non viables et résulte en une létalité embryonnaire précoce chez la souris ou 

encore en une accumulation de cassures chromosomiques dans les cellules de poulet arrêtées 

en G2/M (D. S. Lim & Hasty, 1996; Tsuzuki et al., 1996; Sonoda et al., 1998). Ces différents 

défauts provoqués par la perte de Rad51 révèlent le rôle fondamental de cette protéine dans la 

réparation des dommages lors de la RH. 

Le gène RAD51 code pour une protéine de 43 kDa chez la levure et de 37 kDa chez 

l’Homme. Ces protéines partagent environ 59% d’identité entre elles ainsi qu’une homologie 

de structure importante avec la protéine ancestrale RecA, représentée dans la figure 8 

(Aboussekhra et al., 1992; Basile et al., 1992; A. Shinohara et al., 1992, 1993). Cette homologie 

de structure se concentre principalement au niveau du domaine catalytique, défini par deux 

motifs consensus Walker A et B, responsables de la fixation et de l’hydrolyse de l’ATP (A. 

Shinohara et al., 1992; Benson et al., 1994; Z. Lin et al., 2006). Cette région conservée de Rad51 

contient également un domaine impliqué in vitro dans la liaison à l’ADNsb ainsi qu’à l’ADNdb, 

avec une affinité légèrement plus marquée pour l’ADNsb (Ogawa et al., 1993; Sung & 

Robberson, 1995; Yu et al., 2001). Au-delà de cette homologie structurale, Rad51 présente une 

région N-terminale spécifique à chaque espèce eucaryote (A. Shinohara et al., 1993). Un 

domaine additionnel de liaison à l’ADNdb se situe dans la région N-terminale de Rad51 (Aihara 

et al., 1999). 
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Figure 8. Représentation schématique des recombinases RecA et Rad51 

La recombinase Rad51 présente une structure proche de la recombinase RecA avec un domaine 

catalytique, également qualifié de cœur canonique (en blanc), contenant les motifs Walker A et B 

(respectivement en rouge et orange) ainsi qu’un domaine de fixation à l’ADN défini notamment par les 

loupes L1 et L2 (en vert). Par ailleurs, chacune de ces recombinases est composée d’extensions N-

terminale et C-terminale spécifiques, de tailles variables (en gris). Rad51 possède un motif de fixation 

à l’ADN supplémentaire (en vert) dans sa région N-terminale. 

 

Des expériences biochimiques réalisées in vitro à l’aide de la recombinase Rad51 

purifiée ont montré que sa capacité à se lier à l’ADNsb et à l’ADNdb conduit à la formation de 

nucléofilaments semblables à ceux formés par la recombinase RecA, comme présentés dans la 

figure 9A (Ogawa et al., 1993; Benson et al., 1994; Sung & Robberson, 1995; Yu et al., 2001). 

Les études de microscopie électronique et de cryo-EM à haute résolution ainsi que les 

reconstitutions de structures cristallographiques ont révélé que Rad51 forme des filaments 

hélicoïdaux sur des régions d’ADN de 18 pb/nucléotides et sont composés en moyenne de six 

monomères par tour d’hélice, chaque monomère recouvrant trois nucléotides et le pas d’hélice 

variant entre 90 et 130 Å (figure 9B) (Ogawa et al., 1993; Benson et al., 1994; Yu et al., 2001; 

Conway et al., 2004; Short et al., 2016). Cette formation dépend, d’une part, d’un motif de 

polymérisation FVTA (ou FTTA), conservé et identifié dans le domaine catalytique de la 

recombinase Rad51, qui viendrait alors s’insérer au niveau d’une région spécifique, qualifiée 

de poche, du monomère adjacent (Pellegrini et al., 2002; Shin et al., 2003; Conway et al., 2004). 

D’autre part, la polymérisation du filament Rad51 fait également intervenir des interactions 

entre les domaines catalytiques des différents monomères (Conway et al., 2004). L’assemblage 

de ces nucléofilaments, qualifiés de présynaptiques, est initiée par une première étape 

cinétiquement lente de nucléation conduisant à la formation d’un noyau stable d’environ six 

monomères sur l’ADN, soit le nombre de monomères nécessaires pour couvrir un pas d’hélice. 

La deuxième étape consiste en l’élongation rapide de ces filaments par ajout de monomères 

suivant une polarité 3’-5’ (Miné et al., 2007; Modesti et al., 2007; van der Heijden et al., 2007; 

Hilario et al., 2009; Candelli et al., 2014; C. J. Ma et al., 2017; Belan et al., 2021). La 

polymérisation coopérative de ces nucléofilaments Rad51 reposerait sur la fixation, et non 

l’hydrolyse, de molécules d’ATP, localisées à l’interface reliant deux monomères, bien que cela 

ait été remis en question, ainsi que sur la présence d’ions Mg2+ (Bianco et al., 1998; Namsaraev 
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& Berg, 1998; Bugreev & Mazin, 2004; Conway et al., 2004; Chi, Van Komen, et al., 2006; 

Schay et al., 2016). 

 
 

Figure 9. Comparaison des filaments formés par les recombinases Rad51 et RecA 

A. Observation par microscopie électronique de filaments formés par la recombinase humaine RAD51 

(à gauche) et la recombinase bactérienne RecA (à droite) sur un duplex d’ADN circulaire clivé 

(Benson et al., 1994) 

B. Structures cristallographiques des filaments Rad51 et RecA (Short et al., 2016). Dans les filaments 

Rad51, les sites de fixation de l’ATP (flèche) sont situés entre deux monomères adjacents tandis que 

dans les filaments RecA, les sites ATP semblent plus éloignés du monomère adjacent. Les régions 

entourées correspondent à la région N-terminale de Rad51 et à la région C-terminale de RecA. 

 

Une fois les nucléofilaments présynaptiques Rad51 formés, la recherche d’homologie 

peut démarrer. Cependant, il est à noter que seuls les filaments formés sur l’ADNsb, et non sur 

l’ADNdb, sont fonctionnels, ce qui est en accord avec le fait que la RH soit initiée par la 

résection extensive des extrémités 5’ de l’ADNdb ou par la présence d’ADNsb au niveau de 

fourches de réplication bloquées à une lésion (Sung & Robberson, 1995; Zaitseva et al., 1999). 

D’autre part, la fixation et l’hydrolyse de l’ATP modulent les fonctions de la recombinase 

Rad51. L’association de molécules d’ATP stabilise les nucléofilaments présynaptiques et leur 

confère une forme active étirée, capable de réaliser la recherche et l’invasion d’une séquence 

d’ADN intacte homologue à la séquence endommagée, étape critique de la RH (Sung & 

Stratton, 1996; Morrison et al., 1999; Fung et al., 2006; J. Xu et al., 2017; Brouwer et al., 2018; 

Špírek et al., 2018). L’hydrolyse de ces molécules d’ATP en ADP inactive les nucléofilaments 

en les rendant plus compacts et favorise leur désassemblage (Namsaraev & Berg, 1998; 

Robertson et al., 2009; van Mameren et al., 2009; Brouwer et al., 2018; Luo et al., 2023). Cette 

activité ATPase de la recombinase Rad51 rend compte de la dynamique des nucléofilaments 

(Donovan et al., 1994; Luo et al., 2023). 
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La formation de ces nucléofilaments présynaptiques, en présence d’ATP, étire l’ADN 

entre chaque triplet de nucléotides fixé par un monomère de Rad51 d’environ 150% en 

comparaison à l’ADN de type B et conduit également à l’ouverture de l’ADNdb (Yu et al., 

2001; Danilowicz et al., 2014; J. Y. Lee et al., 2015; J. Xu et al., 2017). Cette conformation de 

l’ADN facilite la recherche d’homologie et l’appariement des régions homologues lors de 

l’invasion de brin, processus présenté dans la figure 10. Le domaine d’interaction avec l’ADN 

de Rad51, divisé en deux sites distincts, semble jouer un rôle important dans l’interrogation du 

génome et l’appariement de séquences homologues, notamment en permettant la  fixation de 

deux molécules d’ADN de façon simultanée (Prasad et al., 2006; K. Ito et al., 2020; Yang et al., 

2020; Reitz et al., 2021). Le site I comprend les boucles conservées L1 et L2 qui se lient à 

l’ADNsb pour créer le nucléofilament présynaptique tandis que le site II, situé dans la région 

C-terminale de Rad51, accueille la séquence d’ADNdb donneuse pour procéder à la recherche 

d’homologie. Le nucléofilament réalise alors un scan du duplex d’ADN de manière transitoire 

et aléatoire, rendant difficile l’étude du mécanisme et des structures intermédiaires associées in 

vivo. L’activité recombinogène de Rad51 dans différents contextes a été largement étudiée in 

vitro au travers du test d’échange de brin dans lequel une séquence d’ADNsb recombine avec 

une séquence homologue présente sur un ADNdb circulaire. Les molécules initiales et les 

structures intermédiaires formées lors de l’échange de brin peuvent être visualisées par 

électrophorèse sur gel d’agarose (Sung, 1994; Sung & Stratton, 1996). Des analyses in vitro sur 

molécule unique réalisées récemment ont permis de mettre à jour de nouvelles caractéristiques 

de ce processus. Ces expériences ont notamment démontré que le filament examine des régions 

de micro-homologie de huit nucléotides au minimum, stabilisant ainsi la capture de l’ADNdb 

et limitant la recherche d’homologie à uniquement 0,01% du génome (Qi et al., 2015). De plus, 

une certaine mobilité chromatinienne faciliterait également la recherche d’homologie (Miné-

Hattab et al., 2017).  Une fois l’homologie trouvée, un joint paranémique stabilise la structure 

formée par l’association du duplex et de l’ADNsb, structure intermédiaire à trois brins 

également appelée complexe synaptique. Le brin complémentaire du duplex est ensuite 

transféré vers le site I avant d’être apparié à l’ADNsb par un joint plectonémique, générant un 

nouvel hétéroduplex également appelé nucléofilament post-synaptique. Cet échange de brin 

aboutit ainsi à la formation de la D-loop, structure caractéristique de la RH au sein de laquelle 

est initiée la synthèse réparatrice (pour revue : Renkawitz et al., 2014). 
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Figure 10. Représentation schématique de la recherche et invasion de brin par Rad51 (adaptée de 

K. Ito et al., 2020) 

Le nucléofilament présynaptique nouvellement formé capture un duplex d’ADN pour initier la recherche 

d’homologie. Une fois la séquence homologue identifiée, les deux molécules d’ADN forment le 

complexe synaptique, représenté par deux intermédiaires à trois brins. Dans le premier intermédiaire 

C1, les deux molécules sont reliées par un joint paranémique transitoire. Dans le deuxième intermédiaire 

C2, ce joint est rapidement remplacé par un joint plectonémique où les deux brins complémentaires sont 

enroulés afin de former le nucléofilament post-synaptique. Le déplacement du second brin du duplex 

initial induit la formation de la D-loop. 

 

Par ailleurs, de nombreuses études ont mis en évidence un lien important entre les 

processus de recombinaison et de réplication (voir section II.A.5). Du fait de son rôle central 

dans le mécanisme de la RH, la recombinase Rad51 est par conséquent impliquée dans le 

processus de réplication du génome (pour revue : Wassing & Esashi, 2021). De récentes 

expériences réalisées à partir d’un allèle mutant de séparation de fonction du site II de fixation 

à l’ADN, le mutant rad51-II3A, ont permis d’apporter de nouveaux détails concernant le rôle 

de la recombinase Rad51 en réponse à un stress réplicatif. Le mutant rad51-II3A, dont la 

capacité à former efficacement des filaments sur l’ADN demeure inchangée par rapport à la 

protéine sauvage, présente des défauts de RH in vitro et in vivo (Cloud et al., 2012; Mason et 

al., 2019). Des analyses de fibres d’ADN réalisées sur cette souche mutante après traitement au 

HU ont montré que les fourches de réplication bloquées ne subissent aucun raccourcissement 

par la nucléase Mre11, contrairement à la souche sauvage. Ainsi, il a été suggéré que la fonction 

enzymatique de Rad51 ne semble pas nécessaire à la protection des fourches de réplication 

bloquées à une lésion. D’autre part, ces expériences ont également révélé de manière 

surprenante que l’activité enzymatique de RAD51 n’apparait pas essentielle pour la réversion 

des fourches de réplication. Néanmoins, la capacité de RAD51 à procéder à un transfert de brin 

semble requise au redémarrage des fourches (Mason et al., 2019). L’implication ainsi que le 

mécanisme d’action de Rad51 dans la réversion des fourches sont encore mal compris pour 

l’ensemble des eucaryotes. 

De manière très intéressante, plusieurs études ont mis en évidence que, chez les 

mammifères, RAD51 assure la stabilité génomique également au travers de rôles non 



 
 

42 

catalytiques. En effet, la fixation et la stabilisation des filaments RAD51 sur l’ADNsb serait 

suffisante (i) pour prévenir la réparation des CDB par les voies SSA ou Alt-EJ, (ii) pour protéger 

les fourches de réplication endommagées et/ou remodelées (iii) et pour favoriser le recrutement 

des polymérases translésionnelles au niveau des brèches laissées derrière les fourches (So et al., 

2017; Mason et al., 2019; Cabello-Lobato et al., 2021). Étonnamment, il a été montré au 

laboratoire que chez la levure, il existe une compétition entre les voies de RH, dépendante de 

Rad51, et de STL (Maloisel et al., 2023). De ce fait, les différents rôles de RAD51 ne sont pas 

encore véritablement compris et nécessitent des études plus approfondies. 

En conclusion, la recombinase Rad51 est une protéine centrale dans les processus de 

recombinaison mitotique et méiotique et elle intervient également dans la prise en charge des 

fourches de réplication bloquées lors d’un stress réplicatif. De ce fait, la recombinase Rad51 est 

un facteur clé dans la préservation de la stabilité du génome. Néanmoins, la formation des 

nucléofilaments Rad51 peut aussi se révéler dangereuse pour la cellule si elle n’est pas 

correctement régulée. En effet, des défauts de régulation de ces filaments conduisent à la 

formation de filaments toxiques ou à une accumulation de filaments Rad51. La toxicité des 

filaments ou un nombre excessif d’évènements de RH sont associés à une instabilité génétique 

pouvant mener à la mort cellulaire ou encore au développement de cancers (pour revue : Z. 

Wang et al., 2022). Il a été récemment proposé que les modifications post-traductionnelles de 

Rad51 par de multiples kinases en réponse aux dommages de l’ADN modulent l’activité et la 

stabilité de la recombinase (G. Lim et al., 2020; Orhan et al., 2021; Woo et al., 2021). En 

addition à ces modifications, de nombreuses protéines interviennent de manière positive ou 

négative dans le contrôle de la formation des nucléofilaments. Parmi ces facteurs protéiques, 

les protéines médiatrices ont pour rôle de faciliter la nucléation des monomères de Rad51 afin 

de promouvoir l’assemblage des nucléofilaments. Comme expliqué précédemment, dans les 

conditions biologiques, RPA est le premier facteur à fixer l’ADNsb avec une haute affinité, 

inhibant l’accrochage des monomères de Rad51 (Sugiyama et al., 1997; Sung, 1997b). Il a été 

démontré que les protéines médiatrices favorisent le chargement de Rad51 en coordination avec 

le déplacement de RPA de l’ADNsb. Une fois les nucléofilaments formés, les protéines 

médiatrices les stabilisent. Des expériences de double-hybride de levure ont mis en évidence 

des interactions directes entre Rad51 et ces protéines médiatrices (Donovan et al., 1994; Krejci 

et al., 2001). Cependant, les sites d’interaction de Rad51 avec ses protéines partenaires ne sont 

pas encore clairement définis. Une étude plus récente menée chez la levure 

Schizosaccharomyces pombe a suggéré l’existence d’un motif acide au sein de Rad51, conservé 
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chez S. cerevisiae, qui pourrait être impliqué dans l’interaction de la recombinase avec les 

différentes protéines médiatrices (Afshar et al., 2021). 

La recombinase Dmc1 (pour Disrupted Meiotic cDNA 1), initialement identifiée chez 

la levure S. cerevisiae lors d’un criblage de gènes exprimés spécifiquement lors de la prophase 

I de méiose, a été retrouvée dans la majorité des espèces eucaryotes étudiées (Bishop et al., 

1992; W. Li & Ma, 2006; Z. Lin et al., 2006). Cette protéine est essentielle à la réparation des 

CDB par recombinaison méiotique et garantit une bonne ségrégation des chromosomes et, par 

conséquent, une répartition correcte du matériel génétique dans les cellules germinales. Dmc1 

est présente en solution sous forme octamérique (Passy et al., 1999) et partage en moyenne 50% 

d’identité ainsi qu’une homologie de structure, au niveau du domaine catalytique, et de 

fonctions avec Rad51 (Story et al., 1993; Masson & West, 2001; Z. Lin et al., 2006). Ainsi, à 

l’image de Rad51, Dmc1 forme des filaments hélicoïdaux sur l’ADNsb et l’ADNdb en présence 

d’ATP et catalyse l’échange de brin in vitro (Z. Li et al., 1997; Masson et al., 1999; E. L. Hong 

et al., 2001; Sehorn et al., 2004; Sheridan et al., 2008; Yu & Egelman, 2010). Les mutations de 

Dmc1 sont associées à une myriade de défauts méiotiques. Par exemple, l’absence de Dmc1 

dans les cellules de levure induit une altération de la progression du cycle méiotique, une 

accumulation de CDB non résolues et une formation anormale du complexe synaptonémal, 

aboutissant à des défauts de ségrégation des chromosomes (Bishop et al., 1992; Schwacha & 

Kleckner, 1997). Chez la souris, l’ablation du gène DMC1 provoque la stérilité des individus 

(Pittman, Cobb, et al., 1998; Yoshida et al., 1998). Les deux recombinases Dmc1 et Rad51 sont 

nécessaires à la viabilité des produits méiotiques et assurent l’efficacité de la recombinaison 

méiotique au travers de rôles qui sont à la fois complémentaires et indépendants. Selon les 

études menées chez la levure et Arabidopsis thaliana, seule l’activité catalytique de Dmc1 serait 

essentielle à la recombinaison méiotique tandis que Rad51 régulerait la formation des filaments 

Dmc1 (Bishop, 1994; A. Shinohara et al., 1997; Bishop, 2012; Cloud et al., 2012; Ines et al., 

2013; Singh et al., 2017; Y.-L. Chan et al., 2019; Lan et al., 2020). D’autre part, Dmc1 favorise 

la production de CO entre chromosomes homologues, en comparaison à Rad51 qui facilite 

l’échange d’information entre chromatides sœurs (Schwacha & Kleckner, 1997). Cela démontre 

encore une fois le rôle fondamental de Dmc1 dans la recombinaison méiotique et dans la 

diversité génétique.  
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c) Les protéines médiatrices Rad52 et BRCA2 

 Chez la levure S. cerevisiae, la protéine Rad52 est la protéine médiatrice majeure des 

filaments Rad51. En addition de sa fonction dans les voies de CG, Rad52 joue également un 

rôle crucial dans les mécanismes de RH indépendants de l’invasion de brin catalysée par Rad51 

telles que les voies SSA (Ivanov et al., 1996; Mortensen et al., 1996) et BIR (Malkova et al., 

1996; Signon et al., 2001; McEachern & Haber, 2006). Plus récemment, il a été suggéré que 

Rad52 limiterait in vitro et in vivo la résection des extrémités 5’ médiée par l’hélicase Sgs1 (Z. 

Yan et al., 2019). Du fait de son rôle essentiel dans l’ensemble des mécanismes de la RH, cette 

protéine médiatrice se retrouve à la tête du groupe d’épistasie de RAD52 qui rassemble 

différents acteurs fondamentaux de la RH (Game & Mortimer, 1974). Par conséquent, l’ablation 

du gène RAD52 dans les cellules de levure provoque les phénotypes les plus sévères de tous les 

gènes du groupe d’épistasie. Les cellules rad52Δ sont extrêmement sensibles aux différents 

agents génotoxiques, notamment aux radiations ionisantes, et présentent des défauts de 

commutation du type sexuel ainsi que des défauts de RH mitotique et méiotique conduisant à 

une production de spores non viables (Malone & Esposito, 1980; Resnick et al., 1981; 

Symington, 2002).  Rad52 est conservée dans la majorité des espèces eucaryotes, à l’exception 

des invertébrés (Lok & Powell, 2012). Toutefois, la délétion du gène codant pour cette protéine 

ne présente pas toujours les mêmes phénotypes au sein de tous les phylums. En effet, l’absence 

de RAD52 dans les cellules de mammifères n’induit que de légers défauts de recombinaison, 

sans réellement impacter la réparation des dommages de l’ADN, et ne provoque pas de défaut 

de viabilité ni de stérilité (Rijkers et al., 1998; Yamaguchi-Iwai et al., 1998; Muhammad et al., 

2024). Chez les vertébrés, la protéine RAD52 est donc considérée comme un facteur accessoire, 

le rôle de protéine médiatrice principale étant assuré par la protéine BRCA2. 

 Malgré ces différences de phénotypes, de nombreuses études ont mis en évidence une 

importante similitude structurale et fonctionnelle entre les protéines Rad52 des différentes 

espèces eucaryotes. La protéine Rad52 est divisée en deux régions distinctes. La région N-

terminale de Rad52, structurée et hautement conservée, contient un domaine de liaison à 

l’ADNdb et l’ADNsb, avec une affinité plus marquée pour ce dernier,  requis in vitro lors de 

l’appariement de brins catalysé par Rad52 (Mortensen et al., 1996; Reddy et al., 1997; A. 

Shinohara et al., 1998; Sugiyama et al., 1998; Shi et al., 2009). Cette région est également 

responsable de l’oligomérisation de la protéine sous forme d’anneau composé de 7 à 11 

monomères, observé par microscopie électronique et dont la structure cristallographique est 

représentée dans la figure 11 (A. Shinohara et al., 1998; Stasiak et al., 2000; Ranatunga et al., 
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2001; Kagawa et al., 2002; E. Ma et al., 2021; Deveryshetty et al., 2023; Kinoshita et al., 2023). 

Cette oligomérisation conduit à l’export de l’anneau du cytoplasme vers le noyau, grâce au 

signal NLS contenu dans chaque monomère (Plate, Albertsen, et al., 2008). Il a été proposé, in 

vitro, que l’ADN s’enroule autour des anneaux, au sein d’un large sillon chargé positivement, 

étirant le squelette phosphate de la molécule d’ADN afin de faciliter l’hybridation avec une 

molécule d’ADN complémentaire (Kagawa et al., 2002; Lloyd et al., 2005; Saotome et al., 

2018). Un second domaine d’interaction avec l’ADNdb et l’ADNsb a été identifié dans la 

région N-terminale de la protéine RAD52 humaine (Kagawa et al., 2008).  Ainsi, la région N-

terminale est essentielle à l’activité d’appariement de brins de la protéine Rad52 (Asleson et 

al., 1999). La région C-terminale,  peu conservée et intrinsèquement désordonnée, dispose d’un 

domaine d’interaction avec la protéine RPA (M. S. Park et al., 1996; Hays et al., 1998; A. 

Shinohara et al., 1998; Sugiyama et al., 1998; D. Jackson et al., 2002; van den Bosch et al., 

2002; Plate, Hallwyl, et al., 2008) ainsi que d’un domaine d’interaction avec la recombinase 

Rad51 (Milne & Weaver, 1993; Shen et al., 1996; Hays et al., 1998; Kagawa et al., 2002). La 

région C-terminale de Rad52 est également impliquée dans l’interaction entre différents 

anneaux de Rad52, formant ainsi un multi-complexe essentiel à l’activité de la protéine. De 

plus, la région C-terminale de Rad52 de la levure S. cerevisiae interviendrait également dans 

l’interaction avec l’ADN, bien que cette interaction soit encore mal comprise (Seong et al., 

2008; Khade & Sugiyama, 2016). 

 

Figure 11. Oligomérisation de la protéine Rad52. 

(A) Visualisation par microscopie électronique d’anneaux formés par la protéine Rad52 de levure en 

absence (à gauche) ou en présence d’ADNsb de 400 nucléotides (à droite). Les flèches rouges 

pointent les anneaux avec un canal central tandis que les anneaux bouchés sont signalés par les 

flèches blanches (E. Ma et al., 2021). 

(B) Représentation tridimensionnelle d’un anneau formés de 11 monomères de RAD52 humaine. A 

gauche, vue latérale du complexe RAD52-ADNsb. L’ADNsb, représenté sous forme de bâtonnets 

rouges, est enfoui en profondeur et occupe la majorité de l’espace du sillon chargé positivement de 

l’anneau RAD52. A droite, vue de haut du complexe RAD52-ADNsb. L’ADNsb de 40 nucléotides 

s’étend sur 10 des 11 monomères de l’anneau RAD52, chaque monomère étant coloré différemment 

(Saotome et al., 2018). 
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Chez la levure S. cerevisiae, Rad52 présente deux activités catalytiques majeures. Rad52 

assure l’appariement de brins d’ADN complémentaires, en présence ou non de RPA (Mortensen 

et al., 1996; Sugiyama et al., 1998). Impliquée dans les voies SSA et BIR, des analyses in vitro 

suggèrent que cette fonction de Rad52 est également nécessaire à la capture de la seconde 

extrémité de la voie SDSA lors de la commutation du type sexuel, ainsi que dans la 

symétrisation de la D-loop à l’origine des djH de la voie DSBR lors de la RH méiotique 

(Sugiyama et al., 2006; Y. Wu et al., 2006; Nimonkar et al., 2009; Shi et al., 2009; Sugiyama & 

Kantake, 2009). Toutefois, la présence de Rad51 peut inhiber l’appariement de brins catalysé 

par Rad52 (Y. Wu et al., 2008). Cela soutient le fait qu’il existe une compétition entre les voies 

de réparation dépendantes ou non de Rad51. Rad52 est aidée dans sa fonction d’appariement 

par la protéine Rad59, identifiée à l’origine lors d’analyses de mutants présentant des défauts 

de RH mitotique indépendants de Rad51 (Bai & Symington, 1996). Rad52 interagit in vivo avec 

Rad59 au travers de sa région N-terminale, induisant sa localisation aux CDB (Davis & 

Symington, 2001; Pannunzio et al., 2012). Rad59 partage une homologie de structure avec la 

région N-terminale de Rad52, nécessaire à la fixation et à l’hybridation de l’ADN mais 

dépourvue des domaines d’interaction avec RPA et Rad51 (Q. Feng et al., 2007). Ainsi, Rad59 

ne peut pas compenser l’absence de Rad52 dans la formation des filaments Rad51, seconde 

activité majeure de Rad52 dans la RH (Y. Wu et al., 2006). 

Rad52 est également une protéine médiatrice essentielle capable de stimuler in vitro 

l’échange de brin par Rad51 en atténuant l’effet inhibiteur de RPA. Il a été montré que cette 

fonction dépend de l’interaction directe et spécifique de Rad52 avec RPA et Rad51 qui facilite 

le déplacement de RPA de l’ADNsb par Rad51, bien que cela ait été infirmé par la suite (Sung, 

1997a; New et al., 1998; B. Song & Sung, 2000; Sugiyama & Kowalczykowski, 2002; Plate, 

Hallwyl, et al., 2008; Seong et al., 2008; Gibb et al., 2014; Ding et al., 2023). Rad52 joue un 

rôle important dans l’installation des filaments Rad51 sur l’ADNsb comme observé par 

microscopie (Gasior et al., 1998; Lisby et al., 2004). De plus, des expériences de ChIP ont révélé 

que le recrutement de Rad51 à une CDB unique induite par l’endonucléase HO est aboli dans 

les cellules déficientes pour Rad52 tandis que le recrutement de Rad52 ne dépend pas de Rad51 

(Sugawara et al., 2003; Wolner et al., 2003). Deux motifs de Rad52 participent au recrutement 

de Rad51, les motifs F316VTA et Y376EKF, représentés dans la figure 12 (Krejci et al., 2002; 

Kagawa et al., 2014). Il a été montré au laboratoire que l’interaction Rad52-Rad51 au travers 

de ces deux motifs ne semble pas essentielle à la formation des filaments mais apparait cruciale 

pour leur stabilisation (E. Ma et al., 2018). Cela remet en question la nécessité de l’interaction 

entre Rad52 et Rad51 dans l’assemblage des filaments. 
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Figure 12. Représentation schématique de la structure de la protéine Rad52 de levure. 

La région N-terminale (en gris), conservée et structurée, contient les domaines d’oligomérisation et de 

fixation à l’ADN ainsi que le signal de localisation nucléaire. La région C-terminale (en blanc), peu 

conservée et désordonnée, contient un second domaine de fixation à l’ADN ainsi qu’un domaine 

d’interaction avec RPA (en jaune) et deux motifs identifiés nécessaires pour l’interaction avec Rad51 

(en orange). Les résidus en bleu représentent les trois lysines sumoylables de Rad52. 

 

 La protéine Rad52 de levure subit de multiples modifications post-traductionnelles qui 

modulent ses différentes fonctions. Rad52 est constitutivement phosphorylée au cours du cycle 

cellulaire sur certains résidus sérine et/ou thréonine et elle est également sujette à des 

évènements de phosphorylation additionnels induits lors de la phase S (de Mayolo et al., 2006). 

La phosphorylation de Rad52 peut être catalysée par la kinase Cdc28 (Aylon et al., 2004; Ira et 

al., 2004). L’absence de phosphorylation de Rad52 dans le mutant rad52-T412A ne perturbe ni 

son interaction avec RPA ni avec Rad51 et n’impacte pas son activité médiatrice. En revanche, 

il est apparu que cette phosphorylation de Rad52 facilite l’interaction entre les monomères de 

Rad52 (G. Lim et al., 2020). 

 Certaines lysines de la protéine Rad52 peuvent également subir des modifications post-

traductionnelles réalisées par la SUMO ligase Siz2 et catalysées par l’enzyme Ubc9, les 

principales lysines étant représentées dans la figure 12 (Sacher et al., 2006). La sumoylation de 

Rad52 peut protéger la protéine de la dégradation par le protéasome et également réguler la 

présence de Rad52 dans le noyau (Sacher et al., 2006). La mono ou di-sumoylation de Rad52, 

stimulée par la présence d’ADNsb in vitro, diminue de façon contradictoire son affinité pour 

l’ADNsb et l’ADNdb et, par conséquent, sa capacité à apparier des brins complémentaires 

(Altmannova et al., 2010). D’autre part, la sumoylation de Rad52 intervient dans le choix de la 

voie de réparation puisqu’elle tend à renforcer l’interaction avec Rad51. Cependant, 

l’interaction de Rad51 avec Rad52 sumoylée favorise le décrochage des protéines de l’ADNsb. 

Ainsi, l’absence de sumoylation du mutant rad52-3KR prévient sa fonction médiatrice et 

favorise la voie SSA, indépendante de Rad51. Des données du laboratoire montrent que cette 

sumoylation prévient la toxicité des filaments Rad51 (Esta et al., 2013). 
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Chez les mammifères, la fonction médiatrice est assurée par la protéine BRCA2 (pour 

BReast CAncer 2), RAD52 ne jouant qu’un rôle secondaire. Le gène BRCA2, identifié dans les 

années 1990, appartient à la classe des « gène suppresseurs de tumeurs » dont les mutations 

prédisposent aux cancers du sein, de l’ovaire et de la prostate, ainsi qu’au syndrome d’anémie 

de Fanconi (Wooster et al., 1995; Howlett et al., 2002; Jasin, 2002). Ce gène code pour la 

protéine BRCA2 de 384 kDa, divisée en plusieurs domaines. BRCA2 fixe l’ADN au travers de 

ses régions N-terminale et C-terminale (Yang et al., 2002; von Nicolai et al., 2016). La partie 

centrale de la protéine contient 8 motifs BRC conservés, impliqués dans l’interaction avec 

RAD51 (A. K. C. Wong et al., 1997; P.-L. Chen et al., 1998). Ces motifs BRC partagent un 

motif FxTA ressemblant au motif favorisant la multimérisation de RAD51 (Pellegrini et al., 

2002; Lo et al., 2003). Un domaine supplémentaire situé dans la région C-terminale de BRCA2 

interagit avec la forme oligomérisée de RAD51 (Esashi et al., 2007; Appleby et al., 2023). 

BRCA2 s’associe à son partenaire DSS1, capable d’interagir avec RPA (W. Zhao et al., 2015). 

BRCA2 favorise ainsi l’assemblage des filaments RAD51 sur l’ADNsb recouvert de RPA et, in 

fine, stimule l’échange de brin par RAD51(Jensen et al., 2010; J. Liu et al., 2010; Thorslund et 

al., 2010; Sánchez et al., 2017; Belan et al., 2023). D’autre part, BRCA2 stabiliserait les 

filaments RAD51 qu’elle a contribué à former en bloquant l’hydrolyse de l’ATP par RAD51 

(Carreira & Kowalczykowski, 2011). RAD52 n’est pas essentielle à la RH chez les 

mammifères. Cependant, la suppression de RAD52 dans des cellules déficientes pour BRCA2 

conduit à une létalité synthétique, associée notamment à une diminution du nombre de foyers 

RAD51 impactant directement l’efficacité de la RH (Z. Feng et al., 2011; Lok et al., 2013). Ce 

phénomène suggère que l’absence de BRCA2 peut être compensée par RAD52 qui assure une 

voie de secours pour la viabilité des cellules dans ce contexte particulier, notamment lors de 

stress réplicatif (Mahajan et al., 2019; X. Wu, 2019). De récentes études suggèrent que seule la 

région N-terminale de RAD52, responsable de l’oligomérisation et de l’activité d’appariement 

de la protéine, et non sa capacité à interagir avec RAD51, est suffisante pour maintenir la 

viabilité des cellules déficientes pour BRCA2 (Hanamshet & Mazin, 2020). 

De manière intéressante, chez les vertébrés, la délétion de RAD52 est également 

synthétique létale avec l’absence de XRCC3, une protéine paralogue de RAD51 présentée dans 

la section suivante (Fujimori et al., 2001). Cela suggère que, dans les cellules de mammifères, 

RAD52 et les paralogues de RAD51 ont des rôles redondants dans la réparation des dommages 

par la RH. Cette collaboration a également été observée dans d’autres organismes et requiert 

d’être approfondie (Gaines et al., 2015; Belan et al., 2021). 
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d) Les paralogues de Rad51 

 La formation des nucléofilaments Rad51 repose également sur la présence de complexes 

composés de protéines paralogues de Rad51. Des gènes paralogues sont, par définition, des 

gènes homologues descendants d’un gène ancestral et qui ont subi un phénomène de 

duplication. Ainsi, des gènes paralogues acquièrent des fonctions différentes à celles du gène 

ancestral. 

Des gènes paralogues à la recombinase Rad51 résultant de la duplication du gène 

ancestral RecA/RAD51 ont été retrouvés chez tous les eucaryotes (Z. Lin et al., 2006). Malgré 

une faible identité, Rad51 et ses paralogues sont structurellement proches (figure 13). En effet, 

les paralogues de Rad51 présentent tous le même « cœur » considéré comme canonique de 

Rad51, contenant les motifs Walker A et B responsables de la fixation et de l’hydrolyse de 

l’ATP. Ces paralogues possèdent également des extensions N-terminale et C-terminale qui leur 

sont propres et qui définissent probablement leur spécificité (J. Liu et al., 2011; Sasanuma et 

al., 2013). D’un point de vue biochimique, à la différence de Rad51 qui possède la capacité de 

former des filaments sur l’ADN de manière ATP-dépendante, les arguments en faveur de la 

formation de filaments par les paralogues sont rares. Cela suggère que les paralogues de Rad51 

sont incapables de procéder à des recherches d’homologie comme la recombinase. 

 

Figure 13. Représentation schématique de la recombinase Rad51 et de ses paralogues chez les 

eucaryotes (Sasanuma et al., 2013) 

La recombinase Rad51 et ses paralogues présentent une structure quasi-similaire puisque tous possèdent 

le coeur canonique de Rad51 (en blanc). Par ailleurs, chaque protéine est composée ou non d’extensions 

N-terminale et C-terminale spécifiques, de tailles variables (en gris). 
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Rad55 et Rad57 sont les premières protéines paralogues de Rad51 à avoir été identifiées 

chez la levure S. cerevisiae. Membres du groupe d’épistasie de RAD52, l’absence de Rad55 et 

Rad57 provoque des défauts de recombinaison mitotique et méiotique. Rad55 et Rad57 

partagent environ 20 à 30% d’identité avec Rad51, principalement au niveau du cœur canonique 

(Lovett & Mortimer, 1987; Kans & Mortimer, 1991). Ces protéines possèdent également des 

extensions N-terminale et C-terminale spécifiques. Rad55 et Rad57, co-purifiées par P. Sung 

(1997b), existent sous la forme d’un hétérodimère stable dont les simples et doubles mutants 

confèrent les mêmes phénotypes. Ce complexe ne forme, a priori, pas de filament. En effet, des 

analyses de double-hybride ont montré qu’il n’existe pas d’interaction entre deux Rad55 ni 

entre deux Rad57 (Hays et al., 1995). De plus, aucun nucléofilament Rad55-Rad57 n’a été 

détecté par microscopie électronique (J. Liu et al., 2011). Le complexe Rad55-Rad57 possède 

une activité ATPasique in vitro, non stimulée par la présence d’ADN, et, étonnamment, seule la 

mutation de la lysine conservée du motif Walker A de Rad55 provoque un léger défaut de RH 

(Johnson & Symington, 1995). Ces résultats, associés à des analyses biochimiques, soutiennent 

l’absence d’activité recombinase pour le complexe Rad55-Rad57 (Sung, 1997b). Il a été 

proposé que ce complexe s’associe au filament Rad51 au travers d’une interaction in vivo entre 

Rad55 et Rad51, vraisemblablement transitoire (Hays et al., 1995; Johnson & Symington, 1995; 

Sung, 1997b). Deux orthologues de Rad55 et Rad57 ont été retrouvés chez la levure S. pombe, 

respectivement Rhp55 et Rhp57. De manière intéressante, dans cet organisme, Rhp51 

(orthologue de Rad51) interagit avec Rhp57 in vivo (Tsutsui et al., 2001). Malgré ces 

divergences, ces données suggèrent fortement l’existence d’une interaction entre le complexe 

Rad55-Rad57 et Rad51. Récemment, des modèles in silico pour le complexe Rad55-Rad57 et 

pour le trimère Rad55-Rad57-Rad51 ont été générés à partir du logiciel AlphaFold (Humphreys 

et al., 2021). De manière très intéressante, ce dernier modèle suggère que le complexe Rad55-

Rad57 se lierait à l’extrémité 5’ du filament Rad51, probablement au travers de la sous-unité 

Rad57. Néanmoins, les différentes interfaces mises en jeu entre Rad55-Rad57 et Rad51 restent 

méconnues. De plus, ce modèle n’est supporté par aucune étude fonctionnelle et le modèle 

Rad57-Rad51 est absent des bases de données. L’un des objectifs de ma thèse a donc été de 

définir les interfaces de Rad55-Rad57 impliquées dans la formation du complexe et dans 

l’interaction avec Rad51 afin d’approfondir l’étude du ou des rôles de ce complexe dans la 

régulation de la formation des filaments Rad51. L’interaction entre Rad55 et Rad57 est-elle 

médiée uniquement par leur cœur canonique ou fait-elle intervenir leur régions spécifiques N-

terminale et C-terminale ? Rad55-Rad57 se positionne-t-il véritablement à l’une des extrémités 

du filament Rad51 et si oui, au travers de quelle(s) interface(s) ? 
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Malgré une faible abondance cellulaire du complexe Rad55-Rad57 (environ 10% de la 

quantité totale de Rad51) et une tendance à former des agrégats, les premiers essais de 

caractérisation des protéines ont mis en évidence que Rad55-Rad57 agit comme un médiateur 

des filaments Rad51, à l’image de Rad52. Rad55-Rad57 stimule l’échange de brin catalysé par 

Rad51 en atténuant in vitro l’effet inhibiteur de RPA sur la formation des nucléofilaments (Sung, 

1997b). Le mécanisme d’action de Rad55-Rad57 reste cependant méconnu puisque, 

contrairement à Rad52, ce complexe n’interagit pas avec RPA in vitro (Hays et al., 1995; Roy 

et al., 2021). Le complexe Rad55-Rad57 favoriserait donc la formation des filaments Rad51 

différemment de Rad52. Par ailleurs, il a été constaté que ces deux régulateurs induisent un 

effet additif in vitro dans la stimulation de l’activité d’échange de brin de Rad51 (Gaines et al., 

2015). Cela suggère que Rad52 et le complexe Rad55-Rad57 seraient capables de collaborer 

dans la régulation de la formation des filaments Rad51. Il reste à déterminer si cette 

collaboration est médiée par une association directe ou non entre ces deux régulateurs. Une 

interaction en GST pull-down a bien été observée entre Rad52 et Rad55-Rad57 mais elle n’a 

jamais été reproduite depuis (Gaines et  al., 2015). Pour en revenir au complexe Rad55-Rad57, 

il a été constaté que son absence induit une diminution des foyers Rad51 dans les cellules 

méiotiques et mitotiques. Réciproquement, la délétion de RAD51 conduit à une baisse du 

nombre de foyers Rad55-Rad57 en réponse aux dommages (Gasior et al., 1998; Lisby et al., 

2004; Fung et al., 2006, 2009). De plus, de premières études de ChIP ont suggéré que la délétion 

de RAD55 retarde et diminue le recrutement de Rad51 à une CDB unique induite par 

l’endonucléase HO (Sugawara et al., 2003; Wolner et al., 2003). Ces données proposent que le 

complexe Rad55-Rad57 participe aux étapes précoces de la RH, et plus précisément à la 

polymérisation du filament Rad51. Une fois les filaments Rad51 installés sur l’ADNsb, Rad55-

Rad57 pourrait contribuer à leur stabilisation en restant associé aux filaments Rad51 (J. Liu et 

al., 2011). Cette stabilisation pourrait résulter d’une modulation de la flexibilité des filaments 

sur une courte distance, comme cela a été proposé pour le complexe de paralogues de RAD51, 

RFS-1/RIP-1, chez le ver Caenorhabditis elegans (Taylor et al., 2015). Ce changement de 

conformation faciliterait l’invasion de brin catalysée par RAD51, en présence d’ATP (Taylor et 

al., 2015). De récentes expériences sur molécule unique ont montré, néanmoins, que 

l’interaction entre Rad51 et Rad55-Rad57 est transitoire, l’hydrolyse de l’ATP par Rad55 

facilitant la dissociation du complexe Rad55-Rad57 des filaments Rad51 en extension (Roy et 

al., 2021). En effet, le mutant ATPase de Rad55 stabilise l’association avec le filament Rad51 

mais il est également responsable de la sensibilité des cellules mutantes aux radiations 

ionisantes (Johnson & Symington, 1995). Ainsi, le complexe Rad55-Rad57 jouerait un rôle de 
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chaperonne moléculaire vis-à-vis des filaments Rad51. Cette fonction de chaperonne semble 

conservée chez les eucaryotes comme le montre le complexe RFS-1/RIP-1 qui se dissocie 

rapidement des filaments RAD51 en extension (Belan et al., 2021). Les paralogues de Rad51 

pourraient donc participer de manière dynamique à l’élongation et la stabilisation du filament 

Rad51. Déterminer les régions impliquées dans l’interaction entre Rad51 et ses médiateurs 

aidera à améliorer la compréhension du ou des rôles des paralogues de Rad51, notamment dans 

la régulation des étapes précoces de la RH. 

Les paralogues de Rad51 de levure ont longtemps été considérés comme des protéines 

accessoires. En effet, la délétion de RAD55 ou de RAD57 entraine une sensibilité des cellules 

aux CDB beaucoup moins forte que celle observée pour les mutants du gène RAD51 de la 

recombinase ou du gène RAD52. Cette sensibilité modérée des mutants rad55Δ et rad57Δ peut 

être supprimée soit par la surexpression de RAD51, soit par des suppresseurs correspondant à 

des mutations de RAD51 entrainant une meilleure affinité pour l’ADN (Hays et al., 1995; 

Johnson & Symington, 1995; Fortin & Symington, 2002; Fung et al., 2009). Étonnamment, à 

faible température (20°C), la sensibilité des simples mutants rad55Δ et rad57Δ aux CDB 

augmente fortement, devenant alors identique à celle du mutant rad51Δ (Lovett & Mortimer, 

1987). De plus, la délétion des gènes RAD55 ou RAD57 impacte fortement la viabilité des 

produits méiotiques, suggérant que leur fonction est essentielle à la bonne ségrégation des 

chromosomes (Lovett & Mortimer, 1987). Le ou les rôles de Rad55-Rad57 dans la formation 

des nucléofilaments sont donc encore mal compris. En addition de sa fonction médiatrice, il a 

été proposé que le complexe Rad55-Rad57 protégerait les filaments Rad51 de l’action de 

démantèlement de Srs2 (voir section III.A). 

Par ailleurs, la mutation rad57Δ provoque de sévères défauts de recombinaison 

spontanée entre séquences répétées en position directe et ce défaut n’est pas supprimé par la 

surexpression de RAD51 (Mozlin et al., 2008). De plus, tandis que les mutations rad55Δ ou 

rad57Δ ne sensibilisent pas les cellules aux UV (Game & Mortimer, 1974), en absence de ces 

protéines, la fréquence de RH UV-induite est fortement diminuée (Maloisel et al., 2023). Cela 

suggère que les évènements à l’origine de la recombinaison spontanée entre séquences répétées 

directes et de la RH UV-induite ne seraient pas des CDB mais des brèches simple-brin. Ainsi, 

Rad55-Rad57 a un rôle accessoire dans la réparation des CDB et un rôle essentiel dans la 

réparation des brèches simple-brin. Au travers de ce rôle crucial, Rad55-Rad57 participe à la 

compétition qui existe dans les voies de DDT entre la RH et la STL pour la prise en charge des 

brèches simple-brin laissées en arrière des fourches de réplication (voir section III.B) (Rattray 

et al., 2002; Maloisel et al., 2023). 
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Rad55-Rad57 a également pour fonction de ponter des interactions entre Rad51 et 

d’autres régulateurs positifs tel que le complexe SHU, second complexe composé de protéines 

paralogues de Rad51 à avoir été décrit chez la levure (S. Godin et al., 2013). Le complexe SHU 

(ou PCSS) se présente sous la forme d’un hétérotétramère stable, comprenant les protéines 

paralogues de Rad51, Csm2, Psy3 et Shu1, associés à la protéine à domaine SWIM, Shu2 (Shor 

et al., 2005). Les paralogues formant le complexe SHU ne partagent que de faibles pourcentages 

d’identité avec Rad51, notamment 10% et 13% pour Csm2 et Psy3 respectivement (Tao et al., 

2012). Des résultats d’analyses de double-hybride ont montré que la protéine Csm2 interagit 

avec la protéine Psy3 qui elle-même interagit avec Shu1 et Shu2. Cependant, Csm2 n’interagit 

ni avec Shu2 ni avec Shu1 (Shor et al., 2005). Csm2 et Psy3 ne sont formés quasiment que du 

cœur canonique de Rad51 et leurs structures se rapprochent de celle du domaine ATPasique de 

la recombinase comme illustré dans la figure 14A (She et al., 2012; Tao et al., 2012; Sasanuma 

et al., 2013). Ils disposent également d’un domaine de liaison à l’ADN, ressemblant à celui de 

Rad51 mais indépendant de l’ATP, via une extension présente à la fois chez Rad51, Csm2 et 

Psy3, la boucle « L2 ». Cette structure basique suggère que Csm2 et Psy3 interagissent entre 

eux comme deux monomères de Rad51 (Tao et al., 2012; Sasanuma et al., 2013). Aucune 

activité ATPase, ni recombinase n’ont été détectées pour le complexe SHU à ce jour. D’autre 

part, bien que Shu1-Shu2 ne soit pas capable de lier l’ADN, un second site d’interaction avec 

l’ADN se situerait au sein du complexe Psy3-Shu1-Shu2. Cela pourrait permettre d’accrocher, 

par exemple, de l’ADNdb tandis que le premier site, représenté par Csm2-Psy3, fixerait de 

l’ADNsb. La fixation à l’ADN est nécessaire à la fonction in vivo du complexe SHU et non pas 

à sa formation (Tao et al., 2012; Rosenbaum et al., 2019). Il est à noter qu’à la différence du 

complexe Rad55-Rad57, la structure cristallographique du complexe SHU est résolue, 

représentée dans la figure 14B (S. Zhang et al., 2017). Par ailleurs, des analyses double-hybride 

ont montré que les complexes de paralogues de Rad51, Rad55-Rad57 et SHU, sont capables de 

s’associer au travers d’une interaction entre les sous-unités Csm2 et Rad55. Cette association a 

été confirmée in vivo par des expériences de coIP (S. Godin et al., 2013; X. Xu et al., 2013; 

Gaines et al., 2015). Cette interaction entre les complexes de paralogues de Rad51 permet au 

complexe SHU d’interagir avec la recombinase et Rad52 au travers du complexe Rad55-Rad57 

(S. Godin et al., 2013; Gaines et al., 2015). Cela suggère que les fonctions du complexe SHU 

dans la RH vis-à-vis du filament Rad51 dépendraient de sa fixation au complexe Rad55-Rad57. 

Un complexe SHU a également été identifié chez la levure S. pombe. Ce complexe SHU est 

composé d’une protéine à domaine SWIM, Sws1, homologue à la protéine Shu2 associée, elle 
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aussi, à des protéines paralogues de Rad51, Rlp1 (proche de XRCC2) et Rdl1 (proche de Psy3 

et RAD51D) (Martín et al., 2006). 

 

Figure 14. Représentation structurale du complexe SHU 

(A) Superposition d’un dimère de Rad51 avec un dimère Csm2-Psy3 (Sasanuma et al., 2013) 

(B) Modèle structural du complexe SHU formé des protéines paralogues de Rad51, Csm2, Psy3 et Shu1 

et de la protéine à domaine SWIM, Shu2 (S. Zhang et al., 2017). 

 

Les premiers membres du complexe SHU à avoir été identifié sont les gènes CSM2 et 

PSY3 dont les délétions induisent, respectivement, des défauts de ségrégation méiotique des 

chromosomes ou une sensibilité au platinum, une substance utilisée dans le traitements des 

cancers (Rabitsch et al., 2001; H. I. Wu et al., 2004). Il a ensuite été observé que la délétion de 

chacune des protéines du complexe SHU supprime la croissance ralentie de souches top3Δ ainsi 

que la sensibilité au HU des souches sgs1Δ (Shor et al., 2005). Ainsi, les mutations du complexe 

SHU sont associées à une diminution des évènements de recombinaison. De plus, la délétion 

des membres du complexe SHU est associée à une diminution des produits de méiose viables, 

phénomènes plus marqués dans les mutants csm2Δ et psy3Δ, et à un défaut de biais inter-

homologues de recombinaison (S. Hong & Kim, 2013; Sasanuma et al., 2013; S. K. Godin et 

al., 2015). Les mutants du complexe SHU sensibilisent également les cellules à certains agents 

alkylants tel que le MMS (Shor et al., 2005). 

Des études génétiques et biochimiques ont permis de mettre en évidence la participation 

du complexe SHU dans la régulation des étapes précoces de la RH. En effet, la délétion de 

RAD52 mais également celles de RAD51 et RAD55 sont épistatiques sur la délétion du 

complexe SHU, suggérant que ce complexe intervient bien dans la voie de la RH (Shor et al., 

2005; Mankouri et al., 2007; S. Godin et al., 2013). Il a également été observée que le complexe 

SHU favorise la réparation des dommages par les voies de CG dépendantes de Rad51 aux 

dépends de la voie SSA (S. Godin et al., 2013; Gaines et al., 2015). Pour cela, le complexe SHU 

facilite in vitro la formation des filaments Rad51 sur l’ADNsb recouvert de RPA, de manière 
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additive avec Rad52 et Rad55-Rad57 (Gaines et al., 2015). Il est à noter que l’activité du 

complexe SHU dépend exclusivement de son interaction avec le complexe Rad55-Rad57. En 

effet, la mutation Csm2-F46A induit une perte spécifique d’interaction avec Rad55 et confère 

aux cellules des phénotypes similaires au mutant csm2Δ. De plus, la phosphorylation de Rad55 

modulerait son interaction avec Csm2, affectant ainsi l’efficacité de la RH, plus 

particulièrement dans un contexte de stress réplicatif (Bashkirov et al., 2000, 2006; Herzberg et 

al., 2006; Bonilla et al., 2021). De manière surprenante, le complexe Csm2-Psy3 est suffisant 

pour stimuler in vitro la formation du filament Rad51, ce qui suggère que l’interaction à l’ADN 

médiée par Csm2-Psy3 intervient dans cette étape. Une fonction potentielle pour le dimère 

Shu1-Shu2 pourrait être de protéger les filaments contre l’activité déstabilisatrice de Srs2 (voir 

section III.A). A la différence de Rad52 ou de Rad55-Rad57, l’absence du complexe SHU 

conduit à une sensibilité modérée à des agents bloquant principalement la réplication tel que le 

MMS et à aucune sensibilité aux radiations ionisantes. De manière intéressante, la sensibilité 

des mutants du complexe SHU n’est supprimée ni par la surexpression de RAD51, ni de RAD55-

RAD57 (S. Godin et al., 2013). Cela suggère que, à la différence de Rad55-Rad57 qui peut agir 

dans la réparation des CDB et des brèches simple-brin, le complexe SHU reconnait des lésions 

bien plus spécifiques et interviendrait davantage dans un contexte de stress réplicatif. En effet, 

le complexe SHU se fixe de préférence à des structures semblables à des fourches de réplication 

bloquées ou encore au niveau de lésions pouvant engendrer un blocage de ces fourches tels que 

des sites abasiques (S. K. Godin et al., 2016; Rosenbaum et al., 2019; Bonilla et al., 2021). Ces 

données ont permis de suggérer que, comme Rad55-Rad57, le complexe SHU interviendrait 

également dans la balance entre RH et STL (voir section III.B) (Ball et al., 2009; X. Xu et al., 

2013). Cependant, le ou les rôles du complexe SHU dans la recombinaison méiotique et 

mitotique restent encore mal définis et nécessitent des études plus approfondies.  

Quoiqu’il en soit, en prenant en compte les nombreuses données acquises concernant 

les paralogues de Rad51 chez la levure, nous pouvons proposer l’hypothèse suivante. Dans un 

contexte de stress réplicatif, le complexe SHU se fixerait à une jonction ADNdb-ADNsb 

semblable à une brèche simple-brin retrouvée en aval de la fourche de réplication. Ce complexe 

s’associerait ensuite au complexe Rad55-Rad57, lui-même lié à l’extrémité 5’ d’un filament 

Rad51. La formation de ce « mégacomplexe » stabiliserait le filament Rad51, potentiellement 

en l’ancrant à l’ADN et en modifiant sa conformation. Ces filaments Rad51 pourraient alors 

résister plus facilement à l’activité déstabilisatrice de Srs2 (section III.A) et pourraient prévenir 

le recrutement des polymérases translésionnelles (section III.B). 
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Chez les eucaryotes supérieurs, six protéines paralogues ont été identifiées. RAD51B, 

RAD51C, RAD51D ont été identifiées par alignement de séquence avec RAD51 (Albala et al., 

1997; Dosanjh et al., 1998; Pittman, Weinberg, et al., 1998). XRCC2 et XRCC3 (pour X-ray 

Repair Cross Complementing) ont été isolées grâce à leur capacité à complémenter les défauts 

de réparation de l’ADN et d’instabilité chromosomique des lignées cellulaires de hamsters irs1 

et irs1SF (Tebbs et al., 1995; Tambini et al., 1997; Cartwright et al., 1998). Ces cinq protéines 

partagent 20 à 30% d’identité avec RAD51 (Thacker, 1999). SWSAP1, dernière protéine 

paralogue de RAD51 identifiée, présente une importante divergence avec RAD51 et partage 

environ 24% d’homologie de séquence avec la recombinase RadA retrouvée chez les archées 

(T. Liu et al., 2011). Des analyses de double-hybride et de coIP ont révélé que ces paralogues 

s’assemblent sous forme de trois complexes distincts : le complexe RAD51B-RAD51C-

RAD51D-XRCC2 (BCDX2), composé des sous-complexes BC et DX2, le complexe RAD51C-

XRCC3 (CX3) et le complexe SHU composé de la protéine paralogue de RAD51, SWSAP1, 

de la protéine à domaine SWIM, SWS1, et de la protéine SPIDR (SWASP1-SWS1-SPIDR), 

associées ou non à la protéine PDS5B (Braybrooke et al., 2000; Schild et al., 2000; Masson, 

Tarsounas, et al., 2001; Masson, Stasiak, et al., 2001; Miller et al., 2002; T. Liu et al., 2011; 

Martino et al., 2019). RAD51C forme un autre complexe avec les protéines RAD51, BRCA2 

et PALB2 (Partner And Localiser of BRCA2) qui favorise le relargage de BRCA2 après 

nucléation de RAD51 sur l’ADNsb (J.-Y. Park et al., 2014). Comme chez la levure, le complexe 

SHU peut s’associer aux complexes de paralogues canoniques de RAD51. En effet, SWSAP1 

interagit in vivo et in vitro avec les paralogues de RAD51, excepté XRCC2 tandis que SWS1 

s’associe à RAD51D (Martín et al., 2006; T. Liu et al., 2011). Toutefois, les raisons de ces 

associations ainsi que les régions d’interaction demeurent énigmatiques. De plus, il n’existe 

aucun modèle pour le complexe SHU. En revanche, des modèles structuraux et une structure 

cristallographique ont été récemment publiés, respectivement pour les complexes BCDX2 et 

CX3 (figure 15) (Greenhough et al., 2023; Rawal et al., 2023; Longo et al., 2023). Selon les 

modèles, la formation du complexe BCDX2 (figure 15A) se rapproche de l’association de 

multiples monomères de RAD51, sans pour autant former de filaments. Cependant, à la 

différence des filaments RAD51, les régions N-terminales de chacun des paralogues 

s’enchevêtrent afin de renforcer les interactions au sein du complexe BCDX2. Concernant le 

complexe CX3 (figure 15B), le modèle propose deux interfaces d’interaction entre les deux 

partenaires avec une première interface située entre les deux régions C-terminales des deux 

protéines et une seconde interface reliant la région N-terminale de XRCC3 avec le domaine C-

terminal de RAD51C. Aucune de ces protéines paralogues de RAD51 ne possède le motif de 
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polymérisation FxxA. Ces modèles ont permis d’initier de premières analyses fonctionnelles 

afin de mieux appréhender les rôles de ces complexes de paralogues de RAD51 dans la 

régulation de la RH. Par ailleurs, plusieurs des paralogues de RAD51 pourraient interagir avec 

la recombinase. Le complexe BC semble s’associer in vitro avec RAD51, vraisemblablement 

au travers de la sous-unité RAD51B (Lio et al., 2003; Greenhough et al., 2023). Un domaine 

de XRCC3 serait capable d’accueillir le motif de polymérisation FTTA de RAD51, induisant la 

liaison de CX3 à l’extrémité 5’ du filament RAD51 (Schild et al., 2000; Longo et al., 2023). 

Enfin, SWSAP1 interagit avec RAD51, au travers du motif hautement conservé FxxA situé 

dans sa région N-terminale (Matsuzaki et al., 2019). Ces différentes interactions potentielles 

entre RAD51 et ses paralogues suggèrent que, comme chez la levure, ces complexes de 

protéines stabiliseraient les filaments RAD51 en se positionnant à l’une des extrémités de ces 

derniers. Ces fixations pourraient elles aussi permettre de protéger les filaments contre l’activité 

de désassemblage des diverses hélicases (voir section III.A). Cependant, les régions impliquées 

dans ces interactions restent plus ou moins mal définies, limitant les études fonctionnelles de 

ces associations. 

 

 

 

Figure 15. Comparaison structurale des complexes BCDX2 et CX3 avec le filament RAD51 

(A) A l’image de la formation du filament RAD51, les paralogues de RAD51 s’associent via les 

domaines canoniques « RecA-like » et les régions N-terminales de chaque protéine. Ces régions 

spécifiques des paralogues renforcent les interactions (Greenhough et al., 2023). 

(B) La superposition du complexe CX3 du ver Alvinella pompejana avec un dimère de RAD51 de 

mammifère lié à l’ATP (en rose) révèle une différence de positionnement entre les régions N-

terminales de XRCC3 et de RAD51 (Longo et al., 2023). 
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Chez les mammifères, les paralogues de RAD51 jouent un rôle clé dans le mécanisme 

de la RH, bien que leurs rôles précis restent mal compris. Les mutations des cinq paralogues 

canoniques de RAD51 provoquent un défaut de viabilité des embryons de souris (D.-S. Lim & 

Hasty, 1996) et des défauts de recombinaison (Takata et al., 2001). Plus récemment, il a été 

observé que l’absence de ces mêmes protéines paralogues de RAD51 dans les cellules U2OS 

et HEK293 engendre une sensibilité accrue aux dommages à l’ADN et une réduction du nombre 

de foyers RAD51 formés (Garcin et al., 2019). Enfin, des mutations des paralogues canoniques 

de RAD51 ont été identifiées dans différents types de cancers (Sullivan & Bernstein, 2018). La 

délétion de SWSAP1 est viable mais provoque la stérilité des organismes porteurs de cette 

mutation (Abreu et al., 2018). Cette infertilité serait la conséquence d’un défaut de formation 

des foyers RAD51 et DMC1 méiotiques. La baisse des foyers RAD51 est également observée 

dans les cellules végétatives déficientes pour SWSAP1 (Martino et al., 2019). Néanmoins, le 

rôle du complexe SHU humain est encore mal compris. 

La caractérisation des complexes BCDX2 et CX3 a montré qu’ils n’intervenaient pas 

aux mêmes étapes du processus de RH (Chun et al., 2013). En réponse aux dommages, BCDX2 

est recruté sur l’ADNsb afin de promouvoir la formation des filaments RAD51 et de stimuler 

l’échange de brins catalysé par ces filaments en atténuant l’effet inhibiteur de RPA in vivo 

(Sigurdsson et al., 2001; Yokoyama et al., 2004). BCDX2 possède une activité ATPase stimulée 

par la présence d’ADNsb (Masson, Tarsounas, et al., 2001). Il a alors été proposé que, à l’image 

du complexe Rad55-Rad57 de levure, la fixation de BCDX2 sur l’ADNsb facilite le recrutement 

de RAD51 au site de dommage. Puis, l’hydrolyse de l’ATP par BCDX2 conduit à sa dissociation 

des filaments RAD51, suggérant que ce complexe agirait également comme une chaperonne 

(Greenhough et al., 2023; Rawal et al., 2023). Il est à noter que, à la différence de Rad55-Rad57, 

le complexe BCDX2 est capable d’interagir avec RPA lié à l’ADNsb, expliquant sa fonction 

médiatrice (Rawal et al., 2023). Étonnamment, les complexes DX2 et CX3 seraient capables de 

former des filaments, différents néanmoins des filaments RAD51, leur permettant 

potentiellement de catalyser des appariements de brins entre ADNsb et ADNdb in vitro 

(Kurumizaka et al., 2001, 2002). De manière intéressante, les études menées chez la plante ont 

mis à jour un rôle de XRCC2, RAD51B et RAD51D favorisant le processus de SSA, une voie 

indépendante de RAD51 (Serra et al., 2013). Ce résultat est en opposition avec le rôle décrit 

pour les paralogues de Rad51 chez la levure et chez les mammifères qui tendent à favoriser les 

voies de RH dépendantes de Rad51. 
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A l’image des paralogues de levures, les complexes de paralogues de RAD51 retrouvés 

chez les vertébrés seraient également impliqués dans le processus de RH initié par un stress 

réplicatif. RAD51C, XRCC2 et XRCC3 assurent notamment la protection des brins naissants 

des fourches de réplication contre la dégradation de l’ADN catalysée par MRE11 (Somyajit et 

al., 2015). De récentes avancées ont été faites concernant le complexe CX3 à l’aide de la 

structure cristallographique générée et de variants de RAD51C identifiés dans les cancers 

(Longo et al., 2023). L’association de CX3 à l’extrémité 5’ du filament RAD51 stabilise les 

filaments sur les fourches de réplication bloquées, potentiellement en le rigidifiant comme cela 

a été proposé pour les paralogues de C. elegans. Il a été constaté qu’une perte partielle 

d’interaction entre un mutant de RAD51C et XRCC3 résulte en un désassemblage rapide des 

filaments RAD51, conduisant à un défaut de protection des fourches. En revanche, si l’intégrité 

de CX3 est maintenue mais que RAD51C n’est plus capable de se lier à l’ADNsb, cela empêche 

la formation des filaments RAD51 et altère fortement le redémarrage des fourches (Longo et 

al., 2023). Ces travaux ont ainsi mis à jour les premiers mutants de séparation de fonctions 

d’une protéine paralogue de RAD51. D’autre part, le complexe SHU humain, SWS1-SWSAP1, 

pourrait également prendre en charge les brèches simple-brin formées lors du blocage des 

fourches de réplication. En effet, les mutations de SWSAP1 et SWS1 sensibilisent les cellules 

au MMS, non aux radiations ionisantes, et induisent une diminution des foyers RAD51 (T. Liu 

et al., 2011). Les fonctions de ces différents complexes nécessitent d’être mieux définies. 

 

Les protéines paralogues de Rad51 sont donc hautement conservées au sein des 

nombreux phylums eucaryotes. De plus, la présence d’un nombre aussi important de protéines 

paralogues de Rad51 dans les différents organismes eucaryotes reflète la complexité de la 

régulation de la formation des filaments Rad51. Cependant, les divergences de phénotypes entre 

les paralogues des divers organismes mettent en évidence la variabilité dans la nécessité des 

protéines paralogues dans la formation et la stabilisation des filaments Rad51. 

 

3. Invasion de brin et Synthèse réparatrice 

a) La protéine Rad54 et son homologue Rdh54 

 Les nucléofilaments Rad51, formés à l’aide de protéines accessoires, peuvent ensuite 

procéder à la recherche d’homologie. Pour cela, ils sont généralement associés à une autre 

protéine accessoire, la protéine Rad54 qui appartient aux protéines fondamentales du processus 

de RH. Chez la levure, la délétion de cette protéine provoque de sévères défauts de 
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recombinaison comparables à ceux observés pour les mutants rad51Δ (Schmuckli‐Maurer et 

al., 2003). De plus, les mutants de Rad54 sont déficients dans la production de CG intra ou 

interchromosomiques (M. Shinohara et al., 1997). La fonction importante de Rad54 au cours 

du processus de RH est conservée chez les eucaryotes (Kanaar et al., 1996). La délétion de 

RAD54 chez la souris n’impacte pas la viabilité cellulaire. Cependant, l’ablation de RAD54 

sensibilise les cellules notamment aux radiations ionisantes et à d’autres agents endommageant 

l’ADN, conduisant à des défauts de recombinaison (Essers et al., 1997, 2002). 

Rad54, protéine hautement conservée au sein des eucaryotes, appartient à la famille des 

hélicases/translocases Swi2/Snf2, responsables du remodelage de chromatine nécessaire à la 

transcription et à la réplication de l’information génétique (Gorbalenya & Koonin, 1993; Eisen 

et al., 1995; Alexeev et al., 2003; Ceballos & Heyer, 2011). Cependant, aucune activité hélicase 

n’a été mise en évidence pour cette protéine (Petukhova et al., 1998; Swagemakers et al., 1998). 

En revanche, Rad54 est considéré comme un moteur moléculaire de la RH grâce à sa capacité 

à transloquer sur l’ADN, ce qui lui permet de guider l’invasion de brin réalisée par les filaments 

Rad51 (figure 16) (Petukhova et al., 1998; Ristic et al., 2001; Mazina & Mazin, 2004; Tavares 

et al., 2019). Rad54 possède une activité ATPase dépendante de l’ADNdb, essentielle in vivo à 

la fonction de la protéine (Clever et al., 1999; Petukhova et al., 1999; Kiianitsa et al., 2002). 

Rad54 interagit in vitro et in vivo avec la recombinase Rad51, plus spécifiquement aux 

extrémités des filaments, ce qui induit son recrutement aux sites de dommages (Jiang et al., 

1996; Clever et al., 1997; Golub et al., 1997; Alexiadis et al., 2004; Raschle et al., 2004; 

Kiianitsa et al., 2006). En effet, la formation de foyers Rad54 dépend de la présence de Rad51, 

démontrant que Rad54 intervient dans les étapes tardives de recombinaison, soit après 

l’assemblage des filaments Rad51 (Mazin et al., 2000; Fabre et al., 2002; Lisby et al., 2004). 

Rad54 participerait ainsi à la stabilisation et à la protection des filaments Rad51 sur l’ADN in 

vitro, indépendamment de son activité ATPase (Mazin et al., 2003; Wolner et al., 2003; Wolner 

& Peterson, 2005). Par ailleurs, l’interaction entre Rad54 et Rad51 stimule fortement l’échange 

de brins catalysé par la recombinase (Petukhova et al., 1998). Des études biochimiques ont 

révélé que la présence de complexes Rad51-ADN stimule l’activité ATPase de Rad54 in vivo 

(Mazin et al., 2003; Van Komen et al., 2000; Kiianitsa et al., 2002). Cette stimulation est médiée 

par l’interaction directe et spécifique entre les deux protéines (Clever et al., 1997). L’hydrolyse 

de l’ATP par Rad54 lui permet de transloquer rapidement sur l’ADNdb à une vitesse d’environ 

300 pb par seconde, générant des changements topologiques de l’ADN (Tan et al., 1999; 

Jaskelioff et al., 2003; Amitani et al., 2006). Cette haute processivité hélicase suggère que 
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Rad54 forme une structure multimérique qui, potentiellement, entoure l’ADN (Petukhova et 

al., 1999; Kiianitsa et al., 2006). La translocation de Rad54 entraine alors la séparation des brins 

d’ADN localement, facilitant la recherche d’homologie catalysée par Rad51 et, par conséquent, 

la formation de structures intermédiaires caractéristiques de la RH, les D-loops (Van Komen et 

al., 2000; Solinger et al., 2001; Alexeev et al., 2003; Mazina & Mazin, 2004; Z. Zhang et al., 

2007; Wright & Heyer, 2014; Tavares et al., 2019; Crickard, Moevus, et al., 2020). Ainsi, Rad54 

est requise à l’échange de brin catalysé par Rad51 chez la levure. Chez l’Homme, RAD51 forme 

des D-loops sans RAD54 mais en présence de Ca2+. Toutefois, RAD54 stimule l’activité de 

RAD51 (Bugreev & Mazin, 2004). Lors de la phase post-synaptique de la RH, l’hydrolyse de 

l’ATP par Rad54 favorise in vitro l’extension des hétéroduplex d’ADN formés lors de l’invasion 

de brins (Solinger & Heyer, 2001). 

Rad54 joue également un rôle de régulateur négatif des filaments Rad51 sur l’ADNdb. 

Une fois l’homologie trouvée, le filament Rad51 doit être désassemblé afin d’initier la synthèse 

réparatrice qui intervient lors de l’étape post-synaptique de la RH (Vasianovich et al., 2017). 

L’hydrolyse de l’ATP par Rad51 facilite le décrochage des monomères de l’ADNdb. Or, Rad51 

présente une activité ATPase plus faible que son homologue RecA (Sung, 1994). Il est par 

conséquent crucial de stimuler la dégradation de l’ATP par Rad51. Rad54 exerce cette 

stimulation et favorise la dissociation des filaments Rad51 de l’ADNdb une fois l’échange de 

brin effectué (Solinger et al., 2002; X. Li et al., 2007; X. Li & Heyer, 2009). Cette dissociation 

semble être favorisée par la phosphorylation de Rad54 (J. Spies et al., 2016; Lengert et al., 

2019). Rad54 participe à la migration de branche des structures intermédiaires formées 

(Bugreev et al., 2006; Mazina et al., 2007; Goyal et al., 2018). Enfin, Rad54 s’associe 

physiquement aux complexes Mus81-Mms4 chez la levure ou MUS81-EME1 chez les 

mammifères, ce qui tend à faciliter la résolution des jonctions de Holliday (Interthal & Heyer, 

2000; Mazina & Mazin, 2008; Matulova et al., 2009). 
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Figure 16. Modèle d’action de Rad54 dans le processus de RH (adaptée de X. Li & Heyer, 2009) 

La protéine Rad54 joue deux rôles antagonistes dans la régulation des filaments Rad51. Lors des phases 

présynaptique et synaptique, Rad54 stabilise les filaments Rad51 et stimule leur activité d’échange de 

brins. Une fois l’homologie trouvée, Rad54 favorise l’hydrolyse de l’ATP par Rad51 afin de faciliter la 

dissociation des filaments de l’ADNsb. Les ADN polymérases peuvent alors initier la synthèse 

réparatrice à partir des extrémités 3’OH envahissantes. 

 

 

Une protéine homologue à Rad54, nommée Rdh54 (Rad homologue 54) ou Tid1 (Two-

hybrid interaction with Dmc1) a été identifiée chez la levure S. cerevisiae (Dresser et al., 1997; 

Klein, 1997; M. Shinohara et al., 1997). A l’image de Rad54, Rdh54 possède une activité 

ATPase qui lui permet de transloquer sur l’ADNdb, de remodeler la chromatine, de stimuler la 

formation des D-loops par Rad51 et de dissocier les filaments Rad51 de l’ADNdb (Petukhova 

et al., 2000; Chi, Kwon, et al., 2006; Nimonkar et al., 2007; Prasad et al., 2007; Kwon et al., 

2008; Shah et al., 2010; Keymakh et al., 2022). Rad54 et Rdh54 présentent néanmoins des 

différences fonctionnelles. Les souches mutantes haploïdes rdh54Δ sont peu sensibles aux 

agents endommageant l’ADN tel que le MMS, à la différence des mutants rad54Δ (Klein, 1997; 

M. Shinohara et al., 1997). En revanche, la combinaison des deux mutants augmente la 

sensibilité des souches aux dommages de l’ADN, ce qui suggère que ces protéines ont des rôles 

redondants. Cette sensibilité est par ailleurs supprimée par la délétion de RAD51, suggérant la 

formation d’évènements de recombinaison inappropriés (Shah et al., 2010). D’autre part, Rdh54 

semble être davantage spécifique à la méiose, favorisant la réparation des dommages par 

recombinaison inter-homologue, bien qu’elle soit présente dans les cellules somatiques. Seule 

Rdh54 interagit avec Dmc1 in vitro de façon ATP-dépendante, afin de stimuler la formation des 
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D-loop par Dmc1 puis sa dissociation une fois l’échange effectué (Dresser et al., 1997; Holzen 

et al., 2006; Nimonkar et al., 2012; Crickard, Kwon, et al., 2020). Chez les mammifères, la 

protéine homologue à RAD54 est nommée RAD54B qui, selon les données génétiques, n’est 

pas l’équivalent de Rdh54 chez la levure (Flaus et al., 2006). 

 

b) Le complexe Swi5-Sfr1 

 Chez la levure bourgeonnante S. cerevisiae, le complexe Mei5-Sae3 est impliqué 

spécifiquement dans la formation des filaments Rad51 et Dmc1 en méiose (Hayase et al., 2004; 

Tsubouchi & Roeder, 2004). En revanche, son homologue retrouvé chez la levure S. pombe, 

l’Homme ou encore la souris, le complexe Swi5-Sfr1 (ou SWI5-SFR1/MEI5), intervient 

également dans la recombinaison dépendante de Rad51 dans les cellules somatiques (Akamatsu 

et al., 2003, 2007; Yuan & Chen, 2011; Tsai et al., 2012). L’ablation de SWI5 ou SFR1 

sensibilise les cellules à divers agents endommageant l’ADN et provoque des défauts de 

recombinaison. Le complexe Swi5-Sfr1 est ainsi considéré comme un régulateur positif 

participant à la RH, indépendamment et en parallèle des paralogues de Rad51, Rph55-Rph57 

(Akamatsu et al., 2007; Argunhan et al., 2020). 

 Des expériences biochimiques ont montré que Swi5-Sfr1 stimule efficacement in vitro 

l’échange de brin catalysé par la recombinase Rad51, mais également par son homologue 

spécifique à la méiose Dmc1 (Haruta et al., 2006). Cette stimulation dépend de l’interaction 

directe et spécifique entre Swi5-Sfr1 et Rad51 qui repose plus particulièrement sur Sfr1. La 

région N-terminale de Sfr1 possède deux domaines essentiels à l’interaction avec Rad51, 

détectés par spectroscopie RMN, ainsi qu’un domaine de fixation à l’ADNsb et à l’ADNdb 

(Haruta et al., 2006; Kuwabara et al., 2012; Argunhan et al., 2020). La région C-terminale de 

Sfr1 assure la formation du complexe avec Swi5 et, par conséquent, son activité (Kuwabara et 

al., 2010, 2012). Chez la levure S. pombe, Swi5-Sfr1 ne participe pas à la formation des 

filaments Rad51 à la différence de la souris (Lu et al., 2018). Toutefois, chez les eucaryotes, 

l’association de Swi5-Sfr1 avec Rad51 stabilise les nucléofilaments Rad51 in vitro, de manière 

ATP-dépendante (Kurokawa et al., 2008; Tsai et al., 2012; Su et al., 2014). De plus, le complexe 

Swi5-Sfr1 stimule l'hydrolyse de l'ATP par Rad51 à des concentrations substoichiométriques et 

facilite le relargage de l’ADP (Su et al., 2014; Argunhan et al., 2020). Cela augmente 

efficacement l’échange de brins catalysé par Rad51. L’élimination de Swi5-Sfr1 dépendrait de 

l’action de Rph54, homologue de Rad54 (Akamatsu et al., 2007). Récemment, il a été montré 
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que la phosphorylation de Sfr1 favorise la dissociation du complexe Swi5-Sfr1 des 

nucléofilaments Rad51 (P. Liang et al., 2023).  

 Le ou les rôles moléculaires du complexe Swi5-Sfr1 restent encore mal définis, tout 

comme les potentielles interactions avec les autres régulateurs des filaments Rad51. 

 

c) Les ADN polymérases 

La synthèse réparatrice qui suit l’invasion de brin est une étape critique du processus de 

réparation des dommages de l’ADN par la RH puisqu’elle permet de restaurer l’intégrité de la 

molécule d’ADN endommagée. Les extrémités 3’ qui ont servi à l’envahissement sont alors 

utilisées comme amorces par les ADN polymérases qui procèdent à la synthèse de l’information 

génétique. Chez les eucaryotes, des analyses biochimiques ont proposé que plusieurs 

polymérases, réplicatives et translésionnelles, seraient capables de synthétiser l’ADN à partir 

d’intermédiaires de recombinaison. Toutefois, selon diverses études génétiques et 

biochimiques, la polymérase réplicative Polδ semble être la protéine centrale du processus de 

synthèse réparatrice retrouvée dans les différentes voies de la RH. Chez la levure, la polymérase 

Polδ, membre de la famille B des polymérases, est composée de trois sous-unités. Pol3 est la 

sous-unité catalytique possédant l’activité polymérase de polarité 5’-3’ ainsi qu’une activité 

exonucléase 3’-5’ lui permettant de corriger d’éventuelles erreurs incorporées (Boulet et al., 

1989; Simon et al., 1991). Pol3 est associée aux deux sous-unités régulatrices Pol31 et Pol32 

nécessaires à la processivité de la réplication (Gerik et al., 1998; Johansson et al., 2001). Les 

premières études réalisées sur des allèles thermosensibles de la sous-unité Pol3 ont permis de 

mettre à jour l’implication de la polymérase Polδ dans la réparation de l’ADN par 

recombinaison (Fabre et al., 1991). Par la suite, l’identification d’un autre mutant de la sous-

unité Pol3 a permis de préciser le rôle de la polymérase Polδ dans la recombinaison homologue. 

Le mutant pol3-ct (pour C-terminal truncation) n’est pas sensible aux agents endommageant 

l’ADN et ne présente pas de défaut de viabilité des produits méiotiques. En revanche, bien que 

la réparation des CDB ne soit pas affectée, les intermédiaires de recombinaison sont plus courts 

dans le mutant pol3-ct. De plus, cette mutation est associée à un défaut de CG méiotique et 

mitotique ainsi qu’à une diminution de la production de CO (Maloisel et al., 2004, 2008). Des 

analyses de double-hybride ont montré que la mutation pol3-ct entraine une perte d’interaction 

avec la sous-unité Pol31 (Brocas et al., 2010). Les différents phénotypes du mutant de pol3-ct 

démontrent le rôle crucial de la polymérase Polδ dans la RH, favoriser l’élongation des 

hétéroduplex d’ADN. Ce rôle de la polymérase Polδ ne peut vraisemblablement pas être 
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compensé par une autre polymérase. Cela n’exclut pas, cependant, une probable implication 

d’autres polymérases dans la synthèse de l’ADN lors d’évènements de recombinaison. Pour 

une fonction optimale, la polymérase Polδ est associée au facteur de processivité PCNA chargé 

par la protéine RFC mais également à l’hélicase Pif1 (X. Li et al., 2009; J. Li et al., 2013; Wilson 

et al., 2013). Des données génétiques et moléculaires ont révélé que l’hélicase Pif1 stimule la 

synthèse de longs fragments d’ADN par la polymérase Polδ, notamment dans la voie BIR, en 

atténuant les contraintes topologiques de l’ADN (Wilson et al., 2013). Cette stimulation serait 

médiée in vitro par PCNA, capable d’interagir à la fois avec Pif1 et la polymérase Polδ 

(Buzovetsky et al., 2017). A contrario, dans les cellules méiotiques, l’activité de Pif1 serait 

inhibée in vitro afin de limiter la taille des évènements de CG (Vernekar et al., 2021). De 

manière intéressante, la sous-unité non-essentielle Pol32 de la polymérase Polδ est également 

nécessaire à la synthèse dans cette même voie de la RH (Lydeard et al., 2007). Cela peut 

s’expliquer par le fait que la synthèse de longs fragments d’ADN requière une processivité plus 

importante de la polymérase Polδ. 

Chez les vertébrés, la polymérase Polδ est également requise in vitro à la synthèse 

d’ADN lors d’évènements de recombinaison homologue (Sneeden et al., 2013). De plus, il a 

été observé que la sous-unité POLD3, orthologue humain de Pol32, est également requise in 

vivo à la synthèse de l’ADN dans la voie BIR (Costantino et al., 2014). Néanmoins, 

l’implication de la polymérase Polδ dans la RH n’a été que peu étudiée. Par ailleurs, il a été 

suggéré que la synthèse réparatrice pourrait dépendre de la polymérase translésionnelle Polη 

(Kawamoto et al., 2005; McIlwraith et al., 2005). 

Malgré ces diverses études, le recrutement de ces polymérases et l’initiation de la 

synthèse à partir des intermédiaires de recombinaison ne sont encore que partiellement compris. 

 

4. Résolution des intermédiaires de recombinaison 

La résolution des intermédiaires de la RH est essentielle à la stabilité des génomes 

puisqu’elle permet notamment d’assurer une ségrégation correcte des chromosomes. Cette 

étape fait intervenir de nombreux acteurs telles que des nucléases, également qualifiées de 

résolvases, qui peuvent ou non générer des CO ainsi que des hélicases qui préviennent la 

formation de CO. 
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a) Les nucléases 

La résolution des intermédiaires fait intervenir des protéines qualifiées d’endonucléases 

à structure spécifique (ou structure-selectives endonucleases, SSEs). Ces endonucléases 

reconnaissent et clivent spécifiquement différentes structures d’ADN. Chez la levure S. 

cerevisiae, l’étape de résolution est réalisée par les complexes Mus81-Mms4 et Slx1-Slx4, la 

résolvase Yen1 ou encore le complexe Rad1-Rad10. Chez les mammifères, ces différents 

acteurs correspondent respectivement aux complexes MUS81-EME1/EME2 et SLX1-SLX4, à 

la protéine GEN1 et au complexe XPF-ERCC1 (Figure 17). 

 Les complexes Mus81-Mms4 et Slx1-Slx4 composent la première voie de résolution 

chez la levure S. cerevisiae. La mutation de chacun de ces gènes est synthétique létale avec la 

mutation sgs1Δ (Mullen et al., 2001). Le défaut de viabilité des souches mus81Δ sgs1Δ est 

supprimé par la délétion de RAD51, suggérant que ce phénotype est dû à l’accumulation 

d’intermédiaires de recombinaison toxiques (Fabre et al., 2002; Bastin-Shanower et al., 2003). 

De plus, Mus81 interagit avec Rad54, confortant son implication dans l’élimination des 

molécules jointes issues de la RH (Interthal & Heyer, 2000; Matulova et al., 2009). Le complexe 

Mus81-Mms4 se lie de préférence aux D-loop et aux jonctions de Holliday déjà clivées (Mazón 

& Symington, 2013; Mukherjee et al., 2014). Cela suggère que ce complexe intervient dans la 

résolution de structures qui n’ont pas encore subit de ligation. De manière intéressante, les 

défauts des souches slx1Δ sgs1Δ ne sont pas supprimés par la délétion des gènes de la RH. 

L’implication du complexe Slx1-Slx4 de levure dans la résolution des intermédiaires de RH 

n’est donc pas clairement établie bien que ce complexe reconnaisse les extrémités d’ADNsb 5’. 

Son orthologue chez les mammifères SLX1-SLX4 clive les jonctions de Holliday (Fricke & 

Brill, 2003; Fekairi et al., 2009). Chez les vertébrés, les complexes MUS81-EME1/EME2 et 

SLX1-SLX4 s’associent pour former le complexe MUS-SLX. L’action coordonnée des 

activités nucléases de MUS81 et SLX1 permet d’éliminer plus efficacement les intermédiaires 

de recombinaison (Fekairi et al., 2009; Castor et al., 2013; Wyatt et al., 2013).  

La seconde voie est représentée par la protéine de levure Yen1 et son orthologue chez 

les mammifères GEN1 qui appartiennent à la famille des nucléases Rad2/XPG (Ip et al., 2008; 

Rass et al., 2010). Les études menées sur la protéine GEN1 ont montré que la nucléase se lie 

spécifiquement aux jonctions de Holliday et réalise une double incision symétrique et 

coordonnée sur les deux brins opposés de la jonction. De plus, bien que GEN1 existe sous la 

forme d’un monomère, la dimérisation facilite le clivage (Rass et al., 2010; Y. W. Chan & West, 

2015). La souche mutante gen1Δ présente des défauts de ségrégation chromosomique et de 
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viabilité proches des souches mus81Δ et slx1Δ (Wyatt et al., 2013). Ainsi, chez les mammifères, 

les jonctions de Holliday sont résolues par deux voies distinctes, la voie MUS-SLX et la voie 

GEN1. Chez la levure, la délétion de YEN1 ne provoque pas de défaut de réparation après 

induction de dommages. En revanche, l’absence de Yen1 augmente la sensibilité des souches 

mutantes mus81Δ ou mms4Δ aux dommages de l’ADN tout en diminuant le production de CO 

(Blanco et al., 2010; Ho et al., 2010; Tay & Wu, 2010; Matos et al., 2011). Ces données 

suggèrent que Yen1 est capable de compenser la perte de Mus81-Mms4 dans la résolution des 

intermédiaires. 

 

Les nucléases sont également requises à l’élimination de longues régions non-

complémentaires (> 30 nt chez la levure, > 270 nt chez les mammifères) qui peuvent bloquer 

l’achèvement du processus de réparation. Ces régions empêchent la synthèse et/ou la ligation 

qui permettent de restaurer l’information génétique. Les régions hétérologues sont retrouvées 

soit au cours du processus de réparation par SSA, soit dans les voies de type CG (DSBR, SDSA, 

BIR). Le complexe Rad1-Rad10 (XPF-ERCC1 chez les métazoaires), acteur de la voie NER, 

intervient dans l’élimination de ces régions (Fishman-Lobell & Haber, 1992; Ivanov & Haber, 

1995; Lyndaker & Alani, 2009). Le recrutement de Rad1-Rad10 au niveau des extrémités 3’ à 

éliminer repose sur des interactions directes in vivo avec la protéine Saw1 et le complexe Msh2-

Msh3 (Bertrand et al., 1998; F. Li et al., 2013; Eichmiller et al., 2018). Le complexe Msh2-

Msh3, impliqué dans la réparation des mésappariements, reconnait spécifiquement les jonctions 

entre ADNdb et ADNsb et les stabilise (Sugawara et al., 1997; E. Evans et al., 2000; Surtees & 

Alani, 2006). Saw1 se lit également aux structures d’ADN branchées (F. Li et al., 2008). Ainsi, 

Msh2-Msh3 et Saw1 recrutent Rad1-Rad10 au niveau de la jonction et facilite le clivage des 

régions hétérologues par le complexe (Sugawara et al., 1997; F. Li et al., 2013; Diamante et al., 

2014; Eichmiller et al., 2018). L’élimination des extrémités non complémentaires par Rad1-

Rad10 serait stimulée par la protéine Slx4 phosphorylée, bien que son rôle soit encore méconnu 

(W.-L. Toh et al., 2010). 
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Figure 17. Modèles d’élimination des intermédiaires de RH  

(A) Résolution ou Dissolution des jonctions de Holliday chez les mammifères (Matos & West, 2014) 

Le complexe BTR désassemble les dJH au travers d’un mécanisme appelé « dissolution » qui ne 

génère pas de CO. Le complexe MUS-SLX élimine les jonctions de Holliday par un clivage 

endonucléolytique qui produit des CO ou des évènements de CG (NCO). GEN1 constitue une voie 

parallèle de résolution des jonctions de Holliday. 

(B) Elimination des régions hétérologues (Lyndaker & Alani, 2009) 

Le complexe Msh2-Msh3 se fixe à la jonction ADNdb-ADNsb et la stabilise pour faciliter le 

clivage. Saw1 s’associe au complexe Rad1-Rad10 afin d’induire son recrutement à la jonction. Slx4 

phosphorylée se lie à Rad1-Rad10 et favorise le clivage de l’extrémité 3’ sortante. 

 

b) L’hélicase Sgs1 

 Sgs1 (pour Slow Growth Suppressor 1) joue de multiples rôles dans le processus de RH, 

de la résection extensive des extrémités d’ADN 5’ (voir section B.1) à la dissolution des 

structures intermédiaires de la RH (figure 17). De ce fait, la délétion de Sgs1 dans les cellules 

provoque une augmentation du taux de recombinaison spontanée, une sensibilité au MMS et 

une augmentation des échanges entre chromatides sœurs (Gangloff et al., 1994; Watt et al., 

1996; Onoda et al., 2000). 

 La mutation sgs1Δ supprime les défauts de croissance et d’instabilité génomique du 

mutant top3Δ (Gangloff et al., 1994). Il a alors été proposé que Sgs1, hélicase de polarité 3’-5’ 

de la famille des hélicases RecQ, agit en association avec la topoisomérase de type 1A, Top3, 

et son cofacteur, Rmi1. Ces protéines forment ainsi le complexe Sgs1-Top3-Rmi1 (ou STR) 

capable d’éliminer les structures intermédiaires contenant une ou deux jonctions de Holliday 

ou encore les D-loops (Gangloff et al., 1994; Watt et al., 1995; Bennett et al., 2000; Chang et 
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al., 2005; Liberi et al., 2005; Mullen et al., 2005). En effet, le complexe STR présente une 

affinité pour des structures d’ADN cruciformes, plus spécifiquement pour les jonctions de 

Holliday. Le complexe STR prend en charge les dJH au travers du mécanisme de dissolution. 

L’activité hélicase de Sgs1 entraine la migration des deux branches de la dJH l’une vers l’autre 

afin de produire une structure hémicaténée. Cette structure est ensuite éliminée grâce à l’activité 

catalytique de Top3, stimulée par son cofacteur Rmi1 (Cejka, Plank, et al., 2010). Cette 

dissolution conduit exclusivement à la production de produits de CG (Ira et al., 2003; S. D. Oh 

et al., 2007; Cejka, Plank, et al., 2010). D’autre part, l’activité topoisomérase de Top3 permet 

également de dissocier les D-loops, prévenant encore une fois la production de CO (Fasching 

et al., 2015). Cela est conforté par le fait que la délétion de SGS1 induit une augmentation des 

produits de CO dans les cellules somatiques (Ira et al., 2003; Robert et al., 2006). Ainsi, la 

dissolution des structures intermédiaires semble être le mécanisme privilégié afin d’éviter les 

CO et de maintenir l’hétérozygotie dans les cellules végétatives. 

Il existe de nombreuses hélicases de type RecQ chez les mammifères. L’homologue 

fonctionnel de Sgs1 est l’hélicase BLM dont les mutations sont responsables du syndrome de 

Bloom, une maladie génétique rare (Ellis et al., 1995; Watt et al., 1996; Bernstein et al., 2010). 

A l’image de Sgs1, BLM s’associe au complexe TOPOIIIa-RMI1-RMI2 (complexe BTRR). De 

nombreuses études ont démontré que le complexe BTR a conservé la fonction de dissolution 

des dJH (Figure 17) (Karow et al., 2000; L. Wu & Hickson, 2003; Plank et al., 2006; Mankouri 

& Hickson, 2007; Bizard & Hickson, 2014).  

 

c) L’hélicase Mph1 

 MPH1 (pour Mutator Phenotype 1) code pour une hélicase de polarité 3’-5’, membre de 

la famille des super-hélicases SF2 et ayant pour homologue l’hélicase humaine FANCM. La 

mutation mph1Δ provoque une fréquence élevée de mutations spontanées ainsi qu’une 

sensibilité des cellules aux agents génotoxiques tel que le MMS (Scheller et al., 2000; Schürer 

et al., 2004). De plus, la mutation mph1Δ est épistatique aux mutations des gènes du groupe 

d'épistasie RAD52 requis pour la RH. Ces données ont permis de mettre en évidence le rôle de 

Mph1 dans la réparation des dommages par RH. L’activité hélicase de Mph1 repose sur 

l’hydrolyse de l’ATP (Prakash et al., 2005). Cela lui permet de dissocier in vitro des molécules 

d’ADN jointes telles que les D-loops pour favoriser la voie SDSA (Prakash et al., 2009). En 

effet, l’ablation du gène codant pour Mph1 provoque une augmentation de la fréquence des CO, 

sans pour autant impacter la cinétique de réparation d’une CDB induite par l’endonucléase HO 
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(Prakash et al., 2009). Mph1 est également capable de transloquer sur l’ADN, ce qui lui permet 

d’éliminer également les jonctions de Holliday in vitro par migration des branches (Zheng et 

al., 2011). Récemment, un outil a été développé afin de détecter physiquement la formation de 

D-loop in vivo, le D-loop Capture Assay (DLC assay). Cela a notamment permis de mettre en 

évidence une collaboration entre Mph1 et le complexe STR dans la résolution des D-loops 

(Piazza et al., 2019). En revanche, cette étude a montré que le complexe Mph1-STR ne prend 

pas en charge les mêmes structures que l’hélicase Srs2, qui élimine également les D-loops sans 

produire de CO. 

 

d) L’hélicase « anti-recombinase » Srs2 

 Srs2 (pour Suppressor of Rad6 Sensitivity) est une hélicase de polarité 3’-5’ appartenant 

à la superfamille I des hélicases SF1 (Rong & Klein, 1993) et partageant une homologie avec 

les hélicases bactériennes Rep, UvrD et PcrA (Aboussekhra et al., 1989). Les premières études 

génétiques menées chez la levure S. cerevisiae ont révélé l’implication de Srs2 dans les voies 

post-réplicatives de tolérance aux dommages (ou voies DDT). En effet, le mutant srs2Δ est un 

suppresseur partiel de la radiosensibilité des mutants rad6Δ et rad18Δ dans lesquels la majorité 

des voies DDT sont inhibées (Lawrence & Christensen, 1979; Aboussekhra et al., 1989; Schiestl 

et al., 1990; Friedl et al., 2001). L’absence de Srs2 est également associée à un phénomène 

d’hyper-recombinaison (Aguilera & Klein, 1988; Rong & Klein, 1993). Ces données suggèrent 

que l’absence de Srs2 dans les cellules mutantes rad6Δ ou rad18Δ facilite la prise en charge 

des lésions bloquant la réplication par la RH (Papouli et al., 2005; Pfander et al., 2005). Ces 

premières études ont permis de proposer un rôle anti-recombinogène pour Srs2. 

 A l’image des hélicases de la famille UvrD, Srs2 possède un domaine N-terminal 

conservé qui contient un motif Walker A, essentiel aux activités ATPase et hélicase de la 

protéine. En effet,  l’ouverture de la molécule d’ADN par Srs2 dépend de l’hydrolyse de l’ATP, 

stimulée par la présence d’ADNsb (Rong & Klein, 1993; Komen et al., 2003; Krejci et al., 

2004). Srs2 est également composée d’une région C-terminale spécifique qui contient des 

domaines d’interaction avec diverses protéines. Srs2 peut s’associer à PCNA sumoylé et à 

Rad51, ce qui lui permet d’être recrutée aux fourches de réplication et d’inhiber in vitro les 

réactions catalysées par la recombinase (Krejci et al., 2003; Papouli et al., 2005; Pfander et al., 

2005; Armstrong et al., 2012; Jenkins et al., 2019). Srs2 est également capable de se lier à 

d’autres protéines sumoylées telle que Rad52 au travers du motif conservé SIM (pour SUMO 
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interaction motif) (Kolesar et al., 2016). Cela suggère que les fonctions de Srs2 ne dépendent 

pas exclusivement de son interaction avec PCNA (Le Breton et al., 2008; Kolesar et al., 2016). 

 La fonction anti-recombinogène de Srs2 assure une régulation négative de la RH 

essentielle à la survie cellulaire. La délétion du gène SRS2 sensibilise fortement les cellules aux 

UV et cette sensibilité est supprimée par l’ablation du gène RAD51, qui n’est lui-même pas 

sensible aux UV (Aboussekhra et al., 1992). De plus, la sensibilité au MMS de cellules diploïdes 

srs2Δ/srs2Δ est également partiellement supprimée par plusieurs allèles semi-dominants de 

RAD51 dont la réparation des dommages par RH est affectée (Chanet et al., 1996). Enfin, la 

délétion de SRS2 est synthétique létale avec la délétion de gènes impliqués dans la 

recombinaison et/ou la réplication tels que RAD54 ou MRC1. Une fois encore, cette létalité est 

supprimée par la délétion des gènes RAD51, RAD52, RAD55 ou RAD57, tous impliqués dans 

l’assemblage des filaments (Palladino & Klein, 1992; Klein, 2001; H. Xu et al., 2004). Ces 

données suggèrent que l’activité de Srs2 est cruciale pour éliminer des structures toxiques 

associées à la recombinaison. La nature de ces intermédiaires de recombinaison toxiques 

pourrait varier en fonction du contexte. D’une part, ces intermédiaires pourraient correspondre 

à des nucléofilaments Rad51 stériles et non éliminés, qui conduiraient au blocage de la 

réplication ou bien à l’impossibilité d’orienter les dommages vers une autre voie de réparation. 

D’autre part, ces structures pourraient être des molécules jointes formées après envahissement 

d’un duplex d’ADN homologue et nécessitant Srs2 pour leur résolution. Plusieurs données 

supportent l’hypothèse des filaments Rad51 toxiques. Dans un mutant rad54Δ, la 

recombinaison est bloquée avant l’étape d’invasion de brin catalysée par Rad51. Le 

démantèlement des nucléofilaments Rad51 par Srs2 deviendrait alors primordial pour permettre 

une prise en charge des lésions par une autre voie de réparation. Dans un contexte mrc1Δ srs2Δ, 

l’accrochage des filaments Rad51 bloquerait la réplication de l’ADNsb et par conséquent la 

progression des fourches. En accord avec cette hypothèse, il a été montré in vitro que les 

nucléofilaments Rad51 inhiberaient le recrutement de PCNA et la synthèse d’ADN médiée par 

la polymérase Polδ (Vasianovich et al., 2017). L’allèle mutant rad52-L264P, isolé au 

laboratoire, est également capable de supprimer certains défauts de la souche mutante srs2Δ 

telles que la sensibilité aux agents génotoxiques ainsi que la létalité synthétique avec des gènes 

impliqués dans la recombinaison ou la réplication (Esta et al., 2013). Etonnamment, l’allèle 

mutant rad52-L264P n’est associé à aucun défaut de RH in vivo et in vitro. Cette suppression 

résulte en réalité d’une modification de l’activité médiatrice de Rad52 lui permettant de 
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contourner l’activité de désassemblage de Srs2. Ainsi, cela préviendrait la formation de 

filaments Rad51 non fonctionnels et par conséquent, toxiques. 

 

 

Figure 18. Le désassemblage des filaments Rad51 est catalysé par l’hélicase anti-recombinase Srs2 

(E. Ma et al., 2018) 

Visualisation in vitro par microscopie électronique de la formation du filament Rad51 sur de l’ADNsb 

viral circulaire φ174 d’une longueur de 5 kb en présence de RPA (à gauche). L’ajout de l’hélicase Srs2 

favorise le désassemblage du filament Rad51 (à droite). 

 

Des études biochimiques ont montré que Srs2 catalyse le désassemblage des filaments 

Rad51 de l’ADNsb in vitro et cette dissociation a été visualisée par microscopie électronique 

(figure 18) (Krejci et al., 2003; Veaute et al., 2003; E. Ma et al., 2018). Ce mécanisme de 

démantèlement est conservé au sein du vivant comme le prouve le désassemblage efficace in 

vitro des filaments RecA par l’hélicase bactérienne UvrD (Veaute et al., 2005). De manière 

étonnante, la fonction anti-recombinase de Srs2 ne dépend pas de son activité hélicase. En 

revanche, Srs2 possède une activité translocase dépendante de l’hydrolyse de l’ATP qui lui 

confère la capacité de se déplacer sur l’ADNsb avec une polarité 3’-5’ (Antony et al., 2009; Qiu 

et al., 2013; De Tullio et al., 2017). En addition de cette activité translocase, une interaction 

directe entre la région C-terminale de Srs2 et Rad51 permet une élimination optimale des 

filaments (Jenkins et al., 2019). Srs2 peut alors stimuler l’hydrolyse de l’ATP par la 

recombinase et réciproquement. Tout cela fragilise les filaments et les rend plus sensibles au 

démantèlement avec un taux de dissociation de 50 monomères de Rad51 par seconde in vitro 

(Antony et al., 2009; Kaniecki et al., 2017). En accord avec les données précédentes, un défaut 

d’interaction entre Rad51 et Srs2 ou bien un défaut de déplacement de Srs2 sur l’ADNsb 

atténuent le désassemblage des filaments in vitro (Antony et al., 2009; Colavito et al., 2009; 
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Seong et al., 2009). Récemment, l’implication de cette interaction dans le désassemblage des 

filaments Rad51 a été fortement remise en question. Srs2 possède un motif de type FxxA qui, 

s’il est muté, provoque une perte totale d’interaction avec Rad51. Or, cette mutation n’affecte 

ni la viabilité, ni la sensibilité des cellules à des agents génotoxiques (Bronstein et al., 2018; 

Jenkins et al., 2019). Cela complique la compréhension du mécanisme de démantèlement des 

filaments Rad51 par Srs2. Quoiqu’il en soit, une fois les filaments Rad51 décrochés de 

l’ADNsb, RPA se positionne à nouveau sur l’ADNsb et prévient ainsi le réassemblage des 

filaments Rad51. Srs2 joue donc le rôle de régulateur négatif dans la formation des filaments 

Rad51, évitant ainsi des évènements de recombinaison inappropriés (Chanet et al., 1996; 

Burgess et al., 2009; Esta et al., 2013). Le désassemblage des filaments Rad51 par Srs2 

permettrait d’éliminer les intermédiaires de recombinaison bloqués afin de finaliser la 

réparation des dommages (Vaze et al., 2002). 

Cependant, la fonction d’élimination des filaments Rad51 par Srs2 ne permet pas 

d’expliquer tous les phénotypes observés pour le mutant srs2Δ. Les cellules diploïdes 

srs2Δ/srs2Δ montrent une sensibilité aux UV et aux radiations ionisantes bien plus importante 

que les cellules haploïdes srs2Δ (Aboussekhra et al., 1989). De plus, la perte de l’activité 

hélicase de Srs2 conduit à un important défaut de viabilité des cellules diploïdes associé à une 

accumulation de molécules jointes issues de la RH (Keyamura et al., 2016). Enfin, la délétion 

de SRS2 est synthétique létale avec l’ablation de SGS1 et cette létalité est supprimée par la 

délétion de RAD51 (Gangloff et al., 2000; Fabre et al., 2002). Ces phénotypes suggèrent que 

Srs2 n’est pas limitée à l’élimination des filaments Rad51. Elle prendrait également en charge 

la résolution de structures intermédiaires de recombinaison, vraisemblablement au travers de 

son activité hélicase. En accord avec un rôle de Srs2 dans les étapes tardives de la RH, la 

délétion de SRS2 est létale dans un système de réparation par RH ectopique d’une CDB induite, 

bien que la cinétique de réparation soit proche de la souche sauvage (Ira et al., 2003). 

Etonnamment, dans ce système, la délétion de Srs2 induit chez les survivants une baisse des 

évènements de CG. Cela suggère que Srs2 favorise la réparation des dommages par CG, 

probablement au travers de la voie SDSA (Ira et al., 2003; Robert et al., 2006; Miura et al., 

2013). De plus, Srs2 est capable de défaire une large gamme de substrats d’ADN issus soit de 

la réplication, soit de la réparation (Marini & Krejci, 2012). Ainsi, l’activité hélicase de Srs2 

mène à la dissociation de structures semblables à des D-loops en favorisant la CG sans CO 

(Dupaigne et al., 2008; J. Liu et al., 2017; Piazza et al., 2019). Srs2 favorise donc la réparation 

des CDB par la voie SDSA, évitant ainsi toute perte d’hétérozygotie dans les cellules 
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somatiques. Il est à noter que cette fonction dépend de la phosphorylation de Srs2 in vivo qui 

n’est toutefois pas nécessaire au désassemblage des filaments Rad51 (Saponaro et al., 2010). 

Chez les mammifères, aucun orthologue de Srs2 n’a été clairement identifié. Cependant, 

diverses hélicases sont considérées comme de potentiels homologues de Srs2, capables d’agir 

sur les divers intermédiaires de recombinaison. Dans la famille des hélicases UvrD, l’hélicase 

FBH1 humaine est capable de compenser certains défauts du mutant srs2Δ (Chiolo et al., 2007). 

De plus, chez les vertébrés, FBH1 défait in vitro les nucléofilaments RAD51 (Kohzaki et al., 

2007; Fugger et al., 2009; Simandlova et al., 2013). Plus récemment, dans cette même famille 

d’hélicase UvrD, la protéine PARI a été proposée comme homologue fonctionnel de Srs2, bien 

qu’elle ne possède pas d’activité hélicase. Néanmoins, à l’image de Srs2, PARI interagit avec 

la forme sumoylée de PCNA et avec RAD51, ce qui lui permet de supprimer in vitro des 

évènements de recombinaison (Moldovan et al., 2012; Burkovics et al., 2016). La fonction de 

cette protéine n’est pas encore complètement caractérisée. En dehors de la famille UvrD, 

RTEL1 favorise l’élimination de structures intermédiaires telles que les D-loops (Barber et al., 

2008) tandis que les hélicases BLM, RecQL5 ou encore FANCJ désassemblent les filaments 

RAD51, inhibant ainsi l’échange de brin (Bugreev et al., 2007; Hu et al., 2007; Sommers et al., 

2009; Xue et al., 2021). La protéine FIGNL1 interagit avec RAD51 au travers d’un motif FxxA, 

ce qui lui permet de stimuler l’hydrolyse de l’ATP par la recombinase et in fine son déplacement 

de l’ADNsb (Yuan & Chen, 2013; Matsuzaki et al., 2019). Cependant, cette activité de 

dissociation de FIGNL1 ne dépend pas de sa propre activité ATPase. Enfin, la protéine RADX, 

présentée dans la section suivante, qui n’est pourtant pas une hélicase, exerce également un 

contrôle négatif sur la formation des filaments RAD51. Les interactions et les rôles précis de 

chacun de ces acteurs ne sont pas encore clairement définis. Néanmoins, la conservation des 

différentes fonctions de Srs2 au cours de l’évolution démontre l’importance d’une régulation 

négative de la RH pour garantir le maintien de la stabilité génomique. 

 

e) La protéine RADX 

La protéine RADX a été récemment caractérisée chez les mammifères comme une 

protéine régulatrice de la formation des filaments RAD51. Identifiée lors d’un criblage de gènes 

requis en réponse à un stress réplicatif (Dungrawala et al., 2015), le gène CXorf57 code pour la 

protéine RADX (pour RPA-related protein, RAD51-antagonist on X-chromosome). Cette 

protéine présente une similitude de séquence avec la protéine RPA et plus particulièrement avec 

sa plus grande sous-unité. RADX est ainsi capable de lier l’ADNsb au travers de sa région N-
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terminale (Schubert et al., 2017). L’ablation du gène codant pour la protéine RADX entraine 

une accumulation de foyers RAD51 au niveau des fourches de réplication après traitement 

induisant un stress réplicatif. Cela suggère que RADX est un régulateur négatif dans la 

formation des filaments RAD51, capable de bloquer leur formation au travers d’une 

compétition pour l’ADNsb (Dungrawala et al., 2017; Bhat et al., 2018; Krishnamoorthy et al., 

2021). De récentes études in vitro sur molécule unique ont mis en évidence que RADX agit sur 

la condensation de l’ADNsb, y compris lorsque ce dernier est recouvert en excès par la protéine 

RPA. Cette condensation est nécessaire à l’inhibition de la formation des filaments RAD51 au 

niveau des fourches de réplication (H. Zhang et al., 2020). D’autre part, des expériences ont 

révélé que cette inhibition implique une stimulation de l’activité ATPase de RAD51 par RADX 

(Adolph et al., 2021, 2023). Cette fonction dépend notamment d’une interaction directe in vitro 

entre RADX et la recombinase RAD51 associée à l’ATP, suggérant que l’addition du cofacteur 

engendre un changement de conformation du filament RAD51 favorisant l’interaction avec 

RADX. La déstabilisation des filaments RAD51 par RADX peut être contrecarrée par la 

présence de BRCA2. Il a notamment été proposé que les motifs BRC de la protéine BRCA2 

sont en compétition avec RADX pour l’interaction avec RAD51, supposant un site de fixation 

commun au niveau de la recombinase. 

 

III. Les paralogues de Rad51 dans la régulation de la formation 

des filaments Rad51 

Les nucléofilaments Rad51 jouent un rôle crucial dans le mécanisme de RH et, par 

extension, dans le maintien de la stabilité génomique en assurant une réparation des dommages 

de grande fidélité. Cependant, le nucléofilament Rad51 est une épée à double tranchant qui peut 

aussi mettre en péril cette stabilité en provoquant des réarrangements inappropriés ou encore 

des pertes d’hétérozygotie. De plus, une dérégulation de la RH est responsable du phénomène 

de toxicité, délétère à la survie des cellules. Cette dichotomie vis-à-vis des filaments Rad51 

sous-entend que leur formation nécessite d’être finement régulée au travers d’une balance entre 

régulateurs positifs et négatifs afin d’éviter une quelconque toxicité ou encore un défaut de 

recombinaison. Bien que leurs fonctions soient encore mal définies, de nombreuses évidences 

ont permis de placer les complexes de paralogues de Rad51 dans la catégorie des régulateurs 

positifs des filaments Rad51. 
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A. Les paralogues de Rad51 protègent les filaments Rad51 face à 

l’activité déstabilisatrice de l’hélicase Srs2 

La formation des nucléofilaments Rad51 est assurée par les régulateurs positifs que sont 

BRCA2 chez les mammifères, Rad52 chez la levure et les complexes de paralogues de Rad51 

dans l’ensemble des eucaryotes. Une fois formés, les nucléofilaments Rad51 requièrent d’être 

protégés de l’activité de démantèlement catalysée par diverses hélicases. En effet, en agissant 

à des temps précoces au cours du processus de recombinaison, les hélicases pourraient 

empêcher l’assemblage des nucléofilaments Rad51 et in fine inhiber les échanges de brins 

nécessaires à la réparation des dommages par la RH. 

Chez la levure S. cerevisiae, bien que les rôles des complexes de paralogues de Rad51 

soient encore mal compris, il a été suggéré que ces paralogues pourraient protéger les filaments 

contre l’activité déstabilisatrice de l’hélicase anti-recombinase Srs2. En accord avec cette 

hypothèse, des analyses génétiques ont montré que la sensibilité au MMS et aux radiations 

ionisantes des mutants rad55Δ ou rad57Δ est supprimée partiellement par la délétion de SRS2 

(Fung et al., 2009; J. Liu et al., 2011). Des analyses in vitro de GST pulldown réalisées à partir 

des protéines purifiées ont mis en évidence une interaction entre le complexe Rad55-Rad57 et 

Srs2 (J. Liu et al., 2011). Il a alors été proposé que Rad55-Rad57, en restant associé aux 

filaments qu’il a aidé à installer, pourrait jouer un rôle de barrière vis-à-vis de Srs2. Cela 

empêcherait alors l’accrochage de l’anti-recombinase au filament Rad51, bloquant ainsi la 

stimulation de l’activité ATPase de la recombinase et par conséquent son désassemblage (figure 

19A). Une autre hypothèse possible suggère que cette stabilisation résulterait soit d’une 

rigidification, soit d’un changement de conformation des filaments Rad51 médiés par 

l’accrochage des complexes de paralogues de Rad51 à leur extrémité 5’. Cette modulation de 

la flexibilité des filaments Rad51 les rendraient alors plus résistants face à l’activité négative 

de Srs2. Cette rigidification a également été proposée pour le complexe de paralogues de 

RAD51 retrouvé chez C. elegans, RFS-1/RIP-1 (Taylor et al., 2015). Des études menées plus 

récemment au sein du laboratoire de E. Greene tendent à proposer que ce blocage ne serait pas 

dû à une interaction physique directe entre le complexe Rad55-Rad57 et l’anti-recombinase 

Srs2 (Roy et al., 2021). En effet, les expériences réalisées sur molécule unique proposent que 

le complexe Rad55-Rad57 contrecarre l’effet négatif de Srs2 en assurant un réassemblage 

rapide du filament après le passage de l’anti-recombinase. D’autre part, à l’inverse de ce qu’a 

pu proposer l’équipe de WD Heyer (J. Liu et al., 2011), cette récente étude démontre que le 

complexe Rad55-Rad57 ne fait pas partie intégrante du filament Rad51. En effet, Rad55-Rad57 
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n’interagit ni avec le complexe RPA-ADNsb, ni avec les filaments Rad51 matures (Roy et al., 

2021). Ainsi, Rad55-Rad57 s’associerait de façon transitoire au filament Rad51, facilitant la 

polymérisation des filaments après nucléation des premiers monomères de Rad51 mais 

également le réassemblage des filaments après le passage de Srs2. Ce rôle de chaperonne a 

également été proposé pour le complexe RFS-1/RIP-1 de C. elegans (Belan et al., 2021). 

L’ensemble de ces données permettent de proposer plusieurs hypothèses quant au mécanisme 

de protection du filament Rad51 par le complexe Rad55-Rad57 : (i) La fixation du complexe 

Rad55-Rad57 à une extrémité du filament Rad51 formerait une barrière physique 

infranchissable pour Srs2 ; (ii) L’interaction directe entre les paralogues de Rad51 et le filament 

conduirait à une modification de la conformation des filaments Rad51 les rendant plus 

résistants ; (iii) L’interaction transitoire entre le complexe Rad55-Rad57 et la recombinase 

Rad51 favoriserait un renouvellement des monomères de Rad51 sur l’ADNsb après 

démantèlement par Srs2. Le mécanisme de protection nécessite d’être clarifié par des études 

plus approfondies. Néanmoins, cela démontre bien que la formation des filaments dépend d’une 

balance entre l’action des régulateurs positifs et négatifs. Cette balance favorise la réparation 

des dommages de l’ADN par recombinaison tout en prévenant la formation de structures 

toxiques et/ou des réarrangements chromosomiques délétères pour la cellule. Les données 

obtenues plus récemment au laboratoire dans la réparation de brèches simple-brin laissées en 

arrière des fourches de réplication démontrent également cette fonction de protection des 

filaments Rad51 par le complexe Rad55-Rad57 envers l’anti-recombinase Srs2 (Maloisel et al., 

2023). 

L’action négative de Srs2 sur les filaments Rad51 semble également être contrebalancée 

par le complexe SHU. Des expériences de double-hybride de levure ont montré une interaction 

in vitro entre Srs2 et la sous-unité Shu2 du complexe SHU (T. Ito et al., 2001). Chez la levure 

S. pombe, une interaction semblable a été détectée entre les protéines Srs2 et Sws1, une protéine 

homologue à Shu2 (Martín et al., 2006). Pour rappel, l’association du complexe SHU avec le 

filament Rad51 est médiée par Rad55-Rad57 (S. Godin et al., 2013). Il est donc possible que 

cette interaction entre Srs2 et le complexe SHU puisse servir de barrière physique pour bloquer 

le démantèlement des filaments Rad51. Des analyses de microscopie à fluorescence ont amené 

à proposer que Shu1, protéine paralogue de Rad51, régulerait négativement le recrutement de 

Srs2 aux sites de dommages. En effet, dans les cellules mutants shu1Δ, le nombre de foyers 

Srs2 augmente et ces foyers sont localisés plus fréquemment au niveau de la CDB induite 



 
 

78 

(Bernstein et al., 2011). Cette fonction de protection du complexe SHU nécessite d’être plus 

amplement étudiée. 

Par la suite, il a été constaté que l’activité anti-recombinase de l’hélicase Srs2 est 

également contrebalancée par la protéine médiatrice Rad52. Les études menées au laboratoire 

ont permis, pour la première fois, d’isoler par mutagenèse aléatoire des mutants du gène RAD52 

capables de supprimer la sensibilité au MMS du mutant srs2Δ sans affecter le processus de 

recombinaison (Esta et al., 2013). De manière surprenante, ces expériences ont révélé par la 

suite que l’interaction directe entre Rad52 et Rad51 n’est pas nécessaire à la formation des 

filaments in vivo (E. Ma et al., 2018). En effet, la mutation Rad52-Y376A, localisée dans le 

domaine YEKF requis pour l’interaction avec Rad51, induit une sensibilité modérée des cellules 

aux radiations ionisantes en comparaison des cellules rad52Δ ainsi qu’un léger défaut de 

réparation par RH d’une CDB induite. En revanche, cette interaction participe à la stabilisation 

des filaments Rad51 et antagonise l’activité déstabilisatrice de Srs2. Ainsi, dans le mutant 

rad52-Y376A, la baisse de recrutement de Rad51 mesurée par ChIP à une CDB induite dépend 

de la régulation négative de Srs2. Ce résultat a été confirmé notamment par des images de 

microscopie électronique qui montrent que, en présence de la protéine mutante Rad52-Y376A, 

les filaments Rad51 sont fragilisés et donc moins protégés contre Srs2 (figure 19B) (E. Ma et 

al., 2018). Plus récemment, il a également été montré au laboratoire que la région N-terminale 

de Rad52, pourtant pas impliquée dans l’interaction avec Rad51, participe elle aussi à la 

stabilisation et à la protection des filaments face à Srs2 (E. Ma et al., 2021). 

 

Ainsi, les régulateurs positifs que sont Rad52 et les complexes de paralogues de Rad51 

antagonisent l’action de démantèlement des filaments de Rad51 catalysée par Srs2. Cependant, 

l’absence de connaissances structurales est un frein à une meilleure compréhension du 

mécanisme et de la fonction de chacun des complexes de paralogues de Rad51 dans la 

protection des filaments. D’autre part, aucune évidence ne permet à ce jour de montrer une 

quelconque collaboration des complexes de paralogues de Rad51 avec Rad52 dans cette 

fonction précise. 
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Figure 19. L’activité déstabilisatrice de Srs2 est inhibée par l’association des régulateurs positifs 

avec le filament Rad51 

(A) Visualisation in vitro par microscopie électronique de la formation du filament Rad51 sur de 

l’ADNsb d’une longueur de 600 nt en présence de RPA, de Rad55-Rad57 et de Srs2 (à gauche). En 

absence de Rad55-Rad57, les filaments sont déstabilisés et désassemblés par Srs2 (à droite). Les 

flèches désignent des complexes d’ADNsb-RPA.  

(B) Visualisation in vitro par microscopie électronique de la formation du filament Rad51 sur de 

l’ADNsb viral circulaire φ174 d’une longueur de 5 kb en présence de RPA, de Rad52 et de Srs2 (à 

gauche). Le défaut d’interaction entre Rad51 et le mutant rad52-Y376A fragilise les filaments face 

à Srs2 (à droite). 

 

Chez les mammifères, peu d’études ont été menées dans le but de déterminer si les 

paralogues de RAD51 ont conservé ce rôle d’antagoniste face à l’activité déstabilisatrice des 

anti-recombinases identifiées. Des analyses réalisées récemment sur le complexe SHU humain 

suggèrent que SWSAP1, protéine paralogue de RAD51, serait capable de réguler négativement 

et spécifiquement l’activité de l’anti-recombinase FIGNL1 dans le désassemblage des filaments 

RAD51 (Matsuzaki et al., 2019). Dans les cellules swsap1Δ, le défaut de formation des foyers 

RAD51 induits par des dommages à l’ADN est supprimé par la délétion de FIGNL1 et non par 

la délétion des hélicases BLM, PARI ou RTEL1. Cette régulation repose sur une interaction 

directe entre les deux protéines, médiée par une région de SWSAP1 qui diffère du domaine 

FxxA responsable de l’interaction avec RAD51 (Yuan & Chen, 2013; Matsuzaki et al., 2019). 

Ainsi, il est possible qu’en s’associant à la fois à FIGNL1 et à RAD51, SWSAP1 bloquerait 

l’interaction entre les deux autres protéines, inhibant alors la dissociation des filaments RAD51 

de l’ADNsb par FIGNL1 (Matsuzaki et al., 2019). A ce jour, la fonction de protection des 

filaments RAD51 a été décrite uniquement pour la protéine SWSAP1. 
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B. Les paralogues de Rad51 sont impliqués dans la prise en charge 

des brèches simple-brin post-réplicatives 

Les paralogues de Rad51 sont considérés comme des acteurs accessoires dans la 

réparation des CDB du fait de leur sensibilité modérée aux radiations ionisantes qui peut être 

supprimée par la délétion de SRS2. Ainsi, la fonction principale du complexe Rad55-Rad57 

dans la réparation des CDB serait de stabiliser les filaments Rad51. De manière surprenante, la 

délétion de RAD55 ou de RAD57 sensibilisent fortement les cellules aux agents alkylants tel 

que le MMS et affectent la recombinaison spontanée entre séquences répétées entre chromatides 

sœurs (Mozlin et al., 2008; Fung et al., 2009). D’autre part, bien que les cellules mutantes 

rad55Δ et rad57Δ ne soient pas sensibles aux rayons UV, la RH induite par cette exposition est 

fortement diminuée dans ce contexte génétique (Maloisel et al., 2023). Etonnamment, tous ces 

défauts persistent dans les cellules déficientes pour SRS2, suggérant que le complexe Rad55-

Rad57 puisse agir indépendamment de la protection contre Srs2. Il a alors été suggéré que les 

dommages générés par le MMS, les UV ou encore ceux à l’origine de la recombinaison 

spontanée entre séquences répétées ne soient pas des CDB mais des brèches simple-brin 

(Lundin et al., 2005; Lettier et al., 2006; Fung et al., 2009). Ainsi, les paralogues de Rad51 

joueraient un rôle plus important dans la réparation de ces brèches plutôt que dans celle des 

CDB. 

Dans un contexte réplicatif, la présence de lésions à l’ADN entrave la progression des 

polymérases réplicatives et peut ainsi provoquer l’arrêt des fourches de réplication. Pour assurer 

la synthèse complète du génome, il est crucial que ces dommages soient « ignorés » grâce à 

l’action des voies de DDT, présentées dans la section A.5 (Branzei & Psakhye, 2016).  Ces 

voies offrent la possibilité de contourner les dommages durant la phase S en assurant un 

réamorçage de la synthèse de l’ADN en aval de la lésion. Des fragments d’ADNsb 

s’accumulent alors en arrière de la fourche de réplication. La présence de ces brèches simple-

brin, qualifiées de « post-réplicatives », a pu être mise en évidence après traitement des cellules 

aux UV par microscopie électronique et par électrophorèse bidimensionnelle (Lopes et al., 

2006). Plus récemment, le marquage de la grande sous-unité de RPA a rendu possible la 

visualisation par microscopie à fluorescence de ces brèches simple-brin induites par les UV (R. 

P. Wong et al., 2020). Les voies de DDT, divisées en deux catégories fidèle et infidèle, 

reconnaissent les mêmes substrats, suggérant des fonctions redondantes pour chacune de ces 

voies. (Lopes et al., 2006; W. Ma et al., 2013). Il est à noter que les polymérases 

translésionnelles ont également des substrats spécifiques qui ne peuvent être pris en charge par 
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la RH. Quoiqu’il en soit, la délétion combinée des gènes de la RH et de ceux codant pour les 

polymérases translésionnelles augmente de manière synergique la sensibilité des cellules aux 

agents génotoxiques en comparaison aux simples mutants (McDonald et al., 1997; Rattray et 

al., 2002; Ball et al., 2009; X. Xu et al., 2013; Tellier-Lebegue et al., 2017). Les données du 

laboratoire récemment publiées ont confirmé cette redondance entre les voies de DDT. En effet, 

lorsque les deux voies sont mutées, les foyers RPA induits par les UV s’accumulent dans les 

cellules qui semblent alors bloquées en G2, synonyme d’un défaut de traitement des brèches 

(Maloisel et al., 2023). Malgré ces fonctions redondantes, ces deux voies ne tolèrent pas les 

lésions de la même manière, suggérant qu’elles puissent entrer en compétition pour la prise en 

charge des brèches simple-brin. Le choix de la voie de DDT pour la prise en charge des brèches 

simple-brin post-réplicatives reste à être clairement défini. 

Le complexe Rad55-Rad57 participe à la balance entre les voies de DDT et favorise la 

réparation des brèches simple-brin par RH. Les diverses expériences menées jusqu’à présent 

ont mis en évidence trois fonctions distinctes et essentielles pour Rad55-Rad57. Premièrement, 

ce complexe intervient dans l’installation et la stabilisation de filaments Rad51 fonctionnels sur 

des fragments d’ADNsb. En effet, dans les mutants rad55Δ et rad57Δ, les fréquences de 

recombinaison spontanée et induite par les UV sont fortement diminuées, presque abolies 

(Mozlin et al., 2008; Fung et al., 2009; Maloisel et al., 2023) et la résolution des foyers RPA 

accumulés est retardée (Maloisel et al., 2023). De façon inattendue, la délétion de SRS2 ne 

supprime pas les défauts précédemment mentionnés des mutants rad55Δ et rad57Δ. Cela 

suggère que l’activité du complexe Rad55-Rad57 dans la réparation des brèches par RH n’est 

pas restreinte à la protection des filaments Rad51 face à Srs2. Par ailleurs, la forte sensibilité 

des cellules diploïdes srs2Δ/srs2Δ aux rayons UV dépend entièrement de l’activité de Rad55-

Rad57 (Aboussekhra et al., 1989; Maloisel et al., 2023). De plus, la mutation srs2Δ est associée 

à un phénotype d’hyper-recombinaison après exposition aux UV, supprimé par la délétion de 

RAD55 ou RAD57. Ainsi, en absence de Srs2, la stabilisation des filaments Rad51 par les 

paralogues de Rad51 conduirait à la formation de structures de recombinaison toxiques pour 

les cellules comme cela a déjà été proposé auparavant (Fabre et al., 2002). La nature de ces 

évènements est encore méconnue. Deuxièmement, l’implication de Rad55-Rad57 dans la 

formation des filaments Rad51 permet de contrecarrer la voie de STL en régulant notamment 

la mutagenèse dépendante de l’activité de la sous-unité catalytique Rev3 de la polymérase Polζ 

(Lemontt, 1971; Quah et al., 1980). En effet, les cellules déficientes pour RAD55 ou RAD57 

présentent un important phénotype mutateur, spontané ou induit par les UV, qui disparait avec 
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la délétion de REV3 (Rattray et al., 2002; X. Xu et al., 2013; Maloisel et al., 2023). Inversement, 

la délétion de REV3 est associée à une augmentation de la recombinaison. Il est intéressant de 

noter que la sensibilité des cellules mutantes rev3Δ aux rayons UV révèle que la recombinaison 

ne compense pas entièrement la réparation des lésions prises en charge par ces polymérases 

(Maloisel et al., 2023). Cela suggère qu’il existe une spécificité de lésions exclusivement prises 

en charge par la voie de STL. Quoiqu’il en soit, le complexe Rad55-Rad57 facilite la formation 

des filaments Rad51 au niveau des brèches simple-brin induites par les UV, empêchant alors le 

recrutement des polymérases translésionnelles et, par extension, inhibant la voie de STL. La 

manière dont les filaments Rad51 bloquent l’accès des polymérases translésionnelles à 

l’ADNsb reste méconnue.  Enfin, de manière intéressante, bien que les cellules mutantes 

rad55Δ rev3Δ soient extrêmement sensibles aux rayons UV, des évènements de recombinaison 

sont à nouveau détectés dans ce contexte génétique. Ces évènements restent toutefois moins 

nombreux que dans la souche sauvage. De plus, la sensibilité des cellules mutantes rad55Δ 

rev3Δ est partiellement supprimée par la délétion de SRS2 (Maloisel et al., 2023). Cela suggère 

qu’en absence du complexe Rad55-Rad57, les filaments Rad51 sont capables de se former afin 

de catalyser l’échange de brin. Cependant, l’absence de Rad55-Rad57 facilite le recrutement de 

Rev3 qui est alors capable d’inhiber la formation des filaments Rad51. De plus, ces filaments 

ne sont pas stabilisés ni protégés contre Srs2. Ils sont par conséquent incapables d’inhiber le 

recrutement des polymérases translésionnelles ou encore incapables de procéder à l’invasion 

de brin. Ainsi, le complexe Rad55-Rad57 protège également les filaments Rad51 face à 

l’activité de désassemblage de Srs2 dans un contexte de stress réplicatif. Une fois encore, le 

mécanisme de protection nécessite d’autres études afin d’être mieux appréhendé. 

Dans les cellules végétatives, à la différence du complexe Rad55-Rad57, très peu 

d’évidence ont permis de démontrer à ce jour l’implication du complexe SHU dans la réparation 

des CDB. En revanche, les cellules déficientes pour le complexe SHU présentent une sensibilité 

modérée au MMS ainsi qu’à d’autres agents induisant un blocage de la réplication comme la 

camptothecine et le cisplatine (H. I. Wu et al., 2004; Shor et al., 2005; S. K. Godin et al., 2016). 

Ce phénotype suggère que l’activité du complexe SHU soit plus spécifique à la réparation par 

RH des brèches simple-brin post-réplicatives. Cette hypothèse est étayée par le fait que le 

complexe SHU se fixerait préférentiellement in vitro à des substrats d’ADN semblables à des 

fourches de réplication endommagées par une large gamme de lésions alkylantes, allant de 

l’ADN méthylé à des sites abasiques (S. Godin et al., 2013; S. K. Godin et al., 2016; Rosenbaum 

et al., 2019; Bonilla et al., 2021). Pour conforter l’implication spécifique du complexe SHU 
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dans la tolérance aux dommages de l’ADN, des analyses de cytométrie en flux ont permis de 

détecter un retard de progression dans la phase S des cellules mutantes shuΔ en réponse à un 

traitement au MMS, comparable au retard observé dans les cellules mutantes rad51Δ (Mankouri 

et al., 2007; Ball et al., 2009). Ce défaut est supporté par le retard de reconstitution des 

chromosomes observé par électrophorèse sur gel bidimensionnel dans les cellules déficientes 

pour le complexe SHU exposées au MMS (S. K. Godin et al., 2016). Il a également été montré 

que le complexe SHU favoriserait la RH pour la prise en charge des brèches simple-brin 

accumulées derrière les fourches de réplication en inhibant la voie de STL (Ball et al., 2009; X. 

Xu et al., 2013). En effet, la délétion du complexe SHU est également associée à une importante 

augmentation de la mutagenèse spontanée qui dépend de l’activité de Rev3 (Huang et al., 2003; 

Shor et al., 2005; Ball et al., 2009; X. Xu et al., 2013). Par ailleurs, la délétion du complexe 

SHU supprime partiellement l’accumulation de molécules jointes entre chromatides sœurs 

observées dans les cellules déficientes pour Sgs1 après exposition au MMS (Mankouri et al., 

2007). Cela suggère encore une fois que le complexe SHU intervient dans des étapes précoces 

du processus de RH. En dépit de toutes les expériences déjà menées sur le complexe SHU, le 

mécanisme par lequel ce complexe favorise la RH dans un contexte de stress réplicatif demeure 

relativement énigmatique, du fait des phénotypes peu marqués des mutants du complexe SHU. 

En résumé, les diverses études menées chez la levure ont conduit à proposer un rôle plus 

important des complexes de paralogues de Rad51 dans la réparation de brèches simple-brin 

laissées en arrière des fourches de réplication. D’une part, les paralogues de Rad51 

favoriseraient la formation et la stabilisation des filaments Rad51 au niveau des brèches simple-

brin. D’autre part, ils préviendraient le recrutement des polymérases translésionnelles, inhibant 

ainsi la voie de STL et la mutagenèse à laquelle elle est associée. Le recrutement des protéines 

paralogues de Rad51 et leur fonction dans la réparation de ces brèches par RH restent cependant 

à être déterminés. Par exemple, il serait intéressant de savoir si les protéines paralogues de 

Rad51 sont capables de s’associer avec d’autres protéines requises spécialement à la résolution 

des différents types de lésions pouvant enclencher le processus de tolérance aux dommages à 

l’ADN. Par ailleurs, il est à noter que, dans un contexte de stress réplicatif, le complexe Rad55-

Rad57 est une fois encore épistatique sur le complexe SHU (S. Godin et al., 2013; X. Xu et al., 

2013). Cela suggère que l’activité du complexe SHU dans la RH dépend de son interaction avec 

le complexe Rad55-Rad57. 
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 Chez les eucaryotes supérieurs, certains paralogues de RAD51 favorisent également la 

réparation par RH des lésions retrouvées en amont des fourches de réplication. Les mutations 

du complexe SHU humain, SWS1-SWSAP1-SPIDR, sensibilisent les cellules à des agents 

alkylants de l’ADN, tels que le MMS ou la mitomycine C, ce qui conduit à un retard et à une 

diminution des foyers RAD51 en réponse aux dommages ainsi qu’à une baisse d’échange entre 

chromatides sœurs (Martín et al., 2006; T. Liu et al., 2011; Martino et al., 2019). Ces données 

suggèrent que les fonctions du complexe SHU sont conservées de la levure à l’Homme. Par 

conséquent, il a été proposé que le complexe SHU humain, SWS1-SWSAP1-SPIDR, serait 

spécifique à la tolérance aux lésions alkylantes impactant la réplication de l’ADN (S. Godin et 

al., 2013; S. K. Godin et al., 2016; Rosenbaum et al., 2019; Bonilla et al., 2021). Par ailleurs, 

une récente étude a mis en évidence l’implication de la protéine RAD51C dans la tolérance aux 

dommages à l’ADN (Mohan et al., 2019). RAD51C interagit avec la protéine ALKBH3 requise 

pour la déméthylation d’adduits tels que le N1-méthyladénine (1meA) et le N3-méthylcytosine 

(3meC) formés sur l’ADNsb généralement après traitement au MMS. Cette association favorise 

in vivo un enrichissement local de ALKBH3 recrutée spécifiquement par RAD51C au niveau 

de la lésion. Toutefois, il reste à déterminer si, dans ce contexte de stress réplicatif, la protéine 

RAD51C agit au travers du complexe BCDX2 ou bien du complexe CX3. L’étude de variants 

de RAD51 déficients dans leur activité catalytique ont permis de mettre en évidence, dans les 

cellules de mammifères, la compétition entre la RH et la STL dans la tolérance aux dommages 

à l’ADN (Lambert & Lopez, 2002). En revanche, l’implication des paralogues de RAD51 dans 

cette compétition n’a pas encore été clairement établie. 

 

C. Les paralogues de Rad51 humains et cancers 

Le mécanisme de RH est l’un des systèmes les plus fidèles de réparation des dommages 

de l’ADN, ce qui en fait l’un des garants de la stabilité génomique. Il apparait alors évident que 

l’altération des gènes intervenant au cours du processus de recombinaison peut avoir de lourdes 

conséquences dans le maintien de cette stabilité. Des mutations des gènes de la RH ont été 

retrouvées dans le processus de cancérogénèse ainsi que dans plusieurs maladies génétiques 

prédisposant les individus à certains types de cancers (C.-C. Chen et al., 2018). De ce fait, les 

régulateurs positifs des filaments RAD51 sont considérés comme des gènes suppresseurs de 

tumeurs. Les mutations impactant les fonctions de ces gènes sont diverses. Elles peuvent aller 

du changement d’un unique acide aminé à la méthylation du promoteur conduisant à 



 
 

85 

l’inactivation du gène. Elles peuvent également prendre la forme de délétions, insertions, 

translocations provoquant un décalage du cadre de lecture. 

Les gènes BRCA1 et BRCA2 sont les gènes suppresseurs de tumeurs les plus connus de 

la RH dont des mutations mono-alléliques confèrent des risques élevés notamment de cancers 

du sein, de l’ovaire ou encore de la prostate (Mavaddat et al., 2013; Prakash et al., 2015). Par 

ailleurs, des mutations touchant les deux copies de ces mêmes gènes sont responsables du 

syndrome d’anémie de Fanconi, une maladie génétique rare caractérisée notamment par une 

prédisposition élevée à développer certains cancers et des tumeurs solides (Moldovan & 

D’Andrea, 2009; Nalepa & Clapp, 2018). Les mutations des gènes BRCA1 et BRCA2 sont, par 

conséquent, systématiquement évaluées dans tous les types de cancers. BRCA1 joue un rôle 

critique dans le contrôle de la résection de l’ADN tandis que BRCA2 est la protéine médiatrice 

majeure des filaments RAD51. De ce fait, l’inactivation ou les mutations des gènes BRCA1 et 

BRCA2 engendrent une altération du mécanisme de recombinaison, notamment en impactant 

fortement la formation des filaments RAD51 sur l’ADNsb. En absence des filaments RAD51, 

la réparation des dommages serait plus probablement orientée vers des voies de réparation 

alternatives mais mutagènes et donc responsables de la prolifération incontrôlée des cellules 

cancéreuses telles que les voies NHEJ, SSA ou encore STL. 

Du fait de leurs multiples rôles vis-à-vis des nucléofilaments RAD51 et dans le bon 

fonctionnement de la RH en réponse aux dommages de l’ADN, les gènes codant pour les 

protéines paralogues de RAD51 sont des acteurs importants dans le maintien de l’intégrité 

génomique. Par conséquent, les gènes codant pour les protéines paralogues de RAD51 ont été 

ajoutés à la classe des gènes suppresseurs de tumeurs. Diverses études ont mis en évidence que 

des variants hétérozygotes des gènes codant pour les protéines paralogues canoniques de 

RAD51 sont associés notamment au développement des cancers du sein ou de l’ovaire (Meindl 

et al., 2010; Silva et al., 2010; H. Song et al., 2015; Golmard et al., 2017; Boni et al., 2022). Par 

exemple, des mutations du gène RAD51C sont responsables d’environ 3% des cancers de 

l’ovaire contre 5% pour les mutants du gène RAD51D (Pennington et al., 2014). De plus, des 

mutations associées au syndrome d’anémie de Fanconi (FANCO et FANCU) ont été identifiées 

comme des mutations hypomorphiques à l’état homozygote des gènes codant pour RAD51C et 

XRCC2 (Vaz et al., 2010; Shamseldin et al., 2012; Nalepa & Clapp, 2018). A ce jour, aucune 

étude n’a permis d’identifier de mutants de SWSAP1 dans le développement de cancers ou de 

maladies associées à une prédisposition aux cancers. Toutefois, des mutations de sa protéine 
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partenaire dans le complexe SHU, SWS1, ont été identifiées chez des patients atteints de 

cancers colorectaux (Spier et al., 2016). 

La caractérisation des protéines paralogues de RAD51 s’est révélée complexe. Cette 

difficulté est notamment due à la létalité embryonnaire précoce des cellules murines déficientes 

pour les paralogues de RAD51, à la faible abondance cellulaire et au défaut de solubilité des 

protéines. Ce manque de connaissance a donc rendu difficile l’évaluation des risques de cancers 

des différents mutants de paralogues de RAD51 identifiés cliniquement. La majorité de ces 

variants sont par conséquent qualifiés de variants de signification inconnue (ou variants of 

uncertain significance, VUS). Le développement de nouveaux outils a permis de progresser 

dans la compréhension des différentes fonctions des protéines de paralogues de RAD51 et par 

conséquent de mieux appréhender l’impact des mutations dans les cancers. Des analyses 

réalisées sur des mutations faux-sens localisées à proximité ou au niveau du motif Walker A de 

RAD51D ont montré un défaut d’interaction avec son partenaire XRCC2 ainsi qu’une 

diminution de l’efficacité de réparation d’une CDB par recombinaison (Baldock et al., 2019). 

Par la suite, une cinquantaine de VUS du gène RAD51C retrouvés dans différents types de 

cancers et prédits comme déficients en recombinaison in silico ont été étudiés (Prakash et al., 

2022). Seulement la moitié de ces variants se sont révélés non viables et défectueux en 

recombinaison, révélant la limite des algorithmes de prédictions. Par ailleurs, cette étude a 

également mis en évidence que la conservation des résidus de RAD51 dans les paralogues est 

importante pour la prédiction des fonctions des variants de paralogues de RAD51 dans les 

cancers. En effet, la mutation des résidus conservés corrèle avec les défauts de recombinaison 

observés pour chacun de ces différents variants de RAD51C. Un cluster de mutations a 

notamment été détecté dans la région la plus conservée qui correspond au motif Walker A de 

RAD51C. D’une part, les résidus mutés autour de ce motif conduisent à un défaut de formation 

des complexes BCDX2 et CX3, probablement stabilisés par la fixation de l’ATP entre deux 

monomères adjacents. D’autre part, les variants retrouvés au sein du motif induisent des défauts 

de fixation à l’ADN et d’hydrolyse de l’ATP ainsi qu’une diminution des foyers RAD51 et une 

sensibilité à différents agents thérapeutiques (Prakash et al., 2022). Plus récemment, il a été 

observé que des variants de RAD51C correspondant à des résidus conservés de RAD51 

localisés en dehors du domaine catalytique, impactaient fortement la recombinaison. Les 

différentes expériences ont permis de montrer que ce phénotype résultait d’une absence de 

liaison de RAD51C à l’ADN, inhibant ainsi la formation des filaments RAD51 sur l’ADNsb 

(Rawal et al., 2023). 
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Ces premières études suggèrent, qu’à l’image des variants des gènes BRCA1 et BRCA2, 

certaines mutations des gènes de paralogues de RAD51 altèrent le mécanisme de 

recombinaison. Dans ce contexte, la survie et la prolifération des cellules cancéreuses 

dépendraient uniquement des voies alternatives mutagènes. Ainsi, les patients atteints de 

cancers associés à des mutations des paralogues de RAD51 pourraient bénéficier de traitements 

semblables aux chimiothérapies ciblées déjà utilisées pour traiter les patients déficients pour les 

gènes BRCA1 ou BRCA2. Ces traitements exploitent ces défauts de recombinaison et reposent 

sur le concept de létalité synthétique en inactivant spécifiquement les voies de réparation 

alternatives, sans nuire aux cellules saines (O’Connor, 2015; Stover et al., 2016). Les cellules 

déficientes pour BRCA1 ou BRCA2 sont particulièrement sensibles aux inhibiteurs de l’enzyme 

poly-ADP-ribose-polymérase (PARP) (Bryant et al., 2005; Fong et al., 2009). Ces inhibiteurs 

provoquent le blocage de l’enzyme PARP1, impliquée dans la voie Alt-EJ, sur l’ADNsb ce qui 

engendrent une accumulation importante de lésions toxiques, menant à terme au phénomène 

d’apoptose. Ainsi, ces thérapies permettent de cibler spécifiquement les cellules déficientes 

pour la RH et ne présentent qu’une toxicité négligeable pour les cellules ou tissus normaux. 

Il arrive malheureusement que les cellules acquièrent une résistance aux traitements par 

inhibiteurs de PARP, les rendant alors totalement inefficaces (Noordermeer & van Attikum, 

2019). Il a été suggéré que cette résistance puisse dépendre d’une restauration de fonctions des 

gènes auparavant déficients en recombinaison. Ce phénomène est dû à l’apparition de mutations 

secondaires, également appelée réversion. Récemment, des chercheurs sont parvenus à 

développer une molécule capable d’inhiber l’interaction entre BRCA2 et RAD51 (Scott et al., 

2021). Cette molécule agit en synergie avec les inhibiteurs de PARP, ce qui rend les cellules 

cancéreuses de nouveau sensibles aux chimiothérapies. Il est également apparu que des 

mutations dans les gènes des paralogues de RAD51 seraient également potentiellement 

responsables de la résistance des cellules cancéreuses aux différents agents thérapeutiques 

(Kondrashova et al., 2017). Il est possible d’imaginer que le ciblage des protéines paralogues 

de RAD51 pourrait servir à rendre de nouveau sensibles les cellules devenues résistantes aux 

traitements par inhibiteurs de PARP. 

Ces différentes données soulignent l’importance de progresser dans la caractérisation 

des structures et des fonctions des complexes de paralogues de RAD51 et de déterminer leur 

mode d’interaction avec les filaments RAD51 dans l’optique de concevoir de nouvelles 

stratégies thérapeutiques anti-cancéreuses. Néanmoins, un grand nombre de variants de 

paralogues demeurent des VUS et il est fort probable que tous les variants de paralogues de 
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RAD51 n’aient pas encore été tous identifiés. Par conséquent, des analyses moléculaires 

précises des différents variants des gènes paralogues de RAD51 sont nécessaires pour garantir 

une réponse optimale aux stratégies thérapeutiques anti-cancéreuses.  
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Chez la levure S. cerevisiae, les protéines paralogues de Rad51 ont longtemps été 

considérées comme des protéines accessoires. En effet, il a été démontré que des cellules 

n'exprimant pas Rad55, Rad57 ou des protéines du complexe SHU sont beaucoup moins 

sensibles aux dommages de l’ADN que celles n'exprimant pas Rad51 ou Rad52 (Symington et 

al., 2014). Rad55-Rad57 est à la fois impliqué dans la réparation des CDB et dans le mécanisme 

de tolérance aux dommages de l'ADN (DDT en anglais). SHU semble n'être impliqué que dans 

le mécanisme de DDT (X. Xu et al., 2013). Quoiqu’il en soit, le rôle majeur des complexes 

Rad55-Rad57 et SHU serait de protéger les filaments Rad51 notamment contre l’action 

déstabilisatrice de l’hélicase anti-recombinase Srs2 (J. Liu et al., 2011; Bernstein et al., 2011). 

Cependant, il a été montré au laboratoire que Rad55-Rad57 possède également plusieurs rôles 

indépendants de Srs2 (Maloisel et al., 2023). 

L'absence d'une connaissance précise de la structure des complexes de paralogues de 

Rad51 en association avec le filament Rad51 rend difficile l'étude de leurs différents rôles. Il 

n’existe aucune structure cristallographique du complexe Rad55-Rad57 à ce jour. Cependant, 

une structure du complexe Rad55-Rad57 en association avec la recombinase Rad51 a été 

générée in silico à l’aide du logiciel Alphafold2 (Humphreys et al., 2021). Ce modèle est en 

accord avec les interactions précédemment observées in vivo et in vitro (Hays et al., 1995; 

Johnson & Symington, 1995; Sung, 1997b; J. Liu et al., 2011). Toutefois, ce modèle in silico 

n’est associé à aucune étude fonctionnelle. La structure du complexe SHU est résolue (S. Zhang 

et al., 2017) et une interaction directe entre les deux complexes de paralogues de Rad51 a été 

identifiée (Gaines et al., 2015). Aucune interaction directe entre SHU et la recombinase Rad51 

n'a été décrite pour le moment. L'ensemble de ces résultats suggère que les protéines paralogues 

à Rad51 peuvent exister au sein d'un même complexe en relation avec le filament Rad51. Cette 

conclusion peut remettre en cause l'implication du complexe SHU uniquement dans la voie de 

DDT. D'ailleurs, il n'a jamais été formellement démontré que ce complexe ne participe pas à la 

réparation des CDB. Il est également possible que les paralogues de Rad51 forment des 

complexes alternatifs en fonction des lésions qui induisent la RH. Concernant les mammifères, 

des modèles structuraux des complexes de paralogues de RAD51, BCDX2 et CX3, ont été 

publiés au cours de ma thèse (Greenhough et al., 2023; Rawal et al., 2023; Longo et al., 2023). 

Ces modèles ont permis d’initier des analyses fonctionnelles et de constater notamment les 

effets de mutants de perte d’interaction. Cependant, la relation entre les complexes de 

paralogues de RAD51 et le complexe SHU demeure méconnue. De plus, aucune étude 

fonctionnelle n’a été réalisée entre les complexes de paralogues et la recombinase RAD51. 
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Mon projet de thèse a consisté à déterminer la structure des complexes des paralogues 

de Rad51 en association avec le filament Rad51. La stratégie utilisée repose sur la conception 

de modèles structuraux réalisés sur la base de la structure de la protéine Rad51, déjà définie. 

L’assemblage de ces modèles nous a permis de proposer des sites d'interaction qui ont été testés 

en associant mutagenèses dirigées et tests de double-hybride. La genèse de mutations 

conduisant à altérer spécifiquement certaines parties des complexes en jeu dans la formation 

et/ou la stabilité des filaments Rad51 nous a permis également d’initier l'analyse du ou des 

rôle(s) des paralogues de Rad51 dans la réparation soit des CDB, soit des brèches simple-brin. 

Les résultats obtenus au travers de nos différentes expériences nous ont permis de 

dégager plusieurs concepts. Tout d’abord, nous avons montré que l’intégrité du complexe 

Rad55-Rad57 est requise pour l’ensemble de ses fonctions. D’autre part, à la différence du 

complexe Rad55-Rad57, nous n’avons observé aucune évidence concernant un rôle potentiel 

du complexe SHU dans la réparation des CDB. Cependant, nous avons confirmé l’implication 

du complexe SHU dans les mécanismes de DDT, bien que les phénotypes des mutants du 

complexe SHU soient partiels en comparaison aux phénotypes du mutant rad55Δ. Enfin, nous 

avons pu mettre en évidence l’implication de l’interaction entre le complexe Rad55-Rad57 et 

la recombinase Rad51 dans la protection du filament face à l’activité déstabilisatrice de 

l’hélicase anti-recombinase Srs2. De plus, nous avons démontré que le complexe Rad55-Rad57 

collabore avec la protéine médiatrice Rad52 dans cette fonction de protection des filaments 

Rad51. 
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Résultats 
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I. Modèle structural des complexes de paralogues de Rad51 en 

association avec Rad51 (Etabli par Raphaël Guérois) 

La structure du complexe SHU a déjà été décrite (S. Zhang et al., 2017) tandis qu’une 

structure du complexe Rad55-Rad57 prédite par AlphaFold a récemment été publiée 

(Humphreys et al., 2021). De plus, une interaction entre Rad55-Rad57 et Rad51 a été modélisée 

dans cette même publication, ainsi que l’interaction entre CX3 et RAD51. Cependant, aucun de 

ces modèles n’est supporté par des analyses fonctionnelles. Par ailleurs, une interaction entre la 

sous-unité Csm2 du complexe SHU et Rad55 a été décrite (S. Godin et al., 2013). Pour mieux 

comprendre le rôle des paralogues de Rad51 dans l’installation du filament Rad51 chez la 

levure, nous avons généré à l’aide du logiciel AlphaFold2 un modèle des paralogues de Rad51 

en interaction avec Rad51 (Figure R1). Pour cela, les séquences des protéines d'intérêt ont été 

extraites de la base de données Uniprot (The UniProt Consortium, 2021). Ces séquences ont été 

utilisées comme entrée du programme de recherche d'homologie mmseqs2 (Steinegger & 

Söding, 2017) pour générer un alignement de séquences multiples (ASM) par rapport à la base 

de données UniRef30. Un soin particulier a été apporté à la sélection des orthologues à partir 

d’un ASM des protéines. De ce fait, les homologues des protéines d'entrée partageant moins de 

35 % d'identité de séquence avec leur requête respective ont été écartés. Les homologues dont 

la couverture de la région alignée de leur requête est inférieure à 50 % ont également été écartés. 

Dans chaque ASM, si plusieurs homologues appartiennent à la même espèce, seul celui qui 

partage la plus grande identité de séquence avec la requête a été conservé.  Les séquences 

complètes des orthologues ont été récupérées et réalignées avec le programme mafft (Katoh & 

Standley, 2013). Pour modéliser la structure des différents complexes, les ASM correspondants 

ont été concaténés. Dans les ASM concaténés, lorsque les homologues des différentes sous-

unités appartiennent à la même espèce, ils ont été alignés de manière appariée, sinon ils ont été 

laissés non appariés. Les ASM concaténés ont été utilisés comme entrée pour générer 5 modèles 

structuraux pour chacun des différents complexes en utilisant une version locale de l'interface 

ColabFold v1.5.2 (Mirdita et al., 2022), exécutant 3 itérations de l'algorithme Alphafold2 v2. 

3.1 (Jumper et al., 2021) entraîné sur l'ensemble de données de multimères (R. Evans et al., 

2021). Les cinq meilleurs modèles de chaque complexe ont convergé vers des conformations 

très similaires et ont obtenu de bons scores de confiance et de qualité avec des pTMscores et 

des ipTMscores supérieurs à 0,7. Les graphiques et analyses moléculaires ont été réalisés avec 

le programme de visualisation moléculaire UCSF ChimeraX (Pettersen et al., 2021). 
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Figure R1. Modèle structural de l’association des complexes de paralogues de Rad51, SHU et 

Rad55-Rad57, à l’extrémité 5’ des filaments Rad51. 

 

Le modèle présenté en figure R1 montre un alignement des paralogues de Rad51 en 

interaction avec l’extrémité 5’ du filament Rad51. Dans ce modèle, le complexe SHU interagit 

avec la sous-unité Rad55 du complexe Rad55-Rad57, tandis que la sous-unité Rad57 de ce 

même complexe interagit avec Rad51. La région N-terminale non conservée de Rad51 sort du 

filament et n’est pas impliquée dans l’interaction avec Rad57. La superposition de 

l’hétérodimère Rad55-Rad57 avec un dimère de Rad51 montre que l’interaction entre Rad55 et 

Rad57 se fait au travers des régions conservées et montre également des boucles internes qui 

ne sont pas impliquée dans la formation du complexe Rad55-Rad57 (Figure R2). Nous avons 

désormais un outil puissant pour aller définir des résidus impliqués dans les différentes 

interactions et comprendre leur(s) fonction(s) dans la RH. 

 

Figure R2. Comparaison du complexe Rad55-Rad57 avec un dimère de Rad51. 

(A) Modèle structural du complexe Rad55-Rad57 (à gauche) et d’un dimère de Rad51 (à droite). 

(B) Superposition des deux modèles structuraux précédents. Les régions internes spécifiques de Rad55-

Rad57 sortent des structures globulaires. 
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II. La formation du complexe Rad55-Rad57 est essentielle pour la 

stabilisation des filaments nucléoprotéiques Rad51 et leur protection 

contre l’anti-recombinase Srs2 

 

1) Validation de l’interface entre Rad55 et Rad57 par la technique du double-

hybride 

  

Le modèle généré à l’aide d’AlphaFold2 peut être testé in vivo à l’aide de la technique 

du double-hybride. Cette technique permet d’observer de manière indirecte des interactions 

protéine-protéine (Chien et al., 1991). Le système double-hybride sur lequel est basé notre 

étude, utilise la souche de levure CTY10-5d et les plasmides pBTM116 et pACT2 (voir 

Matériels et Méthodes). Une activité de la β-galactosidase est détectée dans les co-

transformants et dans les deux sens : pBTM116-Rad55 + pACT2-Rad57 ou pBTM116-Rad57 

+ pACT2-Rad55 (Figure R4). Lorsqu’un plasmide vide est utilisé lors de la co-transformation 

(par exemple, pBTM116 + pACT2-Rad57), aucune activité n’est détectée, indiquant ainsi que 

cette activité est bien le résultat de l’interaction entre Rad55 et Rad57. Notre test double-hybride 

peut donc être utilisé pour étudier l’impact de mutations définies d’après le modèle du complexe 

Rad55-Rad57 généré à l’aide d’AlphaFold2. Le modèle montre une large surface d’interaction 

entre Rad55 et Rad57. Rad57 englobe Rad55 d’une part, via le cœur conservé de la protéine et 

d’autre part, au travers de son domaine N-terminal non-conservé de 95 acides aminés (Figure 

R3A). La délétion de cette région N-terminale de Rad57 entraine la perte du signal double-

hybride, indiquant ainsi la participation de ce domaine dans l’interaction entre Rad55 et Rad57 

(Figure R4B ; voir également le paragraphe suivant). Pour tester l’interface entre les deux 

régions conservées de Rad55 et Rad57, des résidus situés à l’interface et peu conservés ont été 

ciblés par mutagenèse dirigée. 

La logique du choix des mutations consiste à identifier des acides aminés dont les 

chaines latérales sont suffisamment exposées pour ne pas risquer d’être délétère au repliement 

de la protéine et qui soient impliquées dans des interactions les plus favorables possibles avec 

la protéine partenaire. Les substitutions perturbatrices sont soit des changements de polarité 

(hydrophobe vs. polaire), soit des inversions de charge. En fonction du contexte local, il est 

possible d’optimiser des substitutions impossibles à compenser par les chaines latérales du 

voisinage et qui donc entraineront une perte d’interaction. Les substitutions ‘inversion de 

charge’ peuvent donner lieu à des substitutions compensatoires. Pour que les substitutions 
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compensatoires fonctionnent, il faut généralement que la position mutée ne soit pas trop enfouie 

et que la paire électrostatique visée ne soit pas trop impliquée dans un réseau dense. Le choix 

des positions peut être aussi modulé par les propriétés évolutives dans les espèces proches. 

Ainsi, une position « moyennement » conservée peut être le reflet d’une chaine latérale 

importante ayant subi une pression de sélection relative. Une position trop conservée indique 

que cette position ne peut être mutée et qui pourrait par ailleurs, être délétère pour la stabilité 

de la sous-unité indépendamment de la coévolution de la protéine partenaire. 

 

 

Figure R3. Modèle in silico du complexe Rad55-Rad57 généré à l’aide du logiciel AlphaFold2. 

(A) Représentation schématique de l’hétérodimère formé des protéines paralogues de Rad51, Rad55 et 

Rad57. Les résidus prédits comme étant impliqués dans l’interaction entre les deux protéines 

paralogues sont représentés sous forme de sphères. Les régions spécifiques N-terminale et C-

terminale de chacune des protéines sont entourées. 

(B) Vue agrandie de l’interface Rad55-Rad57 mettant en évidence les résidus Rad55-F80 et Rad55-

D143 situés en face de l’hélice α 240-264 de Rad57 contenant le résidu Rad57-R252. 

(C) Vue agrandie de l’interface Rad55-Rad57 mettant en évidence le résidu Rad57-L390 situé en face 

du feuillet β 234-236 de Rad55. 



 
 

98 

Nous avons choisi de muter les résidus Phe80 (F80) et Asp143 (D143) de Rad55. Ces 

deux résidus seraient, d’après le modèle, en contact direct avec une hélice α de 15 acides aminés 

de Rad57 de la position 240 à la position 264 (Figure R3B). En accord avec le modèle, la 

mutation Rad55-F80E provoquant le changement de l’acide aminé aromatique phénylalanine 

en glutamate, conduit à la perte totale du signal double-hybride (Figure R4A). La mutation 

Rad55-D143K, conduisant au remplacement d’un glutamate en une lysine chargée 

positivement, entraine une perte partielle du signal double-hybride, indiquant la participation 

de D143 dans l’interaction avec Rad57. Une lysine à la position 143 de Rad55 est en conflit 

avec une arginine, également chargée positivement, en position 252 (R252) de Rad57 située 

dans l’hélice α en interaction avec Rad55 (Figure R3B). Ce conflit pourrait être à l’origine de 

la perte d’interaction observée. Nous pouvons donc prédire que le changement de Rad57-R252 

en glutamate pourrait restituer le signal double-hybride partiellement perdu avec la mutation 

Rad55-D143K. En accord avec notre prédiction, la perte d’interaction due à la mutation Rad55-

D143K est bien compensée par la mutation Rad57-R252D (Figure R4A). Enfin, nous avons 

également ciblé par mutagenèse le résidu Leu390 de Rad57 pour le remplacer par un glutamate 

(Rad57-L390E). Ce résidu est proche d’un petit feuillet β de Rad55, LKS, de la position 234 à 

la position 236 et pourrait donc interagir avec ce motif (Figure R3C). Effectivement, nous 

avons observé une perte complète du signal double-hybride avec la protéine mutante Rad57-

L390E (Figure R4A). Ainsi, nos tests double-hybride sont en accord avec le modèle structural 

de l’hétérodimère Rad55-Rad57 généré à l’aide d’AlphaFold2. Nos tests ont permis également 

l’identification de mutations de pertes complètes ou partielles d’interaction entre les deux 

protéines. L’étude génétique et moléculaire de ces nouvelles mutations permettra de déterminer 

l’importance de la formation du complexe dans le rôle que Rad55 et Rad57 jouent dans la 

formation des filaments Rad51. 

Le modèle structural ainsi que les mutations qui entrainent une perte du signal double-

hybride suggèrent que les résidus mutés sont à l’interface entre Rad55 et Rad57 et participent 

aux interactions entre les deux protéines. Cependant, une mutation pourrait également 

engendrer un dépliement complet de la protéine sans pour autant affecter un résidu impliqué 

dans l’interaction. Nous montrerons plus loin que Rad55-F80E est toujours capable d’interagir 

avec la sous-unité Csm2 du complexe SHU. Cette protéine est donc toujours présente malgré 

la mutation. En revanche, nous n’avons aucun signal double-hybride impliquant Rad57 en 

dehors de Rad55. Ainsi, nous n’avons pas d’assurance quant à la présence de la protéine Rad57-

L390E. Pour lever en partie cette incertitude, nous avons intégré les mutations au locus de 

RAD55 et RAD57 puis nous avons ajouté la séquence du peptide FLAG à l’extrémité 3’ des 
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deux gènes. Par Western Blot et à l’aide d’un anticorps anti-FLAG, nous avons pu vérifier la 

présence des protéines Rad55 et Rad57 sauvages et mutées (Figure R4C) dans les différents 

extraits protéiques cellulaires. Les mutations n’entrainent donc pas la dégradation prématurée 

des protéines, suggérant de fait leur présence sous leur forme repliée.  

 

 

 

 

Figure R4. Impact des mutations de Rad55 et Rad57 sur l’intégrité du complexe et sur l’expression 

des protéines dans les cellules. 

(A) Activité β-gal des différents mutants ponctuels d’interaction de Rad55 et Rad57. L'activité β-gal 

d'au moins quatre co-transformants indépendants est donnée pour chaque transformation désignée 

en abscisse par le nom des deux protéines testées. Les ronds blancs indiquent l'absence d'activité ; 

les ronds rouges indiquent une activité et donc une interaction entre les deux partenaires ; des ronds 

roses indiquent une baisse importante mais non complète de l'interaction.  

(B) Activité β-gal des différentes régions spécifiques de Rad55 et Rad57. 

(C) Analyse par Western blot de l’expression des protéines sauvages et mutantes de Rad55 et Rad57 

intégrées au génome. Afin d’être détectée, les protéines sauvages et mutantes ont été tagguées avec 

un épitope FLAG. La souche contrôle correspond à la souche sauvage ne contenant pas de protéine 

tagguée. 

 

 

 



 
 

100 

2) Les extrémités N-terminale et C-terminale non-conservées de Rad55 ne 

participent pas à l’interaction avec Rad57 

 

Chacune des trois protéines Rad51, Rad55 et Rad57 possèdent une extrémité N-

terminale spécifique non-conservée. L’extrémité N-terminale de Rad51 est formée d’une 

première chaine non-structurée d’une soixantaine d’acides aminés, suivie d’une hélice α de la 

position 63 à la position 76. La partie N-terminale de Rad51 n’est pas inclue dans la structure 

résolue du filament Rad51 de la levure parue en 2004 (Conway et al., 2004). Le modèle généré 

avec AlphaFold2 ne semble pas indiquer la participation de la partie N-terminale de Rad51 dans 

l’établissement du filament (Figure R1). La partie N-terminale pourrait jouer un rôle régulateur 

dans le temps de vie de la protéine au travers d’un motif d’interaction avec la kinase Mec1 

(Woo et al., 2020). La partie N-terminale de Rad57 comprend 95 acides aminés formant un 

domaine structuré indépendant de la région conservée de Rad57 (Figure R3A). Ce domaine est 

impliqué dans l’interaction avec Rad55 et sa délétion entraine la perte totale du signal double-

hybride (Figure R4B). La partie N-terminale de Rad55 est plus courte que celles de Rad51 et 

Rad57. Elle est composée d’une douzaine d’acides aminés formant un court feuillet β ainsi 

qu’une courte hélice α. Cette petite structure se détache de la structure globulaire conservée et 

se trouve à l’opposé du domaine d’interaction de Rad55 avec Rad57 (Figure R3A). En accord 

avec le modèle, la délétion des 12 premiers acides aminés de Rad55 n’affecte pas le signal 

double-hybride qui témoigne de l’interaction avec Rad57 (Figure R4B). Ce résultat indique 

également que les 12 premiers acides aminés ne participent pas au repliement de Rad55 

nécessaire pour l’interaction avec Rad57. De plus, la protéine Rad55-Δ12Nter est détectée par 

Western Blot (Figure R4C). Par ailleurs, Rad55 comprend une longue extrémité C-terminale 

non conservée et, selon l’analyse par AlphaFold2, non repliée et non structurée. Ainsi, cette 

extrémité ne semble pas participer à l’interaction avec Rad57 (Figure R3A). Nos tests double-

hybride montrent en effet, qu’en absence des 48 derniers acides aminés de Rad55, l’interaction 

entre Rad55 et Rad57 n’est pas perturbée (Figure R4B). Une délétion des 71 derniers acides 

aminés entraine la perte des deux dernières hélice α de Rad55 en position 339-344 et 351-353 

de la protéine. Cette délétion entraine une perte complète du signal double-hybride (Figure 

R4B) bien que les deux dernières hélices α de Rad55 ne soient pas positionnées à l’interface 

avec Rad57. Ces deux hélices participeraient donc plus probablement au repliement global de 

Rad55 qui lui permet d’interagir avec Rad57. 
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3) La formation du complexe Rad55-Rad57 détermine la fonction de Rad55 et 

de Rad57 dans la réparation des cassures double-brin de l’ADN 

 

Nous avons identifié des mutations qui entrainent une perte d’interaction entre Rad55 

et Rad57 soit complète (Rad55-F80E, Rad57-L390E) soit partielle (Rad55-D143K). Nous 

pouvons donc étudier la réparation des cassures double-brin (CDB) pour la première fois dans 

un contexte où les deux protéines sont présentes mais n’interagissent plus entre elles. Seules les 

propriétés biochimiques du complexe Rad55-Rad57 ont été étudiées (Sung, 1997b; J. Liu et al., 

2011). Nous ne savons pas si les protéines seules sont capables de se lier à l’ADN simple-brin 

(ADNsb), ni si Rad55 est capable d’hydrolyser l’ATP en dehors du complexe. Il est 

envisageable que la fixation simultanée des deux protéines sur l’ADNsb ait un effet positif sur 

la formation du filament Rad51, même en absence du complexe. De plus, Rad55-F80E est 

toujours capable d’interagir avec le complexe SHU (voir Résultats, section III) et, d’après le 

modèle, Rad57-L390E est toujours capable d’interagir avec Rad51. Pour ces différentes raisons, 

les mutations que nous avons isolées pourraient être associées à des phénotypes moins 

prononcés que ceux associés aux délétions complètes des gènes. 

Les mutants haploïdes rad55Δ et rad57Δ montrent une grande sensibilité au 

méthanesulfonate de méthyle (MMS), un agent alkylant provoquant des dommages à l’ADN 

(Figure R5A). L’étude de la sensibilité au MMS permet donc une première approche simple 

pour déterminer si les nouvelles mutations sont associées à des phénotypes semblables aux 

délétions des gènes. Les mutants rad55-F80E et rad57-L390E présentent une sensibilité au 

MMS semblable aux mutants rad55Δ et rad57Δ. Ainsi, bien que les protéines soient présentes, 

la perte d’interaction entre Rad55 et Rad57 ne permet plus aux cellules de réparer efficacement 

les dommages à l’ADN induits par le MMS. De manière intéressante, le mutant rad55-D143K 

est à peine sensible au MMS comparé à la souche sauvage. La perte partielle d’interaction avec 

Rad55-D143K, observée par double-hybride (Figure R4A), pourrait conduire à une baisse de 

la concentration cellulaire du complexe Rad55-Rad57 permettant cependant toujours une 

formation efficace de nucléofilaments Rad51. 
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Figure R5. Effet des mutants ponctuels de perte d’interaction du complexe Rad55-Rad57 sur la 

sensibilité au MMS et sur la réparation des CDB de l’ADN. 

(A) Analyse de la sensibilité des cellules haploïdes, dont le génotype est indiqué sur la gauche des 

images, sur un milieu riche (YPD) contenant des concentrations croissantes de MMS.  

(B) Survie cellulaire après exposition aux rayonnements γ dans un contexte haploïde. Les données 

présentées correspondent à la moyenne d'au moins trois expériences indépendantes. 

(C) Représentation schématique du système de CDB induite par HO et réparable par conversion 

génétique entre deux copies MAT situées sur les chromosomes III et V. La viabilité cellulaire après 

induction d'une CDB est représentée par la moyenne d'au moins trois expériences indépendantes. 
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Les rayonnements ionisants induisent des CDB de l’ADN prises en charge par la 

recombinaison homologue (RH) pour leur réparation soit entre chromosomes homologues soit 

entre chromatides sœurs, notamment dans les cellules haploïdes. Chez la levure, une souche 

mutante haploïde rad51Δ est extrêmement sensible aux rayonnements γ (e.g. Chanet et al., 

1996). Les mutants haploïdes rad55Δ et rad57Δ sont bien moins sensibles que les mutants 

rad51Δ, indiquant ainsi une réparation par RH toujours possible dans ces mutants. Les mutants 

rad55Δ et rad57Δ sont toutefois bien plus sensibles que la souche sauvage ce qui implique une 

installation défectueuse des filaments Rad51 dans ces mutants (Figure R5B, avec l’aide de 

Laurent Maloisel). Les mutants rad55-F80E et rad57-L390E présentent exactement la même 

sensibilité aux rayonnements γ que les mutants nuls (Figure R5B). Ce résultat, comparable à 

la sensibilité au MMS de ces même mutants, démontrent clairement que l’intégrité du complexe 

Rad55-Rad57 est essentielle pour la réparation des CDB induites aux rayonnements γ. Le 

mutant rad55-D143K ne présente aucune sensibilité aux rayonnements γ. L’installation des 

filaments Rad51 ne semble donc pas compromise dans ce mutant bien qu’une perte partielle 

d’interaction entre Rad55 et Rad57 ait été observée en double-hybride. 

Nous avons également regardé la réparation d’une CDB induite par l’endonucléase HO 

dont le gène est soumis au promoteur GAL. Dans ce système, la présence de galactose entraine 

l’expression du gène HO. L’endonucléase HO reconnait une séquence au locus MATα sur le 

chromosome III et induit une CDB. Une séquence MATa-inc sur le chromosome V est en partie 

homologue à MATα et permet la réparation de la CDB par recombinaison ectopique (Figure 

R5C). La conversion de MATα vers MATa-inc au cours du processus élimine la séquence du 

site de reconnaissance de HO. La survie des cellules sur galactose reflète l’efficacité de la 

réparation de la CDB induite par HO. Tandis que 80% des cellules de la souche sauvage 

survivent à la cassure, les mutants rad55Δ et rad57Δ montrent une survie à 20%. Une réparation 

existe donc toujours dans ces mutants, contrairement au mutant rad51Δ pour lequel moins de 

1% des cellules survivent à la CDB. Les fréquences de survie des mutants rad55-F80E et rad57-

L390E sont diminuées de moitié comparées à la fréquence de survie de la souche sauvage mais 

sont toutefois plus élevées que celles observées avec les mutants nuls (Figure R5C). Deux 

hypothèses sont envisageables pour expliquer cette différence : (i) soit la perte totale 

d’interaction observée en double-hybride avec ces deux mutations n’est en réalité que partielle, 

des hétérodimères Rad55-Rad57 sont toujours présents dans ces mutants et permettent une 

meilleure réparation que dans les mutants nuls ; (ii) soit les deux protéines n’interagissent plus, 

mais leur présence simultanée à la CDB permet une formation du filament Rad51 plus efficace 

que celle obtenue avec une seule protéine du complexe. Cet effet partiel des mutants rad55-
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F80E et rad57-L390E n’est observé qu’en présence d’une CDB unique et non pas en présence 

de dommages multiples et variés (CDB, brèches simple-brin de l’ADN induites par le MMS et 

les rayonnements γ). L’ensemble des résultats montrent cependant clairement que l’intégrité du 

complexe Rad55-Rad57 est requise pour une réparation optimale des CDB. Cependant, le 

mutant rad55-D143K ne montre aucune sensibilité à la CDB induite par HO. Une 

déstabilisation partielle du complexe n’est donc pas suffisante pour diminuer la fréquence de 

réparation d’une CDB. Ce résultat est en accord avec la résistance au MMS et aux rayonnements 

γ du mutant rad55-D143K. 

 

4) La formation du complexe Rad55-Rad57 est requise pour le recrutement de 

Rad51 à une CDB 

 

La réparation d’une CDB est moins efficace en absence de Rad55 ou de Rad57 et dans 

les mutants rad55-F80E et rad57-L390E. La formation du filament Rad51 est donc 

probablement affectée dans ces mutants. Pour conforter cette hypothèse moléculairement, nous 

avons analysé le recrutement de Rad51 au niveau d’une CDB induite par HO et réparable par 

SSA à l’aide d’une séquence homologue située à 25 kb de la cassure (Figure R6A). La 

réparation nécessite la formation de longues extrémités 3’ simple-brin avant que les régions 

homologues puissent s’apparier. Ainsi, dans ce système, nous pouvons suivre le recrutement de 

Rad51 sur une période de plusieurs heures par immunoprécipitation de la chromatine (ChIP ; 

Figure R6B). Nous avons suivi le recrutement de Rad51 à 0,6 kb de la CDB ainsi qu’à 7,6 kb. 

Le recrutement de Rad51 est bien plus fort à 0,6 kb de la CDB qu’à 7,6 kb, indiquant une 

étendue restreinte des filaments Rad51, ou bien une persistance plus longue des filaments 

proche de la CDB. En accord avec cette dernière hypothèse, Rad51 est plus facilement 

observable à 7,6 kb de la CDB lorsque Srs2 est absente. Une forte baisse du recrutement de 

Rad51 est observée dans le mutant rad55Δ et une baisse équivalente est observée dans le mutant 

rad55-F80E (Figure R6B). Le défaut de réparation des CDB dans ces mutants est donc bien 

associé à une formation défectueuse des filaments Rad51. De plus, l’intégrité du complexe 

Rad55-Rad57 est requise pour cette formation : la présence des deux protéines n’interagissant 

plus entre elles, ne permet pas l’assemblage correct des filaments Rad51. 

 Le complexe Rad55-Rad57 protège directement ou indirectement les filaments Rad51 

contre leur déstabilisation par Srs2 (J. Liu et al., 2011; Roy et al., 2021). Le défaut de 

recrutement de Rad51 dans les mutants rad55Δ et rad55-F80E pourrait donc être la 

conséquence d’une perte de protection contre Srs2. Pour tester cette hypothèse, nous avons 
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étudié le recrutement de Rad51 dans des souches srs2Δ (Figure R6B). Le recrutement de Rad51 

est augmenté aussi bien à 0,6 kb qu’à 7,6 kb de la CDB en absence de Srs2. Ce résultat confirme 

le rôle déstabilisateur de Srs2 sur les filaments Rad51. Étonnamment, le recrutement de Rad51 

dans les souches srs2Δ rad55Δ et srs2Δ rad55-F80E reste très faible : la délétion de SRS2 ne 

supprime pas le défaut de recrutement de Rad51 dans le mutant rad55Δ ni dans le mutant rad55-

F80E. Le complexe Rad55-Rad57 est donc requis pour l’installation du filament Rad51, 

indépendamment de son rôle de protection contre Srs2. 

 

Figure R6. Etude de l’enrichissement de Rad51 à une CDB induite par l’endonucléase HO par 

ChIP dans un système de réparation par SSA. 

(A) Représentation schématique du système de réparation d’une CBD induite par HO par la voie SSA 

entre deux répétitions tronquées du gène LEU2 situées à 25kb l’une de l’autre.  

(B) L'enrichissement relatif de Rad51 a été évalué par qPCR à 0,6 ou 7,6 kb de la CDB induite par HO 

et au locus ARG5,6 non coupé aux temps indiqués (heures). La valeur médiane (n ≥ 2) est indiquée 

et les barres d'erreur représentent les valeurs supérieures et inférieures mesurées. L'analyse 

statistique a été faite à partir du test exact de Fisher, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 ; seules les 

différences significatives sont indiquées. 
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5) La formation du complexe Rad55-Rad57 est requise pour la protection des 

filaments Rad51 contre Srs2 

 

 L’installation du filament Rad51 à une extrémité 3’ simple-brin au niveau d’une CDB 

nécessite le complexe Rad55-Rad57. Ce résultat illustre vraisemblablement le rôle de médiateur 

de ce complexe qui ne peut être compensé par la présence de Rad52. Étonnamment, le défaut 

d’installation de Rad51 observé dans notre système SSA (Figure R6A) n’est pas associée à une 

diminution drastique de la réparation de la CDB dans notre système de recombinaison ectopique 

(Figure R5C). De plus, les filaments installés dans les mutants rad55Δ et rad55-F80E ne 

semblent pas être sensibles à l’activité de Srs2 puisqu’en absence de Srs2, le recrutement de 

Rad51 n’est pas plus efficace (Figure R6B). Notre laboratoire a démontré un rôle protecteur de 

Rad52 des filaments Rad51 contre Srs2 (E. Ma et al., 2018). Nous pouvons alors proposer que 

dans le système SSA, mais également dans le système de recombinaison ectopique, Rad52 

protège toujours les filaments Rad51 formés en absence du complexe Rad55-Rad57 et donc, 

permet une réparation des CDB. Cette réparation reste toutefois moins efficace que dans les 

cellules sauvages (Figure R5C). Nous notons que l’observation in vitro de la protection des 

filaments Rad51 par Rad55-Rad57 s’est faite en absence de Rad52 (J. Liu et al., 2011). 

Contrairement à nos observations faites par ChIP sur le recrutement de Rad51 sur une 

CDB, les souches rad55Δ et rad57Δ sont sensibles aux rayonnements γ et cette sensibilité 

dépend de l’activité de Srs2 puisque les double mutants rad55Δ srs2Δ et rad57Δ srs2Δ ne sont 

plus sensibles (Liu et al., 2011 ; Figure R7). Ce résultat illustre la protection in vivo des 

filaments Rad51 contre Srs2 par le complexe Rad55-Rad57, observée également in vitro (J. Liu 

et al., 2011). La réponse aux irradiations ou bien la nature et/ou l’accumulation des dommages 

après irradiations pourraient être responsables de la différence observée avec la formation de 

filaments Rad51 au niveau d’une CDB unique. Quoiqu’il en soit, les mutants rad55-F80E et 

rad57-L390E présentent la même sensibilité aux rayons γ que celles des mutants nuls et cette 

sensibilité est dépendante de l’activité de Srs2 (Figure R7). Nous pouvons donc proposer que 

le rôle protecteur de Rad55-Rad57 contre l’activité de Srs2 nécessite la formation du complexe. 
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Figure R7. L’intégrité du complexe Rad55-Rad57 est requise pour la protection des filaments 

Rad51 contre l’activité déstabilisatrice de Srs2. 

(A) Survie cellulaire après exposition aux rayons γ des souches haploïdes Rad55 sauvage et mutante en 

présence ou en absence de Srs2.  

(B) Survie cellulaire après exposition aux rayons γ des souches haploïdes Rad57 sauvage et mutante en 

présence ou en absence de Srs2.  

Les données présentées correspondent à la moyenne d'au moins trois expériences indépendantes. 

 

 

6) La formation du complexe Rad55-Rad57 est requise pour la réparation 

post-réplicative des brèches simple-brin de l’ADN 

 

Une étude récente au laboratoire a révélé un rôle essentiel pour Rad55-Rad57 dans la 

réparation des brèches ADN simple-brin post-réplicatives. Ainsi, la recombinaison induite par 

les UV est diminuée très fortement chez les mutants rad55Δ et rad57Δ. De plus, les cellules 

dépourvues de Polζ et déficientes pour la réparation des dimères de pyrimidines induits aux UV, 

deviennent hypersensibles aux UV en absence de Rad55. Enfin, les foyers RPA induits en phase 

S après irradiations aux UV et indiquant la présence de brèches ADN simple-brin, persistent 

plus longtemps dans le mutant rad55Δ que dans la souche sauvage (Maloisel et al., 2023). 

Rad55-Rad57 assure trois fonctions dans la réparation des brèches simple-brin : (i) l’installation 

du filament Rad51, (ii) la protection du filament contre Srs2 et (iii) la compétition pour la prise 

en charge des brèches avec les polymérases translésionnelles (Maloisel et al., 2023). Pour 

déterminer si ces trois fonctions dépendent du complexe, ou bien si la présence de Rad55 et de 

Rad57 ne pouvant plus interagir pourrait cependant suffire, nous avons choisi d’étudier la 

réponse aux UV du mutant rad55-F80E dans lequel l’interaction entre Rad55 et Rad57 est 

compromise. 
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Figure R8. L’intégrité du complexe Rad55-Rad57 joue un rôle majeur dans la RH UV-induite. 

(A) Survie cellulaire après exposition aux rayons UV dans un contexte diploïde. Les données présentées 

correspondent à la moyenne d'au moins trois expériences indépendantes. 

(B) Représentation schématique du système génétique utilisé pour mesurer la recombinaison hétéro-

allélique spontanée au locus ARG4. 

(C) Fréquence de recombinants Arg+ après exposition aux rayons UV des cellules diploïdes Rad55 

sauvage et mutante. 

(D) Fréquence de recombinants Arg+ après exposition aux rayons UV des cellules diploïdes Rad55 

sauvage et mutante en absence de Srs2. 

(E) Survie cellulaire après exposition aux rayons UV en absence de Rev3 dans un contexte haploïde. 

 

Le mutant rad55-F80E ne présente aucune sensibilité aux UV (Figure R8A, avec l’aide 

de Laurent Maloisel). Pour étudier plus en détail la réparation par RH des dommages à l’ADN 

induits par les UV, nous avons utilisé deux hétéroallèles de ARG4 (arg4-RV et arg4-Bg) au locus 

du gène sur le chromosome VIII. Les allèles arg4-RV et arg4-Bg correspondent à une délétion 

de deux paires de bases et d’une insertion de quatre paires de bases, respectivement, et ne 

révertent pas spontanément. Seule la recombinaison entre les deux allèles permet de restituer 

un allèle sauvage d’ARG4, principalement par conversion génique d’une mutation sur les deux 

(Figure R8B) (Coïc et al., 2000). Les fréquences de recombinants Arg+ induits après 

différentes doses d’UV sont fortement diminuées dans le mutant rad55-F80E (Figure R8C). 

Comme observé dans le mutant rad55Δ, cette diminution est indépendante de Srs2 puisque les 

fréquences de recombinants Arg+ UV-induits dans le double mutant rad55-F80E srs2Δ sont 



 
 

109 

rigoureusement similaires à celles observées dans le mutant simple rad55-F80E (Figure R8D). 

La diminution de la recombinaison hétéoallèlique UV-induite dans le mutant rad55-F80E 

suggère donc que la recombinaison est déficiente dans ce mutant. Pour tester cette hypothèse, 

nous avons étudié la sensibilité aux UV de cellules dépourvues de la polymérase 

translésionnelle Polζ. Les cellules mutantes rev3Δ ne codent plus la sous-unité catalytique de 

Polζ et montrent une sensibilité aux UV (Figure R8E). Nous observons que la survie des 

cellules mutantes rev3Δ aux UV est très fortement diminuée dans le contexte rad55-F80E 

(Figure R8E). Ce résultat montre d’une part, que la survie des cellules rev3Δ aux UV dépend 

de la recombinaison homologue et d’autre part, que cette recombinaison n’est plus effective 

dans le mutant rad55-F80E. 

Pour suivre moléculairement la réparation des brèches simple-brin post-réplicatives, 

nous avons analysé l’apparition de foyers RPA par microscopie à fluorescence à l’aide de la 

construction Rfa1-YFP (voir Matériels et Méthodes). Des cellules haploïdes arrêtées en phase 

G1 du cycle sont soumises à une irradiation UV de 60 J/m2 (Figure R9A, avec l’aide de Laurent 

Maloisel). Les cellules irradiées maintenues en G1 ne montrent pas d’augmentation des foyers 

RPA (Maloisel et al., 2023). Les cellules non-irradiées relâchées en phase S montrent une 

augmentation modérée des foyers RPA (Maloisel et al., 2023 ; Figure R9B). Remarquablement, 

les cellules irradiées relâchées en phase S montrent une très forte augmentation des foyers RPA 

(Figure R9C). Ces résultats indiquent la présence de brèches simple-brin issues de blocages de 

fourches de réplication induits par les UV (R. P. Wong et al., 2020; Maloisel et al., 2023). Ces 

foyers disparaissent rapidement dans une souche sauvage (Figure R9C). Nous observons que 

les fréquences de cellules montrant des foyers RPA en absence d’irradiation UV sont plus 

élevées avec la souche mutante rad55-F80E qu’avec les cellules sauvages (Figure R9B vs. 

R9D). Cette observation est intéressante puisque la même observation a été faite avec les 

cellules rad55Δ (Maloisel et al., 2023). Ce résultat suggère des défauts réplicatifs en absence 

de Rad55 (rad55Δ) mais également en absence du complexe (rad55-F80E). Par ailleurs, nous 

observons que les foyers RPA induits après une irradiation aux UV persistent dans la souche 

rad55-F80E et ne présentent donc pas la même cinétique de résolution que dans les cellules 

sauvages (Figure R9C vs. R9E). Ainsi, bien que le mutant rad55-F80E ne présente aucune 

sensibilité aux UV, l’analyse des foyers RPA indique cependant un retard dans la prise en charge 

des brèches simple-brin. Ce résultat est identique à ce qui est observé avec la souche rad55Δ 

(Maloisel et al., 2023). Finalement, nous avons également regardé la présence des foyers RPA 

dans le double mutant rad55-F80E rev3Δ. Le simple mutant rev3Δ présente le même retard 

dans la résolution des foyers RPA induits aux UV que le mutant rad55Δ (Figure R9G). Le 
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double mutant rad55-F80E rev3Δ présente deux phénotypes remarquables. La moitié des 

cellules non-irradiées montrent au moins un foyer RPA (Figure R9H). Ce phénotype est 

similaire à celui présenté par le double mutant rad55Δ rev3Δ (Maloisel et al., 2023). Il suggère 

que les voies de prise en charge des brèches simple-brin contrôlées par Polζ et par la RH sont 

abolies dans ces mutants, y compris dans le mutant rad55-F80E. La perte de ces deux voies 

génère une instabilité réplicative observée sans dommages induits à l’ADN. Le deuxième 

phénotype du double mutant rad55-F80E rev3Δ est l’absence complète de résolution des foyers 

RPA induits aux UV dans les quatre heures suivant l’irradiation (Figure R9I). Ce résultat 

montre que la recombinaison est largement déficiente dans le mutant rad55-F80E pour la prise 

en charge des brèches simple-brin. 

Pour déterminer le rôle de Srs2 dans la perte de la RH dans le mutant rad55-F80E, il 

nous reste à déterminer la sensibilité aux UV du triple mutant rad55-F80E rev3Δ srs2Δ et la 

comparer à celle du double mutant rad55-F80E rev3Δ. En effet, le triple mutant rad55Δ rev3Δ 

srs2Δ est plus résistant que le double mutant rad55Δ rev3Δ. Ce résultat a permis de proposer 

que le complexe Rad55-Rad57 protégeait les filament Rad51 contre Srs2 également sur les 

brèches simple-brin (Maloisel et al., 2023). Quoiqu’il en soit, les données obtenues jusqu’à 

présent indiquent que les phénotypes associés à rad55-F80E sont identiques à ceux associés au 

mutant nul. Ainsi, la formation du complexe Rad55-Rad57 serait donc bien essentielle pour les 

trois fonctions de ce complexe dans la prise en charge des brèches simple-brin définies 

précédemment (Maloisel et al., 2023).  
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Figure R9. L’intégrité du complexe Rad55-Rad57 est requise pour la résolution des foyers RPA 

après irradiations UV. 

(A) Schéma expérimental pour l'analyse par microscopie des foyers RPA. Les cellules arrêtées en phase 

G1 avec le facteur α (αF) ont été exposées aux UV avant d'être relarguées dans le cycle cellulaire. 

Des échantillons ont été prélevés pour être analysés toutes les heures pendant quatre heures. Des 

images représentatives des cellules Rfa1-YFP sont présentées. Les barres d'échelle correspondent 

à 2 μm. 

(B-E) Quantification des foyers Rfa1-YFP détectés par microscopie à fluorescence dans les cellules 

sauvages et mutantes pour Rad55 en présence ou (F-I) en absence de Rev3 après exposition ou non aux 

UV. Les barres d'erreur indiquent les écarts types de trois expériences indépendantes. 
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7) La toxicité des filaments Rad51 dans la voie SSA dépend de la formation 

d’un complexe Rad55-Rad57 stable 

 

 Pour explorer le rôle du complexe Rad55-Rad57 dans la formation d’intermédiaires de 

recombinaison toxiques, nous avons étudié dans un premier temps la survie des cellules dans le 

système SSA décrit auparavant (Figure R6A). Dans ce système, la CDB induite par 

l’endonucléase HO est réparée par SSA avec l’appariement d’une extrémité 3’-OH simple-brin 

et une séquence complémentaire située à 25 kb de la CDB. Dans ce système, la réparation de la 

CDB dépend de l’activité d’appariement de brin de Rad52 mais ne dépend pas de la 

recombinase Rad51 (Fishman-Lobell et al., 1992; Ivanov et al., 1996; Vaze et al., 2002). 

Cependant, Rad51 vient se fixer à l’ADNsb comme nous pouvons le constater par nos 

expériences de ChIP (Figure R6B). De plus, Rad51 empoisonne le système puisque les cellules 

srs2Δ sont extrêmement sensibles à la CDB et cette sensibilité disparait en absence de Rad51 

(Vaze et al., 2002 ; Figure R10B). Il a été montré que les premières étapes de la voie SSA 

n’étaient pas inhibées dans le mutant srs2Δ (Vasianovich et al., 2017). Les auteurs postulent 

donc que les filaments Rad51 inhiberaient la synthèse réparatrice après l’appariement des deux 

séquences répétées. En accord avec leur hypothèse, ils montrent in vitro que Rad51 inhibe la 

synthèse d’ADN en prévenant le recrutement de PCNA d’une part, et d’autre part, en inhibant 

la synthèse d’ADN par Polδ (Vasianovich et al., 2017). Nous confirmons que Rad55 et Rad57 

ne sont pas nécessaires pour la réparation par SSA d’une CDB induite par HO (Ivanov et al., 

1996 ; Figure R10A). Par ailleurs, nous montrons que rad55Δ supprime la létalité du mutant 

srs2Δ générée par la CDB (Figure R10B). Rad55-Rad57 étant impliqué dans le recrutement de 

Rad51 à la CDB induite par HO, nous proposons donc qu’il n’y a plus de formation de filaments 

Rad51 toxiques en absence de Rad55 dans la voie SSA. Nous observons des résultats similaires 

avec les deux mutants de perte d’interaction rad55-F80E et rad57-L390E, impliquant que la 

formation du complexe Rad55-Rad57 est bien nécessaire pour la formation des filaments 

toxiques (Figure R10A et B). Étonnamment, l’allèle muté rad55-D143K supprime également 

la létalité associée à srs2Δ. La mutation Rad55-D143K conduit à une perte partielle du signal 

double-hybride entre Rad55 et Rad57 (Figure R4A) et ne conduit pas à une sensibilisation des 

cellules au MMS ou aux rayonnements γ (Figure R5A et B). La réparation des dommages à 

l’ADN est donc toujours présente dans ce mutant. Cependant, les filaments Rad51 installés par 

le complexe instable Rad55-D143K-Rad57 ne seraient plus en mesure de prévenir la synthèse 

d’ADN réparatrice après appariement des séquences complémentaires et ne seraient donc plus 

toxiques. Dans le cadre de cette hypothèse, malgré l’absence de toxicité, il est possible toutefois 
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que la cinétique de réparation d’une CDB par SSA soit ralentie dans le mutant rad55-D143K. 

En effet, dans ce mutant, le complexe est toujours présent, comparé au mutant rad55Δ dans 

lequel le complexe est absent, et pourrait donc retarder soit le chargement de PCNA, soit 

l’initiation de la synthèse d’ADN. Cette prédiction sera testée en suivant par PCR l’apparition 

des intermédiaires de réparation au cours du temps avec les outils que nous avons déjà au 

laboratoire. Par ailleurs, si les filaments Rad51 présents dans le mutant rad55-D143K sont 

moins aptes à bloquer la synthèse, redeviendraient-ils toxiques si la synthèse réparatrice était 

elle-même déstabilisée ? Pour tester cette hypothèse génétiquement, nous avons analysé la 

réparation par SSA dans un mutant pol32Δ. Pol32 est une sous-unité structurale non essentielle 

à la fois de Polδ et de Polζ, deux polymérases impliquées en recombinaison. Effectivement, 

nous observons que la survie à la CDB du mutant srs2Δ rad55-D143K est diminuée de moitié 

lorsque POL32 est délété (Figure R10C). Ce résultat suggère donc bien qu’une balance existe 

entre formation du filament Rad51 et synthèse d’ADN.  Ces observations sont importantes car 

elles pourraient amener de nouveaux arguments suggérant que les filaments Rad51 sont 

toxiques dans des situations dans lesquelles ils inhiberaient la synthèse d’ADN, notamment au 

cours de la réplication de l’ADN en phase S. Toujours dans le cadre de cette hypothèse, le 

double mutant srs2Δ mrc1Δ n’est pas viable et cette létalité est due à la présence de filaments 

Rad51 toxiques (Esta et al., 2013). Mrc1 est impliquée dans la surveillance de la phase S en 

contrôlant le couplage entre les hélicases et les ADN-polymérases aux fourches de réplication. 

Le rôle de Mrc1 prévient donc la formation de longs ADNsb aux fourches sur lesquels Rad51 

pourrait venir se fixer et prévenir la synthèse réplicative (Katou et al., 2003). De manière très 

intéressante, et en accord avec nos observations dans le système SSA, nous observons que la 

létalité synthétique observée entre srs2Δ et mrc1Δ est supprimée par rad55-D143K (Figure 

R10D, avec l’aide de Laurent Maloisel). 

La toxicité des filaments Rad51 dans la voie SSA en absence de Srs2 nous a permis de 

tester également la mutation Rad57-R252D qui compense la perte partielle entre Rad55 et 

Rad57 observée dans le mutant Rad55-D143K (Figure R3A et B ; Figure R4A). La mutation 

Rad57-R252D semble donc restaurer l’interaction entre Rad55 et Rad57 et devrait donc rétablir 

la toxicité des filaments Rad51 perdue dans le mutant rad55-D143K. En effet, dans le système 

SSA, le triple mutant srs2Δ rad55-D143K rad57-R252D est plus sensible à la CDB induite par 

HO que le double mutant srs2Δ rad55-D143K (Figure R10E). Une meilleure interaction entre 

Rad55 et Rad57 est donc bien associée à une augmentation de la toxicité des filaments Rad51. 
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Figure R10. L’intégrité du complexe Rad55-Rad57 influence la formation de filaments Rad51 

toxiques dans un système SSA et lors d’un découplage de fourche de réplication, dans un contexte 

srs2Δ. 

(A) Survie cellulaire après induction d’une CDB par HO réparable par SSA. Les données présentées 

correspondent à la moyenne d'au moins trois expériences indépendantes. 

(B) Survie cellulaire après induction d’une CDB par HO réparable par SSA en absence de Srs2. 

(C) Survie cellulaire après induction d’une CDB par HO réparable par SSA en absence de la sous-unité 

Po32 de la polymérase Polδ et en présence ou en absence de Srs2.  

(D) Analyse du croisement entre la souche mutante haploïde rad55-D143K et la souche haploïde 

synthétique létale srs2Δ mrc1Δ. Les spores doubles mutantes srs2Δ mrc1Δ, qui ne contiennent donc 

pas rad55-D143K, sont indiquées par des ronds blancs. Les carrés blancs indiquent les triples 

mutants. 

(E) Survie cellulaire après induction d’une CDB par HO et réparable par SSA dans la souche mutante 

rad55-D143K, en présence ou non de son compensatoire et en absence de Srs2. 
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8) La formation d’un complexe Rad55-Rad57 stable est responsable des 

fréquences élevées de recombinaison dans le mutant srs2Δ 

 

L’étude de la sensibilité du mutant srs2Δ aux UV a permis également de mettre en 

évidence la formation d’intermédiaires de recombinaison toxiques. En effet, les mutants 

déficients pour la RH sont très peu sensibles aux UV et la sensibilité aux UV du mutant srs2Δ 

est supprimée dans ces mutants. Ainsi, les double mutants srs2Δ rad51Δ, srs2Δ rad52Δ et srs2Δ 

rad55Δ sont résistants aux UV (Gangloff et al., 2000; Klein, 2001; Fabre et al., 2002). Les 

mutants de perte d’interaction entre Rad55 et Rad57 ne montrent aucune sensibilité aux UV 

(Figure R8A et E ; Figure R11A). Nous observons une suppression de la sensibilité aux UV 

d’une souche srs2Δ par les allèles rad55-F80E et rad57-L390E conduisant à la perte 

d’interaction complète entre Rad55 et Rad57 (Figure R11B et C). Ainsi, la formation 

d’intermédiaires toxiques de recombinaison induits par les UV est abolie dans ces mutants, 

probablement parce que les brèches simple-brin ne sont plus prises en charge par la RH dans 

ces mutants (voir paragraphe 6). Cependant, l’allèle rad55-D143K ne conduit qu’à une très 

faible suppression de la sensibilité aux UV de la souche srs2Δ (Figure R11B). La toxicité des 

filaments Rad51 induite aux UV est donc différente de la toxicité observée dans la voie SSA. Il 

est possible que dans le mutant rad55-D143K, les filaments Rad51 soient toujours efficaces 

pour la recherche d’homologie et pour l’invasion de brin et donc toujours capables de former 

des intermédiaires de recombinaison toxiques après l’invasion. En accord avec cette hypothèse, 

la recombinaison hétéroallèlique mesurée au locus ARG4 est très peu réduite dans le mutant 

rad55-D143K, démontrant ainsi l’efficacité des filaments Rad51 dans ce mutant (Figure 

R11D). De manière intéressante, nous observons que les fréquences de recombinants Arg+ 

sont très élevées dans le mutant srs2Δ et que ces fréquences diminuent très fortement dans le 

double mutant rad55-D143K srs2Δ (Figure R11E). La survie du mutant srs2Δ et celle du 

mutant rad55-D143K srs2Δ étant similaires, nous proposons que dans le double mutant rad55-

D143K srs2Δ, la baisse des recombinants Arg+ correspond à une prise en charge plus 

fréquente des lésions UV par les polymérases translésionnelles. Les filaments Rad51 formés 

sur les brèches simple-brin post-réplicatives par le complexe Rad55-D143K-Rad57 seraient 

donc moins aptes à prévenir le recrutement de ces polymérases. 
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Figure R11. L’intégrité du complexe Rad55-Rad57 influence la formation de structures de 

recombinaison toxiques dans un contexte srs2Δ. 

(A) Survie cellulaire après exposition aux UV des cellules mutantes pour Rad55 dans un contexte 

haploïde. Les données présentées correspondent à la moyenne d'au moins trois expériences 

indépendantes. 

(B) Survie cellulaire après exposition aux UV des cellules mutantes pour Rad55 en absence de Srs2 

dans un contexte haploïde. 

(C) Survie cellulaire après exposition aux UV des cellules mutantes pour Rad57 en absence de Srs2 

dans un contexte haploïde. 

(D) Fréquence de recombinants [Arg+] après exposition aux rayons UV dans un contexte diploïde. 

(E) Fréquence de recombinants [Arg+] après exposition aux rayons UV en absence de Srs2 dans un 

contexte diploïde. 
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9) La toxicité associée aux intermédiaires post-synaptiques de la RH n’est pas 

supprimée par rad55-D143K 

 

La réparation d’une CDB induite par HO entre deux copies ectopiques de MAT (Figure 

R5A) nécessite Srs2. En effet, dans ce système, le mutant srs2Δ ne parvient pas à résoudre 

correctement les intermédiaires de recombinaison et montre une grande sensibilité à la CDB 

(Ira et al., 2003 ; Figure R12B). Srs2 favoriserait la voie de recombinaison par SDSA (Ira et 

al., 2003; Dupaigne et al., 2008). En son absence, des intermédiaires post-synaptiques formés 

incorrectement après l’invasion de brin persisteraient et seraient toxiques pour les cellules. A 

ce jour, la nature de ces intermédiaires post-synaptiques est inconnue. Dans ce système, rad55Δ 

supprime partiellement la sensibilité de srs2Δ et environ 20% des cellules rad55Δ srs2Δ 

survivent à la CDB. Dans un mutant rad55Δ, la formation des filaments Rad51 est compromise 

(Figure R6) et leur efficacité pour la recherche d’homologie serait moindre. Cependant, les 

filaments Rad51 formés en absence de Rad55-Rad57 formeraient moins d’intermédiaires post-

synaptiques toxiques (Elango et al., 2017). Les mutants rad55-F80E et rad57-L390E de perte 

d’interaction entre Rad55 et Rad57 montrent la même suppression de la sensibilité du mutant 

srs2Δ à la CDB (Figure R12A), confirmant ainsi que la nature des filaments Rad51 installés 

dans ces mutants est la même que celle dans les mutants nuls. Le mutant rad55-D143K de perte 

d’interaction partielle ne supprime pas la sensibilité de srs2Δ dans le système de recombinaison 

ectopique (Figure R12A). Ainsi, contrairement à ce que nous avons observé dans le système 

de réparation d’une CDB par SSA, les intermédiaires de recombinaison causant la toxicité sont 

toujours formés entre les deux copies ectopiques dans le mutant rad55-D143K. Les filaments 

Rad51 installés par le complexe mutant Rad55-D143K-Rad57 permettent une recherche 

d’homologie et des invasions de brin efficaces. Cependant, ces mêmes filaments pourraient être 

plus labiles et ainsi moins en mesure d’empêcher le recrutement des ADN-polymérases aux 

extrémités 3’OH des brèches simple-brin. 

 Au laboratoire, des mutants de rad52 ont été isolés, toujours capables d’installer des 

filaments Rad51 mais qui suppriment la sensibilité du mutant srs2Δ dans le système SSA et très 

peu dans le système de recombinaison ectopique (Esta et al., 2013; E. Ma et al., 2018). Par 

ailleurs, ces mutants suppriment complètement la sensibilité du mutant srs2Δ au MMS (Esta et 

al., 2013; E. Ma et al., 2018). Nous avons donc également analysé la sensibilité au MMS du 

mutant srs2Δ en présence de l’allèle rad55-D143K dont les phénotypes associés sont similaires 

aux mutants rad52. La sensibilité du mutant srs2Δ au MMS n’est pas supprimée par les allèles 

nuls rad55Δ et rad57Δ (Figure R12B). Cette absence de suppression est probablement due à 
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l’inhibition de la RH dans ces mutants (Maloisel et al., 2023). De même, aucune suppression 

n’est visible en présence des allèles rad55-F80E et rad57-L390E. Une légère suppression est 

observée en présence de l’allèle rad55-D143K, indiquant qu’au contraire des mutants rad52, 

des filaments Rad51 toxiques sont toujours formés dans ce mutant, une conclusion similaire à 

celle obtenue après une irradiation aux UV (Figure R11B). 

 

 

 

Figure R12. L’intégrité du complexe Rad55-Rad57 influe sur la formation de structures de 

recombinaison toxiques en absence de Srs2. 

(A) Survie cellulaire après induction d’une CDB par HO et réparable par conversion génique en absence 

de Srs2. Les données présentées correspondent à la moyenne d'au moins trois expériences 

indépendantes. 

(B) Survie cellulaire à des concentrations croissantes de MMS dans un contexte haploïde en absence 

de Srs2. 

 



 
 

119 

III. Les deux complexes de paralogues de Rad51, SHU et Rad55-Rad57, 

interagissent entre eux et facilitent la prise en charge des brèches 

simple-brin par la recombinaison homologue 

 

1) Validation de l’interface entre Csm2 et Rad55 par la technique du double-

hybride 

 

Le modèle généré à l’aide d’AlphaFold2 propose une interaction entre la sous-unité 

Csm2 du complexe SHU et Rad55 (Figure R1 ; Figure R13A). Ce modèle est en accord avec 

des études précédentes en double-hybride démontrant une interaction directe entre Csm2 et 

Rad55 (S. Godin et al., 2013; X. Xu et al., 2013). De plus, une mutation a été identifiée dans 

Csm2, Csm2-F46A, entrainant la perte d’interaction entre Csm2 et Rad55 et non pas entre Csm2 

et la sous-unité Psy3 de SHU (Gaines et al., 2015). D’après notre modèle, le résidu Phe46 de 

Csm2 fait face à la première petite hélice α à l’extrémité N-terminale de Rad55 (Figure R13A). 

Nous retrouvons la perte complète d’interaction entre Csm2 et Rad55 observée avec la protéine 

mutée Csm2-F46A dans notre système double-hybride (Figure R13B). Cette même interaction 

est également perdue dès lors que les 12 premiers acides aminés de Rad55 sont délétés (Rad55-

Δ12Nter ; Figure R13B). La protéine Rad55-Δ12Νter est toujours capable d’interagir avec 

Rad57, indiquant un repliement correct de la protéine mutée (Figure R4B). Inversement, la 

mutation du résidu Phe80 de Rad55, Rad55-F80E, participant à l’interaction avec Rad57, 

n’entraine pas de perte d’interaction avec Csm2. Ainsi, nous avons pu identifier un domaine de 

Rad55 interagissant spécifiquement avec Csm2. L’étude génétique et moléculaire du nouveau 

mutant rad55-Δ12Nter, associé ou non avec l’allèle nul csm2Δ, nous a permis de mieux 

comprendre l’importance de l’interaction entre les deux complexes de paralogues de Rad51 

dans la formation des filaments Rad51. 
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Figure R13. Modèle in silico de l’interaction Rad55-Csm2 généré à partir du logiciel AlphaFold2. 

(A) Représentation schématique de l’interaction entre Rad55 et Csm2. Le résidu Csm2-F46 testé 

précédemment est représenté sous forme de sphère. La région N-terminale de Rad55 (en gris) 

contacte directement le résidu F46 de Csm2. Le résidu F80 de Rad55 ne participe pas à l’interaction. 

(B) Activité β-gal des différents mutants d’interaction de Rad55 et Csm2. L'activité β-gal d'au moins 

quatre co-transformants indépendants est donnée pour chaque transformation désignée en abscisse 

par le nom des deux protéines testées. Les ronds blancs indiquent l'absence d'activité tandis que les 

ronds rouges indiquent une activité et donc une interaction entre les deux partenaires.  
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2) Le complexe SHU et son interaction avec Rad55-Rad57 ne sont pas 

essentiels pour la réparation des CDB mitotiques de l’ADN 

 

 Les premières études sur les mutants du complexe SHU ont montré une sensibilité 

spécifique au MMS et une résistance aux rayonnements γ (Shor et al., 2005). Bien que les études 

génétiques aient montré que SHU était impliqué dans la voie RH contrôlée par Rad52 et Rad51, 

les phénotypes des mutants shu suggèrent donc que le complexe SHU n’est pas impliqué dans 

la réparation des CDB dans les cellules végétatives. Le complexe pourrait être spécifiquement 

recruté sur des brèches simple-brin formées en arrière des fourches de réplication (Shor et al., 

2005; Mankouri et al., 2007; Ball et al., 2009; Bernstein et al., 2011). Cette conclusion peut 

paraitre surprenante dès lors qu’il est apparu que ce complexe était composé de paralogues de 

Rad51 et qu’il interagissait avec Rad55-Rad57 (Martín et al., 2006; She et al., 2012; Tao et al., 

2012; X. Xu et al., 2013). De plus, une baisse des foyers Rad55-YFP après une exposition aux 

rayonnements γ (qui génèrent des CDB), est observée dans le mutant csm2Δ (S. Godin et al., 

2013). De même, les foyers Srs2-YFP associés à une CDB induite par l’endonucléase I-SceI 

sont plus fréquents dans le mutant shu1 (Bernstein et al., 2011). Les auteurs ont donc proposé 

que le complexe SHU permettait de contrebalancer l’activité de Srs2. Quoiqu’il en soit, à ce 

jour, le rôle du complexe SHU aux CDB n’est pas clairement défini.   

 Des expériences de double-hybride ont montré que Rad55-Rad57 constituait un « pont » 

entre le complexe SHU et le filament Rad51 (Gaines et al., 2015). La même étude a permis 

d’identifier la mutation de perte d’interaction Csm2-F46A et propose que les fonctions du 

complexe SHU sont toutes médiées par l’interaction avec Rad55-Rad57 (Gaines et al., 2015). 

Le modèle structural présenté en Figure R1 est en accord avec les conclusions de Gaines et al., 

2015. Par ailleurs, l’identification de l’interface entre Csm2 et Rad55 par AlphaFold2 et tests 

double-hybride, nous a permis de construire le nouvel allèle rad55-Δ12Nter de perte spécifique 

d’interaction avec Csm2. Nous avons donc un nouvel outil pour différencier le rôle de Rad55-

Rad57 d’une part, et d’autre part, celui du mégacomplexe SHU-Rad55-Rad57 (X. Xu et al., 

2013). A l’aide de ce nouveau mutant et des systèmes de mesure de la RH dont nous disposons 

au laboratoire, nous avons pu revisiter le rôle de SHU dans la réparation des CDB. 
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Figure R14. Le mégacomplexe n’est pas essentiel à la réparation des CDB par la voie de la RH 

dans les cellules végétatives. 

(A) Survie cellulaire à des concentrations croissantes en MMS dans un contexte haploïde. Les données 

présentées correspondent à la moyenne d'au moins trois expériences indépendantes. 

(B) Survie cellulaire après exposition aux rayonnements γ dans un contexte haploïde. 

(C) Survie cellulaire après exposition aux rayonnements γ dans un contexte diploïde. 

(D) Fréquence de recombinaison [Arg+] après exposition aux rayonnements γ dans un contexte 

diploïde. 

(E) Survie cellulaire après induction d’une CDB induite par HO et réparable par conversion génique. 
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 Le mutant rad55Δ montre une très grande sensibilité au MMS (Figure R14A). Nous 

savons désormais que la formation du complexe Rad55-Rad57 est nécessaire pour la réparation 

des lésions à l’ADN induites par le MMS (Figure R5A). Nous confirmons que le mutant csm2Δ 

montre une sensibilité au MMS et que cette sensibilité est moins importante que celle du mutant 

rad55Δ (Figure R14A). De même, et en accord avec notre modèle structural, le mutant rad55-

Δ12Nter montre une sensibilité partielle semblable à celle du mutant csm2Δ. Ce résultat indique 

qu’une des fonctions requises de Rad55-Rad57 pour la résistance au MMS se fait au travers de 

son interaction avec le complexe SHU. Cependant, toutes les fonctions de Rad55-Rad57 ne sont 

pas dépendantes de cette interaction. 

 Le mutant rad55Δ montre une sensibilité aux rayonnements γ (Figure R14B). De 

manière intéressante, le mutant rad55-Δ12Nter ne présente aucune sensibilité aux 

rayonnements γ (Figure R14B). Cette même résistance est observée pour le mutant csm2Δ ainsi 

que pour le double mutant rad55-Δ12Nter csm2Δ, qu’ils soient à l’état haploïde ou bien à l’état 

diploïde (Figure R14B et C). Il est intéressant de noter que la sensibilité du mutant rad55Δ 

dépend d’une perte de protection contre Srs2 (Figure R7). Ainsi, la résistance aux 

rayonnements γ des mutants rad55-Δ12Nter et csm2Δ indique que les filaments Rad51 sont 

toujours efficacement protégés dans ces mutants. Nous avons également étudié la 

recombinaison induite par les rayonnements γ dans des cellules diploïdes possédant deux 

hétéroallèles de ARG4 (voir Figure R8B). Les fréquences de recombinants [Arg+] observées 

avec les mutants rad55-Δ12Nter et csm2Δ sont identiques à celles observées avec la souche 

sauvage. La formation des filaments Rad51 ne semble donc pas être modifiée dans ces mutants. 

Nous avons confirmé ces observations dans notre système de réparation par recombinaison 

ectopique d’une CDB induite par l’endonucléase HO (Figure R14E). Tandis que le mutant 

rad55Δ est sensible à la CDB, les mutants rad55-Δ12Nter et csm2Δ ainsi que le double mutant 

rad55-Δ12Nter csm2Δ ne présentent aucune sensibilité. 
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Figure R15. Le mégacomplexe n’est pas impliqué dans la formation de filaments Rad51 toxiques 

dans un système SSA. 

(A) Représentation schématique du système de CDB induite par HO et réparable uniquement par SSA. 

(B) Survie cellulaire après induction d’une CDB par HO et réparable par SSA. Les données présentées 

correspondent à la moyenne d'au moins trois expériences indépendantes. 

(C) Survie cellulaire après induction d’une CDB par HO et réparable par SSA en absence de Srs2. 

 

 Nous avons observé avec le mutant rad55-D143K, conduisant à une perte partielle 

d’interaction entre Rad55 et Rad57, qu’une légère altération dans l’assemblage du filament 

Rad51 permettait de supprimer la grande sensibilité du mutant srs2Δ à une CDB dans un 

système de réparation par SSA (Figure R15A). Ainsi, un rôle même partiel de SHU-Rad55-

Rad57 dans l’assemblage du filament Rad51 pourrait être détecté dans notre système SSA. 

Aucun des mutants rad55-Δ12Nter, csm2Δ ou rad55-Δ12Nter csm2Δ n’est sensible à la CDB 

dans le système SSA (Figure R15B). Ce résultat était attendu puisque cette réparation nécessite 

Rad52 et ne dépend pas de Rad51 (Fishman-Lobell et al., 1992; Ivanov et al., 1996; Vaze et al., 

2002). De manière plus significative, nous n’observons aucune suppression de la sensibilité de 
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srs2Δ dans les mutants détruisant le mégacomplexe SHU-Rad55-Rad57 (Figure R15C). La 

toxicité des filaments Rad51 dans le système SSA ne dépend donc pas d’une installation médiée 

par SHU-Rad55-Rad57 mais d’une installation médiée par Rad55-Rad57 uniquement. 

 Nous montrons donc que le complexe SHU n’est pas requis pour la réparation des CDB, 

qu’il n’est pas impliqué dans la protection contre Srs2 après une irradiation aux rayonnements 

γ et qu’il n’est pas impliqué dans la formation de filaments toxiques dans la voie SSA. Bien que 

les phénotypes observés ne permettent pas de conclure à un rôle de SHU dans la réparation des 

CDB mitotiques, il est cependant toujours possible que SHU soit recruté au niveau d’une CDB. 

Pour la suite de notre étude, nous avons construit dans la souche contenant le système SSA, les 

fusions Shu1-FLAG et Shu2-FLAG afin d’observer le recrutement potentiel du complexe SHU 

par ChIP à une CDB. La souche Shu2-FLAG présente une très légère sensibilité au MMS, tandis 

que la souche Shu1-FLAG est résistante comme la souche sauvage. Nous avons donc les outils 

nécessaires pour mesurer le recrutement de SHU. Si nous observons un recrutement de SHU, 

nous pourrons alors poser la question du rôle de Rad55-Rad57 dans ce recrutement et 

notamment dans le contexte du mutant rad55-Δ12Nter. Réciproquement, nous avons observé 

le recrutement de Rad55-FLAG dans notre système SSA. Nous pouvons donc désormais étudier 

ce recrutement en absence de SHU. Ces études participeront à mieux comprendre l’implication 

de SHU à une CDB. Elles permettront également de déterminer si SHU peut être recruté en 

absence de Rad55-Rad57, ce qui pourrait indiquer un ordre de fixation sur l’ADN, SHU puis 

Rad55-Rad57, ou bien si sont recrutés soit le mégacomplexe, soit Rad55-Rad57 seul. 

 

3) La formation du mégacomplexe SHU-Rad55-Rad57 participe à la 

réparation post-réplicative des brèches simple-brin de l’ADN 

 

 Nos études montrent que le complexe SHU n’est pas requis pour la réparation des CDB 

mitotiques. Cependant, les mutants du complexe SHU sont sensibles au MMS et des études 

génétiques montrent l’implication de SHU dans la tolérance post-réplicative aux dommages à 

l’ADN (Ball et al., 2009; X. Xu et al., 2013). Notamment, l’allèle psy3Δ conduit à une 

interaction synergique avec l’allèle rev3Δ : le double mutant psy3Δ rev3Δ montre une plus 

grande sensibilité au MMS et aux UV que les simples mutants (X. Xu et al., 2013). Il est donc 

proposé que SHU et la polymérase translésionnelle Polζ agissent sur un même substrat, en 

l’occurrence, les brèches simple-brin formées à la suite de fourches de réplication bloquées par 

la présence de dommages à l’ADN. 
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Figure R16. Le mégacomplexe favorise la réparation des brèches simple-brin post-réplicatives par 

la RH. 

(A) Survie cellulaire après exposition aux rayons UV en absence de Rev3 dans un contexte haploïde. 

Les données présentées correspondent à la moyenne d'au moins trois expériences indépendantes. 

(B) Survie cellulaire après exposition aux rayons UV dans un contexte diploïde. 

(C) Fréquence de recombinants [Arg+] après exposition aux rayons UV dans un contexte diploïde. 

 

 Une étude récente au laboratoire a montré le rôle essentiel de Rad55-Rad57 dans la prise 

en charge des brèches simple-brin de l’ADN induites après UV (Maloisel et al., 2023). De plus, 

l’interaction synergique entre rad55Δ et rev3Δ concernant la sensibilité aux UV est bien plus 

forte que l’interaction synergique en psy3Δ et rev3Δ (X. Xu et al., 2013; Maloisel et al., 2023). 

Nous pouvons donc proposer que la formation du mégacomplexe SHU-Rad55-Rad57 est 

nécessaire pour la réparation des brèches simple-brin mais que sa contribution soit moins 

importante que la présence de Rad55-Rad57. 

Pour tester notre hypothèse, dans un premier temps, nous avons étudié les interactions 

génétiques entre rev3Δ et les allèles rad55-Δ12Nter et csm2Δ. Nous retrouvons bien l’effet 

négatif de la combinaison csm2Δ rev3Δ sur la résistance des cellules aux UV déjà décrit pour 
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la combinaison psy3Δ rev3Δ (Figure R16A ; Xu et al., 2013). Cependant, l’effet est modéré et 

bien moins fort que celui observé avec rad55Δ (Figure R16A). Le même effet partiel est 

retrouvé avec l’allèle rad55-Δ12Nter ainsi qu’avec la double combinaison csm2Δ rad55-

Δ12Nter (Figure R16A). Ainsi, bien que SHU et Rad55-Rad57 soit présents dans le mutant 

rad55-Δ12Nter, la perte d’interaction entre les deux complexes entraine une sensibilité accrue 

aux UV du mutant rev3Δ. Cette sensibilité est la même qu’un mutant ayant perdu le complexe 

SHU mais bien moindre qu’un mutant ne possédant plus Rad55-Rad57. Ces observations 

suggèrent que moins de brèches simple-brin sont réparées dans la voie RH dans les mutants du 

mégacomplexe. En accord avec cette hypothèse, bien que les mutants csm2Δ et rad55-Δ12Nter 

ne montrent aucune sensibilité aux UV, les fréquences de recombinants [Arg+] entre les deux 

hétéoallèles de ARG4 sont diminuées dans ces mutants (Figure R16B et C). Les mutants du 

mégacomplexe montrent une assez grande variabilité d’une expérience à une autre pour des 

raisons qui nous restent incomprises. Les fréquences sont toutefois bien supérieures à celles 

observées dans le mutant rad55Δ, indiquant une nouvelle fois que l’absence du mégacomplexe 

est associée à un défaut en RH moins important que le défaut dû à l’absence de Rad55-Rad57. 

 

Pour suivre moléculairement la réparation des brèches simple-brin post-réplicatives en 

absence du mégacomplexe, nous avons analysé l’apparition de foyers « RPA » par microscopie 

à fluorescence à l’aide de la construction Rfa1-YFP dans une souche rad55-Δ12Nter (voir 

Matériels et Méthodes ; Figure R17A). Les cellules sauvages arrêtées en G1, irradiées aux UV 

(60 J/m2) puis relâchées en phase S montrent une très forte augmentation des foyers RPA 

comparées aux cellules non-irradiées (Figure R17B et C). Ces foyers disparaissent rapidement 

dans une souche sauvage (Figure R17C). Nous observons que les fréquences de cellules non-

irradiées montrant des foyers RPA sont identiques entre la souche mutante rad55-12ΔNter et la 

souche sauvage (Figure R17D). Ces fréquences sont plus importantes en absence de Rad55 

(rad55Δ) mais également en absence du complexe (rad55-F80E). Cette observation suggère 

que le défaut réplicatif entrainant une augmentation des foyers RPA observé dans les mutants 

rad55 n’est pas associé à une perte d’interaction avec le complexe SHU. Nous confirmons ce 

résultat en absence de Polζ : alors qu’au moins la moitié des cellules rad55Δ rev3Δ montre un 

foyer RPA (Figure R9H), les cellules non-irradiées rad55-12ΔNter rev3Δ ne montre aucune 

augmentation significative (Figure R17H). Après une irradiation aux UV, le mutant rad55-

12ΔNter montre la même forte fréquence de foyers RPA que la souche sauvage. Environ deux 

tiers des cellules montrent au moins trois foyers RPA (Figure R17A). Ces foyers disparaissent 

progressivement des cellules sauvages lors des quatre heures de nos échantillonnages. De 
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manière intéressante, les foyers persistent légèrement dans les cellules mutantes rad55-12ΔNter 

(Figure R17E). La même légère persistance est observée dans les cellules rev3Δ (Figure 

R17I). Ces expériences nécessitent d’être répétées. De plus, nous devons également étudier les 

foyers RPA dans une souche csm2Δ. Néanmoins, ces premières observations suggèrent une 

participation du mégacomplexe SHU-Rad55-Rad57 dans la prise en charge, au cours de la 

phase S, des lésions induites aux UV. Cependant, ce complexe ne joue pas un rôle essentiel 

puisque des brèches simple-brin semblent toujours être résolues par la RH dans le mutant 

rad55-12ΔNter. 

 

Figure R17. La résolution des foyers RPA induits par les UV est légèrement retardée dans les 

mutants du mégacomplexe. 

(A) Schéma expérimental pour l'analyse par microscopie des foyers RPA. Les cellules arrêtées en phase 

G1 avec le facteur α (αF) ont été exposées aux UV avant d'être relarguées dans le cycle cellulaire. 

Des échantillons ont été prélevés pour être analysés toutes les heures pendant quatre heures. Des 

images représentatives des cellules Rfa1-YFP sont présentées. Les barres d'échelle correspondent 

à 2 μm. 

(B-E) Quantification des foyers Rfa1-YFP détectés par microscopie à fluorescence dans les cellules 

sauvages et mutantes pour Rad55 en présence ou (F-I) en absence de Rev3 après exposition ou non aux 

UV. Les barres d'erreur indiquent les écarts types de trois expériences indépendantes. 



 
 

129 

4) Le mégacomplexe SHU-Rad55-Rad57 participe à la formation 

d’intermédiaires toxiques lors de la RH induites aux UV 

 

 Le rôle du mégacomplexe n’étant pas essentiel à la réparation des brèches simple-brin 

induites par les UV et par le MMS, nous avons également exploré la formation d’intermédiaires 

toxiques de recombinaison en absence de ce complexe. La toxicité des filaments Rad51 est 

observée dans un contexte srs2Δ (voir Introduction, section II.B.4.d). Le mutant srs2Δ montre 

une sensibilité aux UV qui est supprimée par rad51Δ mais aussi par les allèles mutants de 

RAD55 et RAD57. La RH n’étant pas essentielle pour la réparation des dommages à l’ADN 

induits par les UV, la suppression des défauts de srs2Δ par les mutants de la RH implique que 

les UV ne conduisent que rarement à des CDB et par conséquent, que les intermédiaires 

toxiques de recombinaison induits par les UV sont très probablement issus de brèches simple-

brin. Le mégacomplexe pourrait jouer un rôle important dans la formation de ces intermédiaires 

toxiques. Les cellules srs2Δ diploïdes sont extrêmement sensibles aux UV (Figure R18A). 

Cette sensibilité est très largement supprimée par rad55Δ. La sensibilité de srs2Δ est 

partiellement supprimée par csm2Δ et par rad55-Δ12Nter, indiquant de fait, la participation du 

mégacomplexe dans la formation de filaments Rad51 toxiques induits aux UV.  L’effet étant 

partiel néanmoins, des filaments toxiques sont toujours formés en absence de SHU et en 

absence du mégacomplexe. Ainsi, les cellules csm2Δ srs2Δ et rad55-Δ12Nter srs2Δ restent 

environ dix fois plus sensibles que les cellules rad55Δ srs2Δ (Figure R18A). De manière 

intéressante, nous observons que les fréquences de recombinants hétéroallèliques Arg+ 

induits aux UV sont très élevées dans le mutant srs2Δ et que ces fréquences diminuent très 

fortement dans les double mutants rad55-Δ12Nter srs2Δ et csm2Δ srs2Δ (Figure R18B). Nous 

proposons donc que dans ces mutants, une partie plus importante des lésions simple-brin de 

l’ADN soit prises en charge par les polymérases translésionnelles. Nous remarquons cependant 

encore une fois un phénotype partiel comparé au phénotype du mutant rad55Δ srs2Δ. 

Le mutant srs2Δ montre une sensibilité au MMS un peu plus prononcée que celles des 

mutants shu (Figure R18A). Des travaux au laboratoire ont décrit des allèles de RAD52 

capables de supprimer complètement la sensibilité au MMS du mutant srs2Δ (Esta et al., 2013; 

E. Ma et al., 2018). L’analyse de ces mutants a permis de montrer qu’ils affectaient une fonction 

de protection des filaments Rad51 tenue par Rad52. Cette sensibilité n’est supprimée ni par 

csm2Δ ni par rad55-Δ12Nter (Figure R18A). Étonnamment donc, les filaments Rad51 gardent 

leur potentielle toxicité en absence du mégacomplexe. De plus, les mutants du mégacomplexe 

ne supprimant pas la sensibilité du mutant srs2Δ au MMS, nous n’avons donc pas d’indication 
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d’un rôle protecteur de SHU-Rad55-Rad57 contre Srs2, une conclusion similaire à celle que 

nous avons obtenue après une irradiation aux rayonnements γ. 

 

Figure R18. Le mégacomplexe est impliqué dans la formation de filaments Rad51 toxiques en 

absence de Srs2 mais dans une moindre mesure que le complexe Rad55-Rad57. 

(A) Survie cellulaire après exposition aux rayons UV en absence de Srs2 dans un contexte haploïde. 

Les données présentées correspondent à la moyenne d'au moins trois expériences indépendantes. 

(B) Fréquence de recombinants [Arg+] après exposition aux rayons UV en absence de Srs2 dans un 

contexte diploïde. 

(C) Survie cellulaire à des concentrations croissantes en MMS dans un contexte haploïde.  

 

IV. L’interaction entre Rad55-Rad57 et le motif FVTA de Rad51 

participe en collaboration avec Rad52 à la protection des filaments 

Rad51 contre Srs2  

 

1) Validation de l’interface entre Rad57 et Rad51 par la technique du double-

hybride 

 

Le modèle généré à l’aide d’AlphaFold2 indique que les cœurs conservés de Rad55 et 

Rad57 sont largement impliqués dans la formation de l’hétérodimère. Il indique également que 

l’interface disponible de Rad55 interagit avec Csm2. Nos analyses par double-hybride et nos 

analyses génétiques corroborent le modèle. De plus, la perte d’interaction entre Csm2 et Rad55, 
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induite par la mutation Rad55-Δ12Nter, ne conduit pas à la perte d’interaction entre Rad55 et 

Rad51 observée en double-hybride (Figure R13B). Le modèle prédit ainsi que le complexe 

Rad55-Rad57 interagit avec la recombinase Rad51 sur la seule interface disponible portée par 

Rad57 (Figure R1). Le modèle prédit donc que Rad55-Rad57 n’interagit qu’à une extrémité 

du filament Rad51. Le filament étant orienté selon sa fixation à l’ADNsb, l’extrémité du 

filament en interaction avec Rad57 serait l’extrémité 5’. 

Les expériences de double-hybride publiées jusqu’à présent chez S. cerevisiae ont 

montré une interaction entre Rad55 et Rad51 et non pas entre Rad57 et Rad51 (Hays et al., 

1995; Krejci et al., 2001). Cependant, une interaction entre Rad57 de S. pombe (Rph57 ; Tsutsui 

et al., 2000) et Rad51 a bien été observée (Tsutsui et al., 2001). Il était donc possible que 

l’interaction entre Rad55 et Rad51 observée chez S. cerevisiae soit indirecte et médiée par 

Rad57. Nous avons testé cette hypothèse avec notre système double-hybride. Nous observons 

l’interaction lorsque Rad51 est porté par le plasmide pACT2-Gal4-AD et Rad55 par le plasmide 

pBTM116-lexA-BD (voir Matériels et Méthodes) et non pas dans le sens inverse. 

Malheureusement, pour une raison mal comprise, Rad51 est toxique pour les cellules lorsqu’il 

est porté par le plasmide multicopie pACT2. Cela se traduit par une très faible efficacité de 

transformation et une grande variabilité dans la croissance des colonies et dans l’analyse de 

l’expression de la β-galactosidase d’un transformant à l’autre. Cette toxicité n’est pas levée 

dans une souche rad52Δ, suggérant que la toxicité ne provient pas d’un nucléofilament Rad51 

mais plutôt d’une agrégation de la protéine. Pour diminuer la toxicité, nous avons alors utilisé 

un mutant de Rad51 affaiblissant l’interaction entre deux monomères de Rad51 mais à l’opposé 

de l’interface en interaction avec Rad57 prédite par le modèle. Effectivement, en utilisant la 

protéine mutée Rad51-E221K pour nos tests double-hybride, nous nous sommes affranchis de 

la toxicité de Rad51 sur pACT2 et nous observons toujours l’interaction entre Rad55 et Rad51 

(Figure R19A et B-colonne 4). Dans ce système, nous avons observé une perte complète 

d’interaction entre Rad55 et Rad51 lorsque la souche transformée était délétée pour RAD57 

(Figure R19B-colonne 6), indiquant que l’interaction observée entre Rad55 et Rad51 nécessite 

la présence de Rad57. Nous avons également observé que l’interaction entre Rad55 et Rad51 

est abolie avec la protéine Rad55-F80E qui n’interagit plus avec Rad57. Plus significatif encore, 

l’interaction entre Rad55 et Rad51 est perdue dans une souche porteuse de l’allèle rad57-L390E 

qui code pour une protéine Rad57 n’interagissant plus avec Rad55 (Figure R19B-colonnes 7 

et 8). Les données obtenues en double-hybride sont donc en accord avec le modèle proposant 

que Rad55-Rad57 interagisse avec Rad51 via la sous-unité Rad57 ; nous avons donc testé des 
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mutations de RAD57 susceptibles de perdre l’interaction entre Rad57 et Rad51 que nous 

révélons par l’interaction indirecte entre Rad55 et Rad51. 

 

Figure R19. Impact des mutations de Rad55 et Rad57 sur l’interaction avec Rad51. 

(A) Représentation schématique du complexe formé de Rad57 et Rad51. Les résidus prédits comme 

étant impliqués dans l’interaction sont représentés dans l’encadré de gauche, sous forme de sphères 

(Rad57-F190 et Rad51-F144) ou de bâtons (Rad57-Q207). L’encadré de droite représente le résidu 

Rad51-E221 impliqué dans la polymérisation du filament Rad51. 

(B) Activité β-gal des interactions de Rad55 ou Rad57 avec Rad51, mesurée dans différents contextes 

génétiques (en bleu, au-dessus du graphique). L'activité β-gal d'au moins quatre co-transformants 

indépendants est donnée pour chaque transformation désignée en abscisse par le nom des deux 

protéines testées. Les ronds blancs indiquent l'absence d'activité tandis que les ronds rouges 

indiquent une activité et donc une interaction entre les deux partenaires.  

(C) Activité β-gal des différents mutants ponctuels d’interaction de Rad55 avec Rad51 dans différents 

contextes génétiques. 

(D) Activité β-gal des différents mutants ponctuels de Rad57 en interaction avec Rad55. 
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De manière très intéressante, le modèle propose une poche à la surface de Rad57 qui 

accueillerait le motif F144VTA de Rad51. Ce même motif est impliqué dans l’interaction entre 

deux monomères de Rad51 (Conway et al., 2004; Shin et al., 2003 ; Figure R19A). Le modèle 

montre que les résidus de Rad57 Gln207 et Phe190 entourent la Phe144 de Rad51. Nous avons 

donc décidé de muter ces deux résidus dans notre souche utilisée pour le double-hybride. Aussi 

bien dans la souche rad57-Q207K que dans la souche rad57-F190E, le signal double-hybride 

entre Rad55 et Rad51 est perdu (Figure R19C-colonnes 2 et 3). Cependant, les protéines 

mutantes Rad57-Q207K et Rad57-F190E interagissent toujours avec Rad55 (Figure R19D-

colonnes 2 et 3), indiquant de fait, que le complexe Rad55-Rad57 est toujours formé avec ces 

protéines. La protéine mutante Rad55-Δ12Nter interagit toujours avec Rad57 et perd son 

interaction avec Csm2 (Figure R13B). La surface de Rad55 impliquée dans l’interaction avec 

Csm2 n’est pas en interaction avec Rad51 dans notre modèle. En accord avec le modèle, Rad55-

Δ12Nter interagit toujours avec Rad51 (Figure R19C-colonne 4). Enfin, nous avons testé le 

résidu Phe144 de Rad51. Le test double-hybride a été réalisé dans une souche rad51Δ pour 

s’affranchir complètement des interactions avec Rad51 endogène. L’interaction entre Rad55 et 

Rad51 est perdue avec la protéine mutante Rad51-F144D (Figure R19C-colonne 5). Ainsi, 

l’ensemble des résultats obtenus à l’aide de nos tests double-hybride implique que le complexe 

Rad55-Rad57 interagit avec Rad51 au travers de la sous-unité Rad57. Nous avons donc pour la 

première fois des mutants de paralogues de Rad51 défectueux pour leur interaction avec Rad51.    

    

2) Les CDB sont efficacement réparées dans le mutant rad57-Q207K de perte 

d’interaction entre le complexe Rad55-Rad57 et Rad51 

 

Le mutant haploïde rad57Δ montrent une grande sensibilité au MMS. Le complexe 

Rad55-Rad57 étant requis pour l’installation du filament Rad51 sur l’ADNsb, un mutant du 

complexe n’interagissant plus avec Rad51 pourrait présenter le même phénotype que les 

mutants nuls. Étonnamment, les mutants rad57-Q207K et rad57-F190E ne présentent qu’une 

très faible sensibilité au MMS (Figure R20A). Pour confirmer ce résultat, nous avons étudié 

plus spécifiquement le mutant rad57-Q207K. Ce mutant ne présente aucun défaut de réparation 

d’une CDB par recombinaison ectopique (Figure R20B). Nous observons que ce mutant 

présente une sensibilité modérée aux rayonnements γ (Figure R20C). Cette sensibilité est bien 

moins forte que celle du mutant nul. Ce résultat indique cependant qu’un défaut existe dans ce 

mutant. Nous avons étudié le recrutement de Rad51 au niveau d’une CDB par ChIP dans notre 
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système SSA et nous n’avons observé aucun défaut dans le mutant rad57-Q207K (Figure 

R20D). 

 

Figure R20. L’interaction entre Rad55-Rad57 et Rad51 n’est pas essentielle à la réparation des 

CDB. 

(A) Survies cellulaires à des concentrations croissantes de MMS dans un contexte haploïde. Les 

données présentées correspondent à la moyenne d'au moins trois expériences indépendantes. 

(B) Viabilité des cellules après induction d’une CDB par HO et réparable par conversion génique. 

(C) Survies cellulaires après exposition aux rayonnements γ dans un contexte haploïde. 

(D) Mesure de l’enrichissement relatif de Rad51 par ChIP après induction d’une CDB par HO. 

 

Le modèle généré à l’aide d’AlphaFold2, le motif FVTA de Rad51 accommodable dans 

une poche sur l’interface disponible de Rad57 et nos résultats de double-hybride suggèrent que 
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le résidu Gln207 de Rad57 est bien en interaction avec Rad51. L’absence de phénotypes forts 

associés à rad57-Q207K pourrait suggérer que le complexe Rad55-Rad57 interagisse toujours 

avec Rad51. Pour continuer l’analyse de l’interaction, nous avons effectué des expériences de 

co-immunoprécipitation. Nous avons utilisé les peptides FLAG et MYC liés aux extrémités C-

terminales soit de Rad55 soit de Rad57 d’une part, et des anticorps anti-Rad51, d’autre part. 

Malheureusement, aucune interaction n’a pu être détectée dans nos conditions. Cette même 

difficulté à observer l’interaction entre Rad55-Rad57 et Rad51 par co-immunoprécipitation a 

déjà été reportée (Sung, 1997b). En revanche, cette interaction est clairement observée dans des 

expériences de GST-pulldown avec les protéines purifiées (J. Liu et al., 2011). C’est pourquoi, 

la purification de Rad55-Rad57 est en cours au laboratoire en collaboration avec la plateforme 

de biochimie de l’institut. 

 

3) La protection des filaments Rad51 contre Srs2 est compromise dans le 

mutant rad57-Q207K 

 

 Au laboratoire, un mutant de RAD52 conduit à la perte d’interaction entre Rad52 et 

Rad51 (E. Ma et al., 2018). Étonnamment, ce mutant rad52-Y376A montre des phénotypes 

modérés comparés aux phénotypes du mutant rad52Δ. La recombinaison ectopique induite par 

une CDB n’est pas affectée dans ce mutant (Ma et al., 2018 ; Figure R21A).  De plus, il montre 

une sensibilité partielle aux rayonnements γ ainsi qu’au MMS (Ma et al., 2018 ; Figure R21B 

et C). De manière très intéressante, ces sensibilités dépendent de l’activité de Srs2 puisqu’elles 

sont très fortement supprimées dans le contexte srs2Δ (E. Ma et al., 2018). Autrement dit, ces 

expériences génétiques montrent que les filaments Rad51 sont efficacement installés dans le 

mutant rad52-Y376A dès lors que Srs2 est absente. Les expériences moléculaires, biochimiques 

et en microscopie électronique, ont confirmé que Rad52 restait associée aux filaments Rad51 

qu’elle a contribué à installer et qu’elle les protégeait contre Srs2 (E. Ma et al., 2018). Nous 

avons donc évalué les effets de l’allèle rad57-Q207K dans un contexte rad52-Y376A dans 

lequel les filaments Rad51 étaient moins bien protégés. Le double mutant rad57-Q207K rad52-

Y376A répare toujours efficacement les CDB induites par HO dans notre système de 

recombinaison ectopique (Figure R21A). Il montre cependant une sensibilité légèrement 

accrue en comparaison des sensibilités des simples mutants. En revanche, le double mutant 

rad57-Q207K rad52-Y376A montre une extrême sensibilité aux rayonnements γ et au MMS, 

démontrant ainsi un effet synergique très fort entre les deux allèles (Figure R21B et C). 

L’observation d’un effet très fort associé à la mutation Rad57-Q207K conforte notre modèle 
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d’interaction entre Rad57 et Rad51. Par ailleurs, nous en concluons que les défauts associés au 

complexe Rad55-Rad57-Q207K sont compensés par Rad52 : les effets de Rad57-Q207K ne 

sont révélés que dans un contexte rad52 mutant. Ce résultat n’est pas anodin car il démontre 

pour la première fois une collaboration entre Rad55-Rad57 et Rad52 in vivo. Il était donc 

important de déterminer si cette collaboration concernait la protection contre Srs2. Nous 

observons en effet, une très forte suppression de la sensibilité au MMS et aux rayonnements γ 

du double mutant rad57-Q207K rad52-Y376A dans un contexte srs2Δ (Figure R21B et C). 

Ainsi, l’interaction entre Rad55-Rad57 et Rad51 participe à mieux protéger les filaments contre 

Srs2. Cependant, la suppression de la sensibilité aux rayonnements γ du mutant rad57-Q207K 

rad52-Y376A par srs2Δ n’étant pas complète (Figure R21C), nous proposons que l’installation 

du filament Rad51 par Rad55-Rad57-Q207K et par Rad52-Y376A est partiellement 

défectueuse. 

 

Figure R21. Rad55-Rad57 et Rad52 collaborent dans la protection des filaments Rad51 contre 

Srs2. 

(A) Survie cellulaire après induction d’une CDB induite par HO et réparable par conversion génique. 

Les données présentées correspondent à la moyenne d'au moins trois expériences indépendantes. 

(B) Survie cellulaire après exposition aux rayonnements γ dans un contexte haploïde. La flèche rouge 

indique l’effet suppresseur de srs2Δ sur la sensibilité aux radiations du double mutant rad57-Q207K 

rad52-Y376A. 

(C) Survie cellulaire à des concentrations croissantes de MMS dans un contexte haploïde. La flèche 

rouge indique l’effet suppresseur de srs2Δ sur la sensibilité aux radiations du double mutant rad57-

Q207K rad52-Y376A. 
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 La collaboration entre Rad55-Rad57 et Rad52 a déjà été observée au laboratoire au 

travers de résultats non publiés. Contrairement à l’allèle rad57-Q207K, l’allèle nul rad55Δ 

montre un effet synergique très fort avec l’allèle rad52-Y376A dans le système de réparation 

d’une CDB par recombinaison ectopique. Moins de 1% des cellules double mutantes rad55Δ 

rad52-Y376A ne survivent à la CDB (Figure R22A). Cette très grande sensibilité est très peu 

supprimée en absence de Srs2. Les mêmes résultats sont obtenus après irradiations γ (Figure 

R22B). Ces résultats indiquent qu’en absence de Rad55-Rad57 et en présence de Rad52-

Y376A, les filaments Rad51 sont très peu installés y compris en absence de Srs2. Rad55-Rad57 

et Rad52 jouent donc des rôles collaboratifs dans l’installation du filament Rad51. Rad52-

Y376A possède un défaut d’installation, mais ce défaut n’est visible qu’en absence de Rad55-

Rad57. L’allèle rad57-Q207K montre un effet synergique avec rad52-Y376A qui est très 

fortement supprimé par srs2Δ. Le défaut majeur de rad57-Q207K serait donc un défaut de 

protection contre Srs2. Les rôles collaboratifs joués par Rad55-Rad57 et Rad52 indiquent que 

Rad55 doit être recruté au niveau d’une CDB dans le mutant rad52-Y376A aussi bien que dans 

la souche sauvage. Nous avons regardé le recrutement de Rad55-FLAG à une CDB dans notre 

système de réparation par SSA par des expériences de ChIP. Nous observons un recrutement 

affaiblit mais toujours efficace de Rad55-FLAG dans les souches rad51Δ et rad52Δ. En accord 

avec notre hypothèse, le recrutement de Rad55-FLAG est très peu modifié dans une souche 

rad52-Y376A (Figure R22C). 
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Figure R22. Rad55-Rad57 et Rad52 collaborent dans la formation des filaments Rad51 pour la 

réparation des CDB. 

(A) Survie cellulaire après induction d’une CDB induite par HO et réparable par conversion génique. 

Les données présentées correspondent à la moyenne d'au moins trois expériences indépendantes. 

(B) Survie cellulaire après exposition aux rayonnements γ dans un contexte haploïde. La flèche bleue 

indique l’effet suppresseur partiel de srs2Δ sur la sensibilité aux radiations du double mutant 

rad55Δ rad52-Y376A. 

(C) Enrichissement relatif de Rad55-FLAG à 0,6kb d’une CDB induite par HO par la technique de 

ChIP. 

 

 

 Enfin, concernant le complexe SHU, une augmentation des foyers Srs2-YFP à une CDB 

induite par I-SceI a été observée dans le mutant shu1Δ (Bernstein et al., 2011). Il a donc été 

proposé que le complexe SHU protégeait les filaments Rad51 contre Srs2. Cependant, nous 

n’avons aucune évidence d’un rôle de SHU dans la réparation des CDB (voir Résultats, partie 

III). Nous observons que les allèles rad55-Δ12Nter et csm2Δ ne conduisent pas à des effets 

synergiques en présence de rad57-Q207K ni au MMS, ni après une irradiation γ (Figure R23A 

et B). Il reste donc difficile de proposer un rôle de SHU dans la protection du filament Rad51. 
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Figure R23. Les allèles mutants rad57-Q207K et rad55-Δ12Nter ne montrent pas d’effets additifs 

dans la réparation des dommages à l’ADN. 

(A) Survie cellulaire à des concentrations croissantes de MMS dans un contexte haploïde. Les données 

présentées correspondent à la moyenne d'au moins trois expériences indépendantes. 

(B) Survie cellulaire après exposition aux rayonnements γ dans un contexte haploïde. 

 

 

4) La prise en charge des brèches simple-brin de l’ADN par la recombinaison 

homologue est retardée mais fonctionnelle dans le mutant rad57-Q207K 

 

 Une étude récente au laboratoire a montré le rôle essentiel de Rad55-Rad57 dans la prise 

en charge des brèches simple-brin de l’ADN induites après UV (Maloisel et al., 2023). Trois 

fonctions du complexe sont requises pour cette réparation : l’installation du filament, la 

protection contre Srs2 ainsi qu’une compétition avec les polymérases translésionnelles. Le 

mutant rad57-Q207K présente une très grande sensibilité au MMS dans un contexte rad52-

Y376A, suggérant un défaut potentiel dans la réparation des brèches simple-brin. Pour tester 

notre hypothèse, dans un premier temps, nous avons étudié les interactions génétiques entre 

rev3Δ et rad57-Q207K. Le double mutant rev3Δ rad57-Q207K présente la même sensibilité 

aux UV que le simple mutant rev3Δ (Figure R24A). Ce résultat indique que les filaments Rad51 

sont efficacement formés dans le mutant rad57-Q207K, probablement grâce à la présence de 

Rad52. Cependant, après irradiation UV, les fréquences de recombinants [Arg+] entre les deux 
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hétéoallèles de ARG4 sont diminuées dans le mutant rad57-Q207K (Figure R24B). Pour 

interpréter ce résultat, nous proposons que dans le mutant rad57-Q207K, une plus grande 

proportion de lésions UV-induites de l’ADN soit dirigée vers les voies de la STL. 

Pour suivre moléculairement la réparation des brèches simple-brin post-réplicatives 

dans le mutant rad57-Q207K, nous avons analysé l’apparition de foyers RPA par microscopie 

à fluorescence à l’aide de la construction Rfa1-YFP (voir Matériels et Méthodes). Les cellules 

sauvages arrêtées en G1, irradiées aux UV (60 J/m2) puis relâchées en phase S montrent une 

très forte augmentation des foyers RPA comparées aux cellules non-irradiées (Figure R24C et 

D). Ces foyers disparaissent rapidement dans une souche sauvage (Figure R24D). Nous 

observons que les fréquences de cellules non-irradiées montrant des foyers RPA sont identiques 

entre la souche mutante rad57-Q207K et la souche sauvage (Figure R24C et E). De même, 

l’allèle rad57-Q207K, ne conduit pas à une augmentation des foyers RPA dans une souche 

rev3Δ non-irradiée (Figure R24G et I). Le mutant rad57-Q207K ne présente donc pas les 

défauts réplicatifs du mutant rad55Δ (Maloisel et al., 2023) et du mutant rad55-F80E de perte 

d’interaction entre Rad55 et Rad57 (voir Résultats, partie II). Après une irradiation aux UV, le 

mutant rad57-Q207K montre la même forte fréquence de foyers RPA que la souche sauvage 

(Figure R24F). Ces foyers disparaissent progressivement des cellules sauvages lors des quatre 

heures de nos échantillonnages. De manière intéressante, il apparait que les foyers RPA 

persistent plus longtemps dans les cellules mutantes rad57-Q207K (Figure R24D vs. F). 

Presque deux fois plus de cellules présentent encore un foyer RPA dans la souche rad57-Q207K 

en comparaison avec la souche sauvage, quatre heures après l’irradiation. La même persistance 

des foyers est observée dans les cellules rev3Δ (Figure R24H vs. J). Ces expériences 

nécessitent d’être répétées. Néanmoins, ces premières observations suggèrent que la perte 

d’interaction entre Rad55-Rad57 et le motif FVTA de Rad51 ralentit la résolution des foyers 

RPA et donc la prise en charge des brèches simple-brin induites par les UV. Nous pouvons donc 

proposer un défaut d’installation du filament Rad51 dans le mutant rad57-Q207K. Ce retard 

pourrait permettre aux polymérases translésionnelles d’être recrutées plus facilement sur les 

brèches et pourrait ainsi expliquer le défaut dans la formation de recombinants [Arg+] UV-

induits. 
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Figure R24. L’interaction entre Rad55-Rad57 et le motif FVTA de Rad51 participe à la réparation 

post-réplicative des brèches simple-brin. 

(A) Survie cellulaire après exposition aux rayons UV en absence de Rev3 dans un contexte haploïde. 

Les données présentées correspondent à la moyenne d'au moins trois expériences indépendantes. 

(B) Fréquence des recombinants [Arg+] après exposition aux rayons UV dans un contexte diploïde. 

(C-F) Quantification des foyers Rfa1-YFP détectés par microscopie à fluorescence dans les cellules 

sauvages et mutantes pour Rad57 en présence ou (G-J) en absence de Rev3 après exposition ou non aux 

UV. Les barres d'erreur indiquent les écarts types de trois expériences indépendantes. 
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5) L’interaction entre Rad55-Rad57 et le motif FVTA de Rad51 participe à la 

formation d’intermédiaires toxiques lors de la RH induite aux UV 

 

 L’interaction entre Rad55-Rad57 et le motif FVTA de Rad51 n’étant pas essentielle à la 

réparation des brèches simple-brin induites par les UV et par le MMS, nous avons également 

exploré la formation d’intermédiaires toxiques de recombinaison en absence de cette 

interaction. Les cellules srs2Δ diploïdes sont extrêmement sensibles aux UV (Figure R25A). 

Cette sensibilité est très largement supprimée par rad57Δ ainsi que par l’allèle rad57-L390E de 

perte d’interaction entre Rad55 et Rad57 (Figure R25A). La sensibilité de srs2Δ est 

partiellement supprimée par rad57-Q207K.  L’effet étant partiel néanmoins, les cellules rad57-

Q207K srs2Δ restent environ dix fois plus sensibles que les cellules rad57Δ srs2Δ (Figure 

R25A). De manière intéressante, nous observons que les fréquences de recombinants 

hétéroallèliques Arg+ induits aux UV sont très élevées dans le mutant srs2Δ et que ces 

fréquences diminuent très fortement dans le double mutant rad57-Q207K srs2Δ (Figure 

R25B). Nous proposons donc que, dans ce mutant, une partie plus importante des lésions 

simple-brin de l’ADN soient prises en charge par les polymérases translésionnelles, conduisant 

alors à moins de formation de filaments Rad51 toxiques et à moins de réparation par la 

recombinaison homologue. Un retard dans la formation du filament Rad51 dans le mutant 

rad57-Q207K, ainsi qu’un recrutement facilité des polymérases translésionnelles, permettraient 

donc une suppression partielle de la sensibilité aux UV du mutant srs2Δ. 

 Il est proposé que la toxicité des filaments Rad51 dans le système de réparation d’une 

CDB par SSA vienne du blocage de la synthèse réparatrice après l’appariement des séquences 

répétées de part et d’autre de la cassure (Vasianovich et al., 2017). Nos données obtenues avec 

le mutant rad55-D143K et pol32Δ sont en accord avec cette hypothèse (Figure R10C). Nos 

observations suggèrent un délai dans la formation des filaments Rad51 dans le mutant rad57-

Q207K qui pourrait prévenir la formation de filaments Rad51 toxiques au cours de la voie SSA. 

Cependant, le double mutant rad57-Q207K srs2Δ reste aussi sensible que le simple mutant 

srs2Δ (Figure R25B).  
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Figure R25. Le mutant rad57-Q207K conduit à un déficit de RH UV-induite en absence de Srs2. 

(A) Survie cellulaire après exposition aux rayons UV en absence de Srs2 dans un contexte haploïde. 

Les données présentées correspondent à la moyenne d'au moins trois expériences indépendantes. 

(B) Fréquence de recombinants [Arg+] après exposition aux UV en absence de Srs2 dans un contexte 

diploïde. 
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Matériels et Méthodes 
 

Souches utilisées 

Les souches de bactérie Escherichia coli et de levure Saccharomyces cerevisiae sont listées 

dans le tableau 1. Les souches de levure utilisées lors de ma thèse sont issues des différents 

fonds génétiques décrits ci-dessous. Les bactéries ont été cultivées à 37°C et les levures à 30°C. 

Souche Espèce Génotype Expérience 

DH5α E. coli 

F– φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 

recA1 endA1 hsdR17(rK–, mK+) phoA 

supE44 λ– thi-1 gyrA96 relA1 

Mutagenèse dirigée 

CTY10-5d S. cerevisiae 

MATa, ade2-101, his3Δ200, leu2Δ1, 

trp1Δ901, gal4, gal80, URA3::lexAop-

LacZ 

Test de double-

hybride 

FF18733 S. cerevisiae 
MATa, his7-2, leu2-3,112, lys-1-1, trp1-

289, ura3-52 

MMS, Analyses 

génétiques 

tGI354 S. cerevisiae 

hml::ADE1 MATalpha hmr::ADE1 

arg5,6::Mata-inc::HPH1 

ade3::GAL::HO 

Test de survie RH 

ectopique 

YMV80 S. cerevisiae 

ade1-100 ura3-52 leu2-3,112 lys5 

hml::ADE1 mat::hisG hmr::ADE1 leu2-

cs his4::NAT-leu2Δ5’ ade3::GAL::HO 

Test de survie SSA, 

ChIP 

W303 S. cerevisiae 
MATa ADE2 leu2-3,112 his3-11,15 trp1-

1, ura3-1 
Microscopie 

Tableau 1. Souches de E. coli et S. cerevisiae utilisées. 

 

Construction des plasmides et souches utilisés  

La délétion des gènes d’intérêt a été réalisée par remplacement selon la méthode PCR en une 

étape (Baudin et al., 1993; Longtine et al., 1998). Le gène d’intérêt est alors remplacé par un 

gène de résistance. Les mutants sont sélectionnés sur un milieu riche (YPD) complémenté par 

un antibiotique ou dépourvu pour certains acides aminés, selon le gène de résistance. L’absence 

du gène est confirmée par amplification PCR. 

L’intégration des mutations dans les différents plasmides et souches utilisés durant cette étude 

a été réalisée comme décrit ci-dessous. 

Mutagenèse dirigée 

Les oligonucléotides (oligos) portant les mutations à introduire dans les plasmides de double-

hybride (pACT2 ou pBTM116) ou dans les plasmides intégratifs (pRS306) sont dessinés à partir 

du logiciel SeqBuilder selon les conditions suivantes. La séquence de l’oligo sens comprend 

une vingtaine de bases, à partir desquelles est calculée la température d’hybridation (Tm), et la 
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mutation souhaitée située en 5’. La Tm est comprise entre 57 et 60°C. La séquence est choisie 

de sorte qu’elle se termine par un ou plusieurs G ou C. La séquence de l’oligo anti-sens 

comprend une première vingtaine de bases, située avant la mutation, à partir desquelles la Tm, 

comprise entre 48 et 55°C, est calculée. La mutation est ajoutée à la séquence en plus d’une 

quinzaine de nucléotides située après celle-ci, créant une zone d’homologie entre les deux 

oligos. 

Les produits de PCR sont obtenus à partir des oligos portant les mutations en utilisant une 

polymérase hautement fidèle (Phusion, NEB). Le mélange réactionnel est le suivant : 1X 

tampon Phusion HF, 200μM mix dNTPs, 0,5μM de chaque oligos, 100ng d’ADN plasmidique, 

1U de polymérase, H2O qsp 50μl. Les cycles d’amplification sont présentés dans le tableau 2. 

La température d’hybridation et le temps d’élongation sont définis pour chaque paire d’oligos.  

Etapes Températures Temps 

Dénaturation 98°C 2’ 

Dénaturation 

25-30 cycles 

98°C 30’’ 

Hybridation 55-65°C 30’’ 

Elongation 72°C 3’30’’ - 4’ 

Terminaison 72°C 8’ 

Tableau 2. Programme PCR pour la mutagenèse dirigée 

 

Les produits de PCR obtenus sont ensuite traités avec 50U de l’enzyme DpnI sur la nuit afin de 

dégrader les plasmides hémi-méthylés contenant la séquence sauvage. 50μl de cellules 

compétentes d’E. coli (DH5α) sont transformés avec 5μl de produit traité. Ces produits de PCR, 

qui portent le gène bêta-lactamase conférant la résistance à l’ampicilline, présentent des 

extrémités chevauchantes sur une quinzaine de nucléotides. Afin d’exprimer ce gène de 

résistance, la bactérie E. coli doit recombiner ces deux extrémités pour circulariser le plasmide. 

Une expression suffisante de la résistance à l’ampicilline, permettant la sélection des cellules 

transformées, est assurée par l’incubation des cellules en milieu LB pendant 1h à 37°C. Les 

cellules sont alors étalées sur des boîtes contenant du milieu LB et 100μg/ml d’ampicilline. Les 

colonies résistantes sont repiquées sur le même milieu après 24h d’incubation à 37°C. Les 

plasmides sont ensuite extraits à partir de 2,5ml de cultures saturantes issues des colonies 

isolées en utilisant le kit QiAprep Spin Miniprep (QIAgen). L’incorporation de la mutation 

désirée ainsi que l’absence de mutations aléatoires qui auraient pu être introduite dans le gène 

lors de l’amplification par PCR sont vérifiées par le séquençage du gène étudié (Eurofins). 
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Intégration des mutations dans le génome 

Les différentes souches mutantes utilisées ont été générées à partir de deux techniques 

différentes : le pop-in pop-out et CRISPR. 

1) Pop-in pop-out 

L’objectif de cette technique consiste à insérer une mutation dans un gène d’intérêt à l’aide d’un 

plasmide intégratif pRS306 contenant l’intégralité de l’ORF du gène d’intérêt, encadrée par des 

régions 5’-UTR et 3’-UTR, et le marqueur sélectif URA3. Une fois la séquence du gène d’intérêt 

mutée, le plasmide intégratif est coupé à l’aide d’une enzyme de restriction à un site unique, 

puis transformé dans une souche de levure. Les cellules ayant recombiné et donc intégré le 

plasmide coupé sont sélectionnées sur un milieu dépourvu en uracile. Les cellules contiennent 

alors les copies sauvage et mutée du gène. Afin d’éliminer la copie sauvage et le plasmide, 

plusieurs clones sont repiqués sur un milieu contenant de l’acide 5-fluoroacétique (5-FOA), une 

drogue létale pour les cellules capables de synthétiser l’uracile. Seules les cellules résistantes 

au 5-FOA sont sélectionnées puis la présence de la mutation est vérifiée par le séquençage du 

gène étudié (Eurofins). 

2) CRISPR 

L’objectif de cette technique consiste à insérer une mutation à l’aide du plasmide Cas9 dans un 

gène d’intérêt dont l’allèle a été préalablement remplacé par une cassette codant pour un gène 

de résistance à la nourséothricine (NAT) ou à l’hygromycine B (HPH). Le plasmide Cas9 

exprime un ARNg guide ciblant spécifiquement le gène de résistance, le gène de la nucléase 

Cas9 et le marqueur sélectif URA3 (Soreanu et al., 2018). Afin de réparer la cassure, une matrice 

contenant l’intégralité de l’ORF du gène d’intérêt avec la mutation à intégrer est amplifiée par 

PCR à partir d’ADN génomique puis purifiée à l’aide du kit PCR Purification (Qiagen). Le 

fragment d’ADN est alors ajouté à la transformation. Les cellules sont étalées sur un milieu 

dépourvu en uracile pour maintenir le plasmide Cas9. L’incorporation de la mutation impliquant 

la perte du gène de résistance, les clones sont testés sur un milieu riche complémenté en NAT 

ou HPH. Les clones sensibles sont réisolés sur milieu riche afin de perdre le plasmide Cas9. Le 

gène d’intérêt est amplifié par PCR à partir d’ADN génomique afin d’être envoyé au 

séquençage pour vérifier la présence de la mutation (Eurofins). 

 

Intégration de l’épitope FLAG (ou MYC) en phase avec l’ORF du gène d’intérêt 

La cassette FLAG a été amplifiée par PCR à partir d’ADN génomique et à l’aide d’oligos 

comportant des séquences homologues au gène d’intérêt de part et d’autre de la cassette.  
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Le produit PCR est utilisé lors de la transformation des souches de levures contenant le gène 

d’intérêt sauvage ou muté. Les cellules ayant intégré la cassette FLAG deviennent alors 

résistantes à la généticine (G418) et sont donc sélectionnées sur un milieu riche complémentée 

en G418. La présence de la mutation est vérifiée par amplification PCR. 

 

Transformation à haute fréquence de Saccharomyces cerevisiae 

Les cellules compétentes sont obtenues à partir d’une culture en phase exponentielle. A partir 

d’une préculture de 2ml de cellules incubée la nuit à 30°C, 1ml de cellules est ensemencé dans 

25ml de milieu riche (YPD) et incubées 4h à 30°C afin de permettre deux divisions cellulaires. 

Les cellules sont centrifugées, rincées avec 5ml d’H2O puis resuspendues dans 1,6ml d’une 

solution 1X TE,LiAc, préparée extemporanément à partir d’un stock 10X (1M LiAc, 1M TE). 

Les cellules sont incubées pendant 1h à 30°C sous agitation. 200μl de la suspension sont 

prélevés pour chaque transformation. 1 μg d’ADN plasmidique à transformer et 200 μg d’ADN 

simple brin entraîneur (préparé à partir de sperme de saumon, Sigma), sont ajoutés. Le mélange 

est incubé 30min à 30°C. 1,2 mL de solution de PEG 4000 40% sont ajoutés à la solution et le 

tout est incubé de nouveau 30min à 30°C. Les cellules subissent alors un choc thermique à 42°C 

pendant 15min. La culture est centrifugée et le culot est repris avec 200μl d’H2O avant d’être 

étalé sur boîtes contenant le milieu adapté. Les boîtes sont incubées à 30°C pendant plusieurs 

jours jusqu’à apparition des colonies. 

 

Etude des interactions entre les protéines de la RH par double-hybride de levure 

Technique du double-hybride de levure (ou Yeast Two-Hybrid, Y2H) 

Lors des co-transformations pour les analyses en double hybride, deux plasmides multicopies 

d’origine 2μ ont été utilisés : le plasmide pBTM116, portant le domaine d’activation du 

régulateur Gal4 (Gal4AD) et le marqueur de sélection TRP1, et le plasmide pACT2, portant le 

domaine de fixation à l’ADN du répresseur LexA (LexADBD) et le marqueur de sélection 

LEU2. Les gènes des protéines à étudier ont été clonés dans ces plasmides en phase et en C-

terminal soit de la séquence Gal4AD ou de la séquence LexADBD afin d’exprimer des 

protéines hybrides et de tester leur interaction potentielle. Ces plasmides sont ensuite introduits 

par transformation dans la souche CTY10-5d, auxotrophe pour la leucine et le tryptophane, ce 

qui permet de sélectionner les co-transformants, et porteuse du gène lacZ. Si les protéines 

mutées interagissent, les domaines Gal4AD et LexADBD se fixent sur leur domaine partenaire 
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respectif (la boîte TATA et le domaine de fixation de LexADBD), induisant l’expression du 

gène lacZ de la β-galactosidase (Figure M1). 

 

Figure M1. Représentation schématique du principe de double-hybride.  

Dans le premier cas, les protéines X et Y, respectivement fusionnées au domaine de fixation à l’ADN de 

LexA et au domaine d’activation du gène GAL4, interagissent. L’expression du gène de la β-

galactosidase est alors induite. 

Dans le second cas, les protéines n’interagissent pas. Les domaines auxquels elles sont fusionnées sont 

incapables de se fixer à leur partenaire. L’expression du gène de la β-galactosidase n’est pas induite. 

 

Coloration X-gal – Méthode qualitative 

Les colonies transformantes sont directement mises en contact avec du Xgal sur les boîtes de 

transformation. Un mélange réactionnel contenant de l’agarose et du Xgal (0,5% agarose, 

310mM K2HPO4, 190mM KH2PO4, 6% DMF, 0,1% SDS, 0,004% Xgal) est préparé à 50°C 

et versé sur l’une des deux boîtes issues de la transformation. Les boîtes sont laissées à 

température ambiante jusqu’à apparition de la coloration. Cette méthode est utilisée afin de 

tester des centaines de transformants à la fois et permet de s’assurer de l’homogénéité de la 

coloration d’un nombre important de colonies. 

 

Test d’activité de la β-galactosidase – Méthode quantitative 

Nous avons utilisé un kit de dosage de l’activité β-galactosidase de levure (Thermo Scientific) 

qui permet de mesurer précisément l’activité β-galactosidase après la lyse des cellules. 

Les cellules d’une colonie issue d’un co-transformant sont incubées dans 500μl de tampon Y-

PER Reagent dans une cuvette permettant de mesurer la densité optique à 660nm (DO660) dans 

un spectrophotomètre (Amersham Biosciences) afin de mesurer la concentration cellulaire. 

250μl de chaque échantillon sont ensuite transférés dans des tubes Eppendorf de 1,5ml auxquels 

sont ajoutés 0,9X de Tampon β-galactosidase (Thermo Scientific) qui permet la lyse des cellules 
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et qui contient un substrat de la β-galactosidase, le o-nitrophényl-β-D-galactopyranoside 

(ONPG). Il est important de chronométrer le temps d’apparition de la réaction. Les tubes sont 

incubés jusqu’à apparition d’une coloration jaune, issue de la transformation de l’ONPG en o-

nitrophénol (ONP). Le temps est noté et 200μl de solution Stop, contenant 1M Na2CO3 

(Thermo Scientific), sont ajoutés à chaque échantillon. Après centrifugation à 19 314 x g durant 

30s afin de se débarrasser des débris cellulaires, 600μL de solution sont transférés dans des 

cuvettes et les absorbances à 420nm (A420) sont mesurées dans un spectrophotomètre 

(Amersham Biosciences) afin de mesurer la concentration en ONP. 

L’activité β-galactosidase est calculée à l’aide de l’équation suivante :  

1000 𝑥 𝐴420

𝑡 𝑥 𝑉 𝑥 𝐷𝑂660
=  𝛃 − 𝐆𝐚𝐥𝐚𝐜𝐭𝐨𝐬𝐢𝐝𝐚𝐬𝐞 𝐚𝐜𝐭𝐢𝐯𝐢𝐭𝐲 

t : Temps d’incubation (en min) ;  

V : Volume de cellules utilisé pour le test (en ml) 

 

Analyse de l’expression des protéines mutantes intégrées au génome par Western blot 

Des cultures en phase exponentielle sont préparées à partir de précultures O/N. Les cellules sont 

alors ensemencées dans le même milieu à une DO600 de 0,2 et les cultures sont incubées à 30°C 

jusqu’à une DO600 de 0,5-0,6. Un volume correspondant à 10UDO est prélevé et centrifugé à 

19 314 x g durant 4min. Le culot est repris dans 1ml de tampon PBS (Phosphate-Buffered Saline 

ou Tampon phosphate salin). La solution est transférée dans un tube Eppendorf de 2ml et 

centrifugée à 19 314 x g, 1min. Les culots sont conservés à sec à -20°C. 

Les extraits cellulaires sont réalisés par broyage mécanique après ajout de 200μl de billes de 

verres et 200μl de TCA 20% (Acide trichloroacétique). Les tubes sont agités au vortex 30min, 

à 4°C. Le surnageant est récupéré puis les billes sont lavées avec 200μl de TCA 5%. Le lavage 

est ajouté à l’extrait. Les extraits sont centrifugés à 19 314 x g à 4°C, 10min. Les culots sont 

repris avec 100μl de Laemmli pH8,8 1X puis 10μl de Tris 1,5M pH8,8 sont ajoutés pour 

neutraliser le pH et obtenir une couleur bleue. Les tubes sont chauffés 5min à 95°C et 

centrifugées à 19 314 x g à 4°C, 10min avant de récupérer le surnageant pour dépôt sur gel 

SDS-PAGE 10%. 

Les protéines issues des extraits sont déposées sur gel SDS-PAGE 10%. Le gel est mis à migrer 

dans un tampon de migration 1X (Tris 25mM, Glycine 200mM, SDS 0,5%) 1h15 à 100V. Les 

protéines sont transférées sur membrane de nitrocellulose par un transfert semi-sec de 7min à 
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20V en suivant le protocole fourni pour le système iBlotTM 2 Dry Blotting (Invitrogen). Afin 

d’empêcher les interactions aspécifiques, la membrane est incubée 1h dans du tampon PBS-

Tween 0,1%, lait 5%. Elle est ensuite incubée sur la nuit avec un anticorps monoclonal anti-

FLAG (Sigma) de souris, dilué au 1/10000ème dans du tampon PBS-Tween 0,1%, lait 5%. 

Après trois lavages de 10min au PBS-Tween 0,1%, la membrane est incubée 1h avec un 

anticorps secondaire anti-souris produit chez la chèvre (IR800, Advansta), fluoromarqué, dilué 

au 1/10000ème dans le même tampon. Après trois lavages de 10min au PBS-Tween 0,1%, le 

blot est révélé par fluorescence à l’aide du système IBright 1500 (Invitrogen). 

 

Test de sensibilité au MMS 

A partir d’une préculture sur la nuit, une dilution au 1/100 (DO600 environ 0,1-0,2) est 

effectuée dans 3mL de milieu YPD et incubée à 30°C pendant 4h. Les cellules sont alors diluées 

à une DO600 de 0,2 puis diluées 10x en série, trois fois. Ces dilutions sont déposées (5μL) sur 

des boîtes YPD avec des concentrations croissantes de MMS. Les boîtes sont incubées à 30°C 

pendant 4-5 jours. 

 

Co-Immunoprécipitation 

Les cellules ont été récoltées à partir de cultures en phase exponentielle dans du milieu YPD et 

préparées comme décrit précédemment (Strahl-Bolsinger et al., 1997) sans traitement DNase. 

1mg d’extrait de cellules est incubé pendant 1 heure à 4°C avec 0,5µl de sérum contenant des 

anticorps polyclonaux anti-Rad51 de lapin (Eurogentec). 50µl de billes magnétiques 

Dynabeads Protein A (Invitrogen) sont ajoutés avant une incubation d’une heure 

supplémentaire. Les extraits immunoprécipités sont lavés deux fois avec 1ml de tampon de lyse 

(Hepes-KOH 50mM, 50mM NaCl, EDTA 1mM, Glycérol 10%, NP40 0,5%, AEBSF 1mM, 

Complete 1x) et remis en suspension dans 15µl de tampon Laemmli 1x.  

Les protéines éluées sont ensuite analysées par Western blot sur gel dénaturant SDS-PAGE à 

10% et transférées sur membrane de nitrocellulose comme décrit précédemment. Les protéines 

sont détectées avec un anticorps monoclonal anti-FLAG (ou anti-MYC) de souris (1/10000, 

Sigma) et un sérum contenant des anticorps polyclonaux anti-Rad51 de lapin (1/2000, 

Eurogentec). Les membranes sont ensuite incubées avec des anticorps secondaires anti-souris 

ou anti-lapin (1/10000, Advansta). Après trois lavages de 10min au PBS-Tween 0,1%, le blot 

est révélé par fluorescence à l’aide du système IBright 1500 (Invitrogen). 
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Survie après induction d’une CDB par l’endonucléase HO 

Les cellules sont cultivées pendant la nuit dans un milieu de culture liquide contenant de l'acide 

lactique (YPL) comme seule source de carbone à la place du glucose. L’ensemencement des 

cellules dans du milieu contenant de l’acide lactique permet d’éviter la répression du promoteur 

gal par le glucose. L’endonucléase spécifique HO, placée sous contrôle d’un promoteur 

inductible par le galactose, est utilisée pour induire la formation d’une CDB unique. 

 La survie à la suite de la formation de CDB induite par HO a été mesurée en divisant le nombre 

de cellules se développant sur un milieu contenant du galactose par le nombre de colonies se 

développant sur YPD. Les résultats présentés sont les valeurs moyennes d'au moins 3 

expériences indépendantes. 

 

Irradiation, test de survie cellulaire et mesure de la fréquence des évènements de 

recombinaison induits par les dommages à l'ADN (Collaboration Laurent Maloisel et 

Véronique Ménard) 

Des cellules en phase stationnaire et en phase de croissance exponentielle ont été utilisées pour 

l'irradiation aux UV et aux rayons γ, respectivement. L'irradiation UV a été réalisée à l'aide 

d'une source de 264 nm. Les cellules de levure ont été irradiées avec 30, 60, 90 et 120 J/m2 

(taux de dose de 2 J/m2/s). L'irradiation γ a été réalisée à l'aide d'un irradiateur GSR D1 

(Gamma-Service Medical GmbH). Il s'agit d'un irradiateur auto-blindé avec quatre sources de 

césium 137 (ou 137Cs). L'activité totale était de 180,28 TBq en mars 2014. Les cellules de levure 

remises en suspension dans 1 mL d'H2O stérile étant irradiées dans des microtubes en plastique 

de 1,5 mL. Les cellules de levure ont été irradiées à 100, 200, 400 et 600 Gy (doses uniques) et 

avec un débit de dose de 12 Gy/min qui tient compte de la décroissance radioactive. 

Avant (UV) ou après (rayons γ) l'irradiation, les cellules sont étalées à la dilution appropriée sur 

un milieu riche (YPD) pour mesurer le taux de survie, et sur un milieu synthétique dépourvu 

d’arginine pour quantifier le nombre d'événements de recombinaison entre hétéro-allèles 

ARG4. Les fréquences RH-induites ont été déterminées en divisant le nombre de colonies 

recombinantes se développant sur milieu sélectif par le nombre de colonies non sélectionnées 

soumises à la même dose d'irradiation. Les valeurs obtenues ont été corrigées en soustrayant le 

nombre de recombinants sur les boites non irradiées. Le pourcentage moyen d'au moins trois 

expériences indépendantes est présenté. 
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Etude du recrutement des protéines de la RH à une CDB induite par l’endonucléase HO 

par ChIP et analyses par qPCR 

Cinétique et prélèvement des cellules 

Des cultures en phase exponentielle dans du milieu YPDF (glucose filtré) sont préparées à partir 

de précultures O/N. Les cellules sont alors ensemencées dans du milieu riche contenant de 

l’acide lactique (YPL) comme seule source de carbone, à une concentration assurant que les 

cellules sont en phase exponentielle le lendemain matin. L’ensemencement des cellules dans du 

milieu contenant de l’acide lactique permet d’éviter la répression du promoteur gal par le 

glucose. L’expression de l’endonucléase HO est induite par ajout de galactose dans le milieu de 

culture (2% final). Les cellules sont prélevées au temps 0 puis à 2h et 4h après l’ajout du 

galactose à DO constante (15UDO). A chaque temps de la cinétique, les cellules sont fixées 

avec 1% de formaldéhyde pendant 10min, neutralisé ensuite par 125mM de glycine pendant 

5min, sous agitation. Les cellules sont centrifugées puis lavées trois fois avec un tampon TBS 

(20 mM Tris pH8, 150 mM NaCl). Les culots sont conservés à -20°C. 

ChIP 

Les cellules sont lysées par broyage mécanique pendant 45min en présence de billes de verre 

dans du tampon de lyse (HEPES pH7,5 50mM, EDTA 1mM, NaCl 140mM, Triton X-100 1%, 

Sodium Deoxycholate 0,1%, AEBSF 1mM). Après récupération, l’ADN des extraits cellulaires 

(650μl) est fragmenté en segments d’environ 500pb par sonication (High, 10min, 30s On/30s 

Off, 4°C). A ce stade, la fraction insoluble des extraits est éliminée. L’immunoprécipitation est 

réalisée par ajout de 2μg d’anticorps polyclonal de lapin anti-RPA (don de V. GELI), de 2μg 

d’anticorps monoclonal anti-FLAG de souris (Sigma) ou 5μl de sérum contenant des anticorps 

polyclonaux de lapin anti-Rad51 (Eurogentec) dans 350μl d’extrait. Les échantillons sont 

incubés 1h à 4°C. 50μl de billes magnétiques Dynabeads Protein A ou PanMouse (Invitrogen) 

sont ajoutés aux échantillons afin de fixer l’anticorps. Les billes sont ensuite lavées dans 

différents tampons : deux lavages en tampon de lyse, un lavage en tampon de lyse complémenté 

avec 0,5M NaCl, un lavage en tampon IP (Tris pH 8 10mM, Lithium Chloride 0,25M, EDTA 

1mM, NP40 0,5%, Sodium Deoxycholate 0,5%) et un lavage en tampon TE 1X. Le complexe 

anticorps-antigène-ADN est alors élué des billes par ajout d’un tampon d’élution 1X (Tris pH8 

25mM, EDTA 5mM, SDS 0,3%). Les échantillons immunoprécipités et le reste des extraits sont 

traités à la pronase 1h à 37°C. Le lien protéine-ADN induit par le formaldéhyde est alors inversé 

par une incubation de 16h à 65°C. Enfin, l’ADN est traité à la RNAse 1mg/ml, 1h à 37°C et 

purifié à l’aide du kit QIAquick PCR purification (QIAgen). 
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qPCR 

La méthode de qPCR est basée sur la détection « en temps réel » d’un signal fluorescent émis 

lors de l’amplification d’un produit de PCR néoformé. Ce signal fluorescent est obtenu par ajout 

au milieu réactionnel d’un intercalant de l’ADN, comme le SYBR Green, 20 fois plus 

fluorescent lorsqu’il se trouve intercalé à l’ADN plutôt que sous sa forme libre. La quantité de 

SYBR Green intercalée et donc la fluorescence émise à chaque fin de cycle d’amplification, est 

proportionnelle à la quantité d’ADN de l’échantillon. En parallèle, une courbe standard 

(Ct=f(log(quantité d’ADN))) est réalisée à partir d’une gamme d’étalonnage obtenue par 

dilution en série d’un échantillon d’extrait total au temps 0. Le nombre de cycle suffisant pour 

détecter une intensité définie de fluorescence (Ct) défini la quantité d’ADN. La quantité d’ADN 

dans un échantillon donné est déterminée à partir de la courbe standard grâce au nombre de 

cycle Ct. 

Les réactions de qPCR ont été menées avec le Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG 

(Invitrogen) et le système Eppendorf Realplex. Les cycles d’amplification sont présentés dans 

le tableau 3. 

Etapes Températures Temps 

Dénaturation 95°C 2’ 

Dénaturation 

40 cycles 

95°C 15’’ 

Hybridation 55°C 15’’ 

Elongation 68°C 20’’ 

(Lecture de la fluorescence) 

Tableau 3. Programme pour la qPCR. 

Les oligos utilisés pour l’amplification des différents loci lors des analyses de qPCR sont : 

EMO127 et EMO128 pour l’amplification de la CDB induite par HO ; EMO102 (CCC TGT 

GTG TTC TCG TTA TGT T) et EMO103 (TAA GGC GCC TGA TTC AAG A) pour 

l’amplification du locus se situant à 0,6kb de la CDB ; EMO65 (CCA AAT AGC CAA TGG 

TGT CA) et EMO66 (CCA AGA TGC AAA CCG AAT AA) pour l’amplification du locus se 

situant à 7,6kb de la CDB ; EMO100 (AGC AAA GTT GGG TGA AGT ATG GTA) et EMO101 

(CAA ATT TGT CTA GTG TGG GAA CG) pour l’amplification du locus contrôle ARG5,6. 

Le taux d’enrichissement relatif des ChIP correspond au ratio de la quantité d’ADN 

immunoprécipitée (IP) sur la quantité d’ADN de l’extrait brut (Input). Ces ratios sont calculés 

à chaque temps (0h, 2h et 4h) aux loci ARG5,6, 0,6kb et 7,6kb de la CDB pour chaque souche. 
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Culture cellulaire, synchronisation et irradiation avant microscopie (Collaboration 

Laurent Maloisel) 

Les cellules sont cultivées à 30°C dans un milieu synthétique complet (Formedium). Avant 

l'irradiation UV et γ, les cellules en croissance ont été synchronisées en G1 en utilisant 17mg/ml 

de α-facteur pendant 180min. Elles sont relarguées de l'arrêt en G1 par trois lavages consécutifs 

avec de l'eau stérile. Les cellules sont ensuite remises en suspension dans 50ml de H2O stérile 

et irradiées aux UV dans une plaque de verre de 190mm de diamètre. L'irradiation UV est 

réalisée à l'aide d'une source de 264 nm. Les cellules de levure dans l'eau sont irradiées avec 

60J/m2 (taux de dose de 2J/m2/s) puis remises en suspension dans du milieu complet frais. 

L'irradiation γ a été réalisée comme décrit pour les études de survie. Les cellules ont ensuite été 

remises en suspension dans un milieu complet frais. Les expériences sur le temps ont commencé 

avec des cultures de levure ajustées à une DO600 de 0,5. 

 

Microscopie (Collaboration Laurent Maloisel, Jamie Phipps et Karine Dubrana) 

Les images de cellules vivantes ont été acquises à l'aide d'un microscope inversé à grand champ 

(Leica DMI-6000B) équipé d'un contrôle adaptatif de la mise au point pour éliminer la dérive 

Z, d'un objectif à immersion 100×/1,4 NA et d'un système de platine piézo Z à 

nanopositionnement Prior NanoScanZ, d'une caméra CMOS (ORCA-Flash4.0 ; Hamamatsu) et 

d'une source de lumière à l'état solide (SpectraX, Lumencore). Le système est piloté par le 

logiciel MetaMorph (Molecular Device). 

Les images YFP ont été acquises aux moments indiqués après la libération du bloc de facteur α 

et l'irradiation aux UV ou aux rayons γ ; 19 pas focaux de 0,20 μm ont été acquis avec un temps 

d'exposition de 100ms en utilisant une diode 500-nm à l'état solide et un filtre YFP (excitation 

470-510 nm et dichroïque 495 nm ; Chroma Technology Corp.). Une seule image en champ 

clair sur un plan focal a été acquise à chaque point dans le temps avec une exposition de 50ms. 

Toutes les images présentées sont des projections z d'images z-stack. L'analyse des images a 

été réalisée après traitement avec le logiciel ImageJ (National Institutes of Health), à l'aide de 

scripts écrits en langage macro ImageJ. Les projections en champ clair et en intensité maximale 

des images YFP ont été fusionnées, les foyers Rfa1-YPD ont ensuite été quantifiés en 2D. 
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Discussion 

  



 
 

156 

I. L’association d’AlphaFold2 et de tests double-hybride permet l’identification 

rapide de résidus impliqués spécifiquement dans les interactions protéine-

protéine au sein d’un complexe 

 

Mon projet de thèse est basé sur la modélisation structurale des complexes de paralogues 

de Rad51, Rad55-Rad57 et SHU, ainsi que sur l’identification des interfaces entre ces 

complexes et le filament Rad51. La conservation existante entre paralogues de Rad51 et la 

recombinase Rad51, ainsi que les structures déjà définies, nous ont permis en collaboration avec 

Raphaël Guérois, de proposer le premier modèle structural associant SHU, Rad55-Rad57 et 

Rad51. Ce modèle montre de manière frappante que les complexes de paralogues de Rad51 

partagent les caractéristiques structurales des monomères de Rad51 assemblés en filament 

(Figure R1 et R2). Ainsi, les cœurs conservés de chaque paralogue de Rad51 sont largement 

impliqués dans les interactions protéine-protéine. Les complexes SHU et Rad55-Rad57 

interagissent entre eux au travers d’une interaction entre Csm2 et Rad55. Cette interaction 

définit alors un mégacomplexe qui interagit avec une seule extrémité du filament Rad51. La 

structure du filament est orientée sur l’ADNsb définissant une extrémité 5’ du filament ainsi 

qu’une extrémité 3’. Le mégacomplexe se fixe sur l’extrémité 5’ du filament Rad51. Le 

complexe de paralogues de Rad51, RFS-1/RIP-1, chez C. elegans favorise la croissance 3’-5’ 

du filament Rad51 in vitro (Belan et al., 2021). Ce résultat est en accord avec notre modèle dans 

lequel Rad55-Rad57 interagit en 5’ du filament Rad51 chez la levure. Rad55-Rad57 pourrait 

favoriser une croissance polarisée 3’-5’ en facilitant le chargement de monomères de Rad51 sur 

l’extrémité 5’ du filament en croissance. Tandis que Rad55-Rad57 participerait au dynamisme 

de l’élongation du filament Rad51, la structure du mégacomplexe que nous proposons suggère 

plutôt la stabilisation d’un filament déjà formé à partir de son extrémité 5’. Une telle 

stabilisation du filament Rad51 à son extrémité 5’ a également été observée in vitro avec les 

paralogues de Rad51 de C. elegans (Taylor et al., 2015). 

Par ailleurs, Rad55 et Rad57 possèdent des régions non-conservées. Les extrémités N-

terminales de Rad55 et Rad57 sont impliquées dans l’interaction avec Csm2 et Rad55, 

respectivement. L’extrémité C-terminale d’une cinquantaine d’acides aminés de Rad55 ne 

participe pas à l’interaction entre Rad55 et Rad57. Des expériences préliminaires et non décrites 

ici, ont montré que la délétion de l’extrémité C-terminale de Rad55 n'entrainait aucune 

sensibilité au MMS. Le rôle de cette longue extrémité reste incompris à ce jour. Finalement, 

des boucles peu conservées sortent de la structure globulaire à la fois de Rad55 et de Rad57. 
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L’importance de ces boucles dans les différentes interactions impliquant Rad55 et Rad57 est en 

cours d’investigation au laboratoire. 

Au cours de ma thèse, le logiciel AlphaFold2 est devenu disponible et Raphaël Guérois 

a pu affiner le modèle construit précédemment. D’autres laboratoires ont exploité les 

potentialités qu’offre AlphaFold2 et, dès sa mise à disposition, des modèles structuraux ont été 

publiés à l’aide de ce logiciel. Notamment, un modèle pour le complexe Rad55-Rad57 en 

association avec Rad51 a été proposé (Humphreys et al., 2021). Par ailleurs, des analyses de 

cryo-microscopie électronique (cryo-EM), couplées à des modèles générés par AlphaFold2, ont 

permis de proposer un modèle pour le complexe humain BCDX2 en interaction avec RAD51 

(Greenhough et al., 2023; Rawal et al., 2023). Enfin, indépendamment d’AlphaFold2, la 

structure du complexe CX3 a également été décrite récemment (Longo et al., 2023). Les 

connaissances structurales sur les complexes de paralogues de Rad51 ont ainsi progressé 

remarquablement depuis 2020. Ces études atteignent les mêmes conclusions que celles issues 

de notre modèle. En particulier, elles indiquent toutes une interaction des complexes de 

paralogues de Rad51 avec l’extrémité 5’ du filament Rad51. Cette interaction serait donc 

conservée de la levure à l’Homme.  En revanche, les données fonctionnelles in vivo restent plus 

éparses et s’appuient majoritairement sur des variants des paralogues de RAD51 identifiés dans 

différentes tumeurs (Prakash et al., 2022; Longo et al., 2023). De plus la structure du complexe 

SHU humain (SWS1-SWSAP1-SPIDR) n’est pas déterminée et ses interactions avec les autres 

complexes de paralogues de RAD51 et avec le filament RAD51 ne sont pas claires. 

Notre modèle chez la levure, généré à l’aide d’AlphaFold2, a pu être testé grâce à nos 

expériences de double-hybride. Nous avons pu ainsi définir par mutagenèse dirigée les 

différentes interfaces au sein du mégacomplexe et l’interface entre Rad57 et Rad51. La force 

du couplage entre modélisation d’une part, et tests double-hybride d’autre part, est de définir 

des mutations spécifiques pour une interface donnée, et de pratiquer par la suite des tests 

fonctionnels in vivo. Ainsi, j’ai pu au cours de ma thèse, analyser des mutants de Rad55 et de 

Rad57 qui ne formaient plus le complexe Rad55-Rad57. J’ai pu analyser également un mutant 

du mégacomplexe SHU-Rad55-Rad57. Et finalement, j’ai pu analyser pour la première fois un 

mutant de perte d’interaction entre Rad55-Rad57 et Rad51. Les données obtenues montrent que 

la dissociation de Rad55-Rad57 ainsi que celle du mégacomplexe SHU-Rad55-Rad57 sont 

associées aux mêmes phénotypes que les mutants nuls. De plus, nous montrons qu’une perte 

partielle d’interaction entre Rad55 et Rad57 n’affecte pas l’efficacité de la réparation des CDB ; 

elle déstabiliserait cependant assez les filaments Rad51 pour diriger les brèches simple-brin de 
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l’ADN plus fréquemment vers la voie STL. Nous montrons que l’interaction entre Rad55-

Rad57 et Rad51 est impliquée dans la protection des filaments Rad51 contre Srs2. Nous 

montrons que cette perte d’interaction peut être compensée par Rad52. 

 

II. La formation du complexe Rad55-Rad57 est essentielle pour la formation et la 

stabilisation des filaments Rad51 

 

 Notre étude structurale du complexe Rad55-Rad57 nous a permis d’étudier de nouveaux 

mutants de RAD55 et de RAD57. Nous avons à notre disposition deux mutants de perte complète 

d’interaction, rad55-F80E et rad57-L390E, et un mutant de perte partielle d’interaction, rad55-

D143K. L’interface entre Rad55 et Rad57 est composée de deux domaines : un domaine 

impliquant les cœurs conservés des deux protéines et un domaine impliquant l’extrémité N-

terminale de Rad57. Les mutations que nous décrivons sont situées dans les cœurs conservés. 

Les mutations Rad55-F80E et Rad57-L390E entrainent une perte complète du signal double-

hybride bien que l’interface avec la partie N-terminale de Rad57 ne soit pas touchée. Cependant, 

nous remarquons que la sensibilité des mutants rad55-F80E et rad57-L390E à une CDB 

réparable par recombinaison ectopique est légèrement moindre que celle des mutants nuls 

(Figure R5C). Il est donc envisageable que le complexe Rad55-Rad57 ne soit pas 

complètement absent dans ces mutants. Quoiqu’il en soit, l’ensemble des autres phénotypes 

associés à rad55-F80E et rad57-L390E est rigoureusement identique à ceux observés dans les 

mutants nuls. Nous montrons que la protection contre Srs2 est perdue dans ces mutants 

entrainant leur sensibilité aux rayonnements γ (Figure R7). Nous montrons que l’installation 

du filament Rad51 à une CDB est défectueuse dans le mutant rad55-F80E de manière similaire 

au mutant rad55Δ (Figure R6B).  Nous montrons que le défaut réplicatif et la persistance des 

foyers RPA récemment découverts avec le mutant nul rad55Δ, se retrouvent dans le mutant 

rad55-F80E. Enfin, la toxicité des filaments Rad51 disparait de façon identique entre les 

mutants nuls et les mutants de perte d’interaction entre Rad55 et Rad57 (Figure R9 et R10). 

La perte du complexe conduit donc à la perte de ses différents rôles, bien que Rad55 et Rad57 

soient toujours présentes dans les cellules. En particulier, dans le mutant rad55-F80E, le 

complexe SHU interagit toujours avec Rad55. Cependant, cette interaction seule n’est pas 

fonctionnelle. Elle ne permet pas de protéger les filaments Rad51 contre Srs2, ni de prendre en 

charge les brèches simple-brin. La formation du complexe Rad55-Rad57 est donc essentielle 

pour les différentes fonctions associées à ces deux protéines. Il est remarquable d’observer que 
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les mutations entrainant la perte du complexe RAD51C-XRCC3 (CX3), tel que le variant 

G125V de RAD51C, entrainent les défauts les plus prononcés parmi les variants de RAD51C 

(Prakash et al., 2022; Longo et al., 2023). 

 Nos tests double-hybride nous ont permis d’identifier une mutation affectant 

partiellement la formation du complexe Rad55-Rad57 (Figure R4A). Le mutant rad55-D143K 

n’est sensible ni au MMS, ni aux rayonnements γ, ni même aux CDB induites par 

l’endonucléase HO. Cependant, rad55-D143K supprime complètement la sensibilité du mutant 

srs2Δ à une CDB réparable par la voie du SSA. Cette suppression dépend de la polymérase 

Polδ puisque dans un mutant pol32Δ, cette suppression diminue de moitié (Figure R10C). 

Nous proposons donc que dans le mutant rad55-D143K, les filaments Rad51 aient un défaut 

léger d’installation ou bien soient légèrement moins bien stabilisés. Ce défaut entrainerait la 

perte de l’inhibition de la synthèse réparatrice par le filament Rad51 et donc sa toxicité dans la 

voie du SSA. Remarquablement, rad55-D143K supprime également la létalité synthétique 

observée entre mrc1Δ et srs2Δ. L’origine de cette létalité pourrait être la formation de filaments 

Rad51 aux fourches de réplication due aux découplages fréquents entre les hélicases et les 

polymérases réplicatives (Katou et al., 2003). Les filaments Rad51 installés par Rad55-D143K-

Rad57 ne seraient donc plus en mesure de bloquer les polymérases réplicatives. Enfin, nous 

observons une diminution drastique des recombinants Arg+ induits aux UV dans une souche 

srs2Δ porteuse de l’allèle rad55-D143K (Figure R11E). Nous proposons que dans cette 

situation, une plus grande proportion des brèches simple-brin générées par les lésions UV-

induites de l’ADN soient prises en charge par les polymérases translésionnelles. L’ensemble 

des données génétiques suggèrent donc qu’une compétition existe entre le filament Rad51 et la 

synthèse d’ADN. La déstabilisation partielle de Rad55-Rad57 déplacerait donc la balance et la 

synthèse ne serait plus inhibée. Le mutant rad55-D143K serait ainsi un mutant de séparation de 

fonction : l’installation des filaments permettrait la réparation des CDB et des brèches simple-

brin, ainsi que la protection contre Srs2, mais ces mêmes filaments ne seraient plus en capacité 

de bloquer les polymérases (Figure D1). Il est possible que le filament Rad51 bloque l’accès à 

l’extrémité 3’ d’une amorce pour les polymérases. L’étape limitante serait l’accès de l’extrémité 

3’ ; dès lors qu’une extrémité 3’ se libère, une polymérase pourrait être recrutée, initier la 

synthèse et déplacer le flament. 
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Figure D1. Modèle d’action pour Rad55-Rad57 dans la réparation post-réplicative des brèches 

simple brin et dans la formation de filaments Rad51 lors du découplage de fourche de réplication. 

(A) Les trois fonctions du complexe Rad55-Rad57 sont représentées : 1) Formation des filaments 

Rad51, 2) Protection des filaments contre l’activité de démantèlement de Srs2 et 3) Inhibition du 

recrutement des polymérases translésionnelles. Dans un contexte mutant rad55-D143K, les 

filaments Rad51 sont toujours formés mais sont potentiellement légèrement déstabilisés. Les 

polymérases sont alors plus facilement recrutées à la lésion. 

(B) La formation et/ou la stabilisation des filaments Rad51 par le complexe Rad55-Rad57 conduit à la 

formation de filaments toxiques à l’origine d’un blocage de la synthèse de l’ADN dans un contexte 

srs2Δ mrc1Δ. L’introduction du mutant rad55-D143K dans ce même contexte génétique permet de 

lever ce blocage. 
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Une récente étude décrit des variants de RAD51C identifiés dans certains cancers qui sont 

fonctionnels pour la RH mais déficients pour la protection des fourches (Longo et al., 2023). 

Ces mutants sont donc décrits comme des mutants de séparation de fonction. Certains de ces 

mutants fragilisent l’interaction avec XRCC3 et donc l’intégrité du complexe CX3. Cette 

déstabilisation ne permettrait plus aux filaments RAD51 de protéger les fourches de réplication 

bloquées par des dommages à l’ADN contre l’activité d’exonucléases (Cortez, 2019; Longo et 

al., 2023). Nous proposons que les filaments Rad51 pourraient également inhiber l’initiation de 

la synthèse d’ADN en bloquant les amorces pour les polymérases. Cette inhibition a pu être 

observée in vitro (Vasianovich et al., 2017). Nous proposons également qu’une perte partielle 

d’interaction d’un complexe de paralogues conduirait à la formation de filaments Rad51 

fonctionnels en recombinaison mais déficients dans la prévention du recrutement des 

polymérases à une amorce 3’. De tels mutants conduiraient à un recrutement accru des 

polymérases translésionnelles et donc à une augmentation de la mutagenèse. Par ailleurs, de 

manière intéressante, il a été observé chez l’Homme que RAD51 bloquait la synthèse au niveau 

des fourches lorsque les cellules étaient soumises à un inhibiteur de POLα (Mehta et al., 2022). 

De plus, il est proposé que RAD51 soit requise pour faciliter la régression de fourche en étant 

recrutée entre une amorce 3’ bloquée et le complexe hélicase CMG (W. Liu et al., 2023).  Ainsi, 

le blocage des amorces par le filament RAD51 installé par les complexes de paralogues de 

RAD51 pourrait être une donnée importante dans la gestion des fourches bloquées chez les 

mammifères. 

 

III. La formation du mégacomplexe SHU-Rad55-Rad57 facilite spécifiquement la 

réparation des brèches simple-brin de l’ADN dans les cellules végétatives 

 

  Notre étude structurale a permis de montrer que la partie N-terminale non conservée de 

Rad55 interagissait spécifiquement avec l’interface disponible de Csm2 du complexe SHU. 

Cette interaction entraine la formation d’un mégacomplexe qui semble pouvoir stabiliser un 

filament Rad51 déjà formé. Nous avons donc pu construire rad55-Δ12Nter, un nouvel allèle 

mutant de RAD55. La région N-terminale que nous avons délétée comporte les sérines 2 et 8 

qui sont phosphorylées lorsque les cellules sont soumises à une exposition au MMS (Herzberg 

et al., 2006). Les mutations de ces deux sérines et de la sérine 14 en alanines entrainent une 

sensibilité au MMS équivalente à la sensibilité des mutants SHU et à celle du nouveau mutant 

rad55-Δ12Nter. La mutation des sérines en alanines provoque la perte d’interaction entre Rad55 
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et Csm2 (Bonilla et al., 2021). En accord avec ce dernier résultat, notre modèle structural permet 

de proposer que la mutation des sérines entraine une perte d’interaction avec Csm2, 

indépendamment de leur phosphorylation. Le rôle de la phosphorylation des sérines 2, 8 et 14 

de Rad55 dans la stabilité du mégacomplexe reste à déterminer. De plus, nous montrons que les 

phénotypes de rad55-Δ12Nter sont identiques aux phénotypes du mutant csm2Δ et que rad55-

Δ12Nter et csm2Δ ne montrent aucun effet additif. Nous proposons donc que l’extrémité N-

terminale de Rad55 interagit avec Csm2 pour former un mégacomplexe SHU-Rad55-Rad57. 

Dans les cellules végétatives, c’est bien le mégacomplexe qui est fonctionnel puisque la perte 

d’interaction entre SHU et Rad55 conduit aux phénotypes des mutants nuls. Nos résultats sont 

en accord avec ceux obtenus avec la mutation Csm2-F46A qui entraine la perte d’interaction 

avec Rad55 (Gaines et al., 2015). Le mégacomplexe stabiliserait le filament Rad51 à l’extrémité 

5’ du filament Rad51. D’après ce qui est observé in vitro avec le complexe de paralogues de 

Rad51 RFS-1/RIP-1 de C. elegans (Belan et al., 2021), nous pouvons proposer que le complexe 

Rad55-Rad57 stimulerait l’élongation du filament Rad51 de 3’ en 5’ au travers d’interactions 

transitoires avec Rad51 (Figure D2A). Rad55-Rad57 participerait également au déplacement 

de RPA au travers d’un mécanisme qu’il reste à élucider. Il est proposé par ailleurs, que le 

complexe SHU possède un site de fixation à l’ADNsb au niveau du sous-complexe Psy3-Csm2 

et un site de fixation à l’ADNdb au niveau du sous-complexe Shu2-Shu1-Psy3 (S. Zhang et al., 

2017). Comme le complexe SHU se lie préférentiellement sur des substrats contenant des 

extrémités 3’ d’ADNsb, il est proposé que le complexe SHU soit positionné à la jonction 5’ 

entre l’ADNsb et l’ADNdb (Figure D2B). Le mégacomplexe servirait donc d’un point 

d’ancrage à cette jonction pour stabiliser un filament Rad51 précédemment formé à l’aide de 

Rad55-Rad57. 
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Figure D2. Modèle d'action pour Rad55-Rad57 et le mégacomplexe SHU-Rad55-Rad57 dans la 

formation et la stabilisation des filaments Rad51.  

(A)  Rad55-Rad57 participe à l'élongation 3'-5' du filament Rad51 au travers d'interactions transitoires, 

ainsi qu'au déplacement de RPA.  

(B) Le mégacomplexe SHU-Rad55-Rad57 stabilise un filament Rad51 formé en se fixant à la jonction 

5' ADNsb/ADNdb. 

 

 Les mutants shu ne sont pas sensibles aux rayonnements γ (Martín et al., 2006 ; Figure 

R14B et C). La résistance aux rayonnements γ suggère que SHU n’est pas nécessaire pour la 

protection des filaments Rad51 formés aux CDB contre Srs2. De plus, la recombinaison 

hétéroallèlique induite aux rayonnements γ n’est pas affectée en absence du mégacomplexe 

(Figure R14D). Nous n’observons aucun défaut de recombinaison ectopique initiée par une 

CDB induite par l’endonucléase HO (Figure R14E). Nos résultats montrent que le rôle de 

stabilisation des filaments Rad51 du mégacomplexe n’est pas requis pour l’efficacité de la 

réparation des CDB mitotiques par la RH. En revanche, les mutants shu montrent des 

phénotypes marqués en méiose (Sasanuma et al., 2013). La viabilité des spores est diminuée 

d’un facteur 2, tandis que la recombinaison hétéroallèlique est diminuée d’un facteur 10. La 

première division de méiose est retardée de cinq heures et les CDB méiotiques induites par 

Spo11 persistent plus longtemps. Moins de foyers méiotiques Rad51 sont observés, tandis que 

les foyers Dmc1 sont toujours aussi fréquents dans les mutants shu. Finalement, des expériences 

de ChIP montrent le recrutement de Psy3-FLAG au niveau d’un point chaud de recombinaison 

méiotique et ce recrutement est indépendant du complexe Rad55-Rad57 (Sasanuma et al., 
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2013). Le rôle de SHU dans la formation du filament Rad51 pourrait donc être radicalement 

différent en méiose et ne pas nécessité son interaction avec Rad55-Rad57. L’étude du mutant 

rad55-Δ12Nter permettra de préciser si le mégacomplexe SHU-Rad55-Rad57 est impliqué en 

méiose. Par ailleurs, il a été montré que le complexe SHU humain, SWS1-SWSAP1-SPIDR 

était impliqué dans la recombinaison hétéroallèlique induite par une CDB (Prakash et al., 2021). 

De plus, ce complexe interagit directement avec RAD51. Le complexe SHU humain se 

différentie donc du complexe SHU de levure et pourrait avoir un rôle sur la formation du 

filament RAD51, indépendamment d’interactions avec les autres complexes de paralogues de 

RAD51. 

 Les mutants shu sont sensibles au MMS probablement du fait de lésions de bases, telles 

que les sites abasiques et les bases méthylées, qui provoquent des arrêts de fourches de 

réplication ainsi que des brèches simple-brin de l’ADN en arrière des fourches. En accord avec 

cette hypothèse, l’expression de ALKBH2 humaine, responsable de la réparation des cytosines 

méthylées (3meC), supprime la sensibilité au MMS des mutants shu de levure (Bonilla et al., 

2021). Pour continuer l’étude de SHU, nous avons étudié les phénotypes des mutants shu après 

irradiations aux UV. Les dimères de pyrimidines sont des lésions bloquantes pour les 

polymérases réplicatives et nécessitent les voies STL et RH pour être contournés pendant la 

réplication. Nous montrons au travers de notre étude du mutant rad55-Δ12Nter, que le 

mégacomplexe SHU-Rad55-Rad57 est impliqué dans la réparation des brèches simple-brin de 

l’ADN UV-induites au cours de la réplication. En absence du mégacomplexe, les cellules 

dépourvues de la polymérase translésionnelle Polζ sont plus sensibles aux UV (Figure R16A) 

et la recombinaison hétéroallèlique UV-induite est diminuée (Figure R16C). Les foyers RPA 

persistent légèrement plus longtemps dans le mutant rad55-Δ12Nter (Figure R17), l’analyse 

du mutant csm2Δ est en cours. Nous proposons donc que le mégacomplexe SHU-Rad55-Rad57 

stabilise le filament Rad51 à l’extrémité 5’ des brèches simple-brin (Figure D2B). Cette 

stabilisation se ferait à travers de l’interaction entre Rad57 et Rad51 et conduirait soit à une 

inhibition de l’activité ATPase de Rad51, soit à un changement des caractéristiques structurales 

du filament (Taylor et al., 2015). Le complexe SWS1-SWSAP1-SPIDR-PDS5B montre la 

même implication que le complexe SHU de levure dans la résistance au MMS (Martino et al., 

2019). Ce complexe interagit avec certaines sous-unités des complexes BCDX2 et CX3 (Martín 

et al., 2006; T. Liu et al., 2011). Il est donc envisageable qu’un mégacomplexe de paralogues 

de RAD51 stabilise les filaments RAD51 au niveau de brèches simple-brin en arrière des 



 
 

165 

fourches de réplication. Cette hypothèse pourra être testée à l’aide de mutants de perte 

d’interaction entre les différents complexes humains. 

Les mutants shu montrent un phénotype mutateur qui dépend de la polymérase 

translésionnelle Polζ (Ball et al., 2009). Nous observons que les mutants du mégacomplexe 

suppriment partiellement la sensibilité aux UV du mutants srs2Δ et très fortement son 

phénotype hyper-recombinogène (Figure R18A et B). Nous proposons donc que dans ces 

mutants, plus de lésions UV-induites sont prises en charge par la voie STL. Dans ces mutants, 

la voie RH serait moins apte à contrebalancer les polymérases translésionnelles. Notre modèle, 

cohérent avec les données structurales récentes des paralogues de Rad51 de levure et humains 

(Humphreys et al., 2021; Greenhough et al., 2023; Rawal et al., 2023), propose que Rad55-

Rad57 participe à l’élongation du filament Rad51 dans la direction 3’-5’ au travers 

d’interactions transitoires avec Rad51 (Belan et al., 2021; Roy et al., 2021 ; Figure D2A). De 

plus, il propose que le mégacomplexe SHU-Rad55-Rad57 sur une brèche simple-brin soit à 

l’extrémité 5’ et donc à l’opposé de l’extrémité 3’ sur laquelle peuvent venir les polymérases 

translésionnelles (Figure D2B). Le rôle des complexes de paralogues dans la prévention du 

recrutement des polymérases translésionnelles serait donc indirecte. Cette prévention se ferait 

au travers de la présence de Rad51 devant l’extrémité 3’. Les phénotypes plus forts associés à 

la perte du complexe Rad55-Rad57 sont dus, selon notre modèle, aux différents rôles de ce 

complexe dans la formation et la stabilisation des filaments Rad51, tandis que le mégacomplexe 

participerait seulement à la stabilisation d’un filament déjà formé sur les brèches simple-chaine 

de l’ADN. Il a été montré in vitro que le complexe SHU se fixait sur des intermédiaires mimant 

une fourche de réplication. Il est donc possible que le mégacomplexe participe à la formation 

de filaments Rad51 toxiques dans le double mutant mrc1Δ srs2Δ. Si rad55-Δ12Nter supprime 

la létalité de ce double mutant, nous proposerons alors un modèle selon lequel les filaments 

Rad51 toxiques seraient formés par le mégacomplexe et pourraient également inhiber les 

polymérases réplicatives. 
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IV. L’interaction entre Rad55-Rad57 et Rad51 protège les filaments Rad51 en 

collaboration avec Rad52 

 

 Les modèles générés à l’aide d’AlphaFold2 montre une interaction entre Rad57 et 

Rad51 (Figure R19A ; Humphreys et al., 2021). Nos tests double-hybride sont en accord avec 

ce modèle. Notamment, nous observons que le motif F144VTA147 de Rad51 est en interaction 

avec une poche sur l’interface accessible de Rad57, dans le complexe Rad55-Rad57, dans 

laquelle se trouvent les résidus Q207 et F190. Le motif FVTA de Rad51 participe à l’interaction 

entre deux monomères de Rad51 (Pellegrini et al., 2002; Conway et al., 2004; Scott et al., 2016 

; Figure D3). Ce motif est un motif conservé sous la forme FxxA et se retrouve dans RAD51 

chez l’Homme (FTTA), ainsi que dans les répétitions BRC de BRCA2. La mutation du motif 

FTTA de RAD51 prévient l’oligomérisation de la protéine (Pellegrini et al., 2002). Nous 

montrons que la mutation Rad51-F144D abolit l’interaction entre Rad55-Rad57 et Rad51 dans 

nos tests double-hybride. L’importance de ce motif ainsi que sa conservation est un argument 

fort en faveur de notre modèle. Le motif FVTA est porté par Rad52 pour son interaction avec 

Rad51, et l’anti-recombinase FIGNL1 porte également ce motif pour son interaction avec 

RAD51 (Kagawa et al., 2014; Yuan & Chen, 2013). Ce motif est également présent dans Srs2 

et son étude est en cours au laboratoire. Il est intéressant de noter que, au contraire de ces 

protéines, c’est le motif FVTA de Rad51 qui interagit avec Rad57 et non pas l’inverse. Cette 

interaction définit l’interaction de Rad55-Rad57 avec l’extrémité 5’ du filament Rad51. De 

manière intéressante, XRCC3 du complexe CX3, contient la poche hydrophobe capable de 

recevoir la phénylalanine du motif FTTA de RAD51 et interagit avec RAD51 (Longo et al., 

2023). Les données indiquent donc que CX3 interagit avec l’extrémité 5’ du filament RAD51 

et que cette interaction est conservée de la levure à l’Homme. Dans le complexe BCDX2, 

aucune protéine ne possède le motif FxxA. Par ailleurs, les régions correspondant à la poche 

hydrophobe recevant la phénylalanine de RAD51 du motif FTTA sont encombrées et ne peuvent 

donc plus la recevoir. RAD51B de BCDX2 interagit d’après les modèles avec RAD51 

exclusivement au travers des domaines conservés ATPase (Greenhough et al., 2023; Rawal et 

al., 2023). 



 
 

167 

 

Figure D3. Implication de Rad51-F144 dans l'interaction avec (A) Rad51 et (B) Rad57. 

 Nous avons pu analyser pour la première fois un complexe de paralogues de Rad51 qui 

perdait son interaction avec Rad51. Étonnamment, le mutant rad57-Q207K n’est ni sensible au 

MMS ni à une CDB induite par une endonucléase, et ce mutant est très peu sensible aux 

rayonnements γ. De plus, le recrutement de Rad51 à une CDB mesuré par ChIP n’est pas 

modifié dans le mutant rad57-Q207K (Figure R20). Ces résultats étaient inattendus au regard 

des mutants nuls dans lesquels le recrutement de Rad51 est fortement diminué (Figure R6B). 

Différentes hypothèses pourraient rendre compte de cette absence d’effet. Les résultats du 

double-hybride pourraient être trompeurs et indiquer une perte complète entre Rad55-Rad57 et 

Rad51 pour une perte qui serait plutôt partielle. La purification de Rad55-Rad57 nous aidera à 

tester cette hypothèse. Cependant, un mutant de RAD52, entrainant la perte d’interaction entre 

Rad52 et Rad51, a été décrit au laboratoire et montrait également des phénotypes bien moins 

forts que ceux associés au mutant nul (E. Ma et al., 2018). Nous avons donc fait l’hypothèse 

d’un ou des rôles redondants pour Rad52 et Rad55-Rad57 et donc que chaque complexe pouvait 

se substituer à l’autre dans un contexte mutant. La combinaison des deux allèles, rad57-Q207K 

et rad52-Y376A, entraine des effets synergiques (Figure R21). Ainsi, dans le mutant rad57-

Q207K, Rad52 compense le défaut de Rad55-Rad57. Dans le mutant rad52-Y376A, Rad55-

Rad57 compense le défaut de Rad52. Nous observons que la grande sensibilité aux dommages 

à l’ADN du double mutant rad57-Q207K rad52-Y376A est en grande partie due à l’activité 

déstabilisatrice de Srs2 : le triple mutant rad57-Q207K rad52-Y376A srs2Δ n’est pas sensible 

au MMS et légèrement sensible aux rayonnements γ (Figure R21B et C). Ces résultats nous 

indiquent que l’interaction entre Rad55-Rad57 et le motif FVTA de Rad51 participe à la 

protection contre Srs2. Cette protection n’est probablement pas un blocage direct de Srs2 par 

Rad55-Rad57. En effet, tandis que Rad55-Rad57 interagit avec l’extrémité 5’ du filament 
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Rad51, Srs2 désassemble le filament à partir de son extrémité 3’ (Dupaigne et al., 2008). Une 

étude en molécule unique indique plutôt que Rad55-Rad57 stimule un réassemblage rapide du 

filament à la suite de Srs2 (Roy et al., 2021). Nous proposons donc que ce réassemblage rapide 

est dû à l’interaction entre Rad55-Rad57 et le motif FVTA de Rad51 (Figure D4). La perte de 

cette interaction est compensée par Rad52 au travers d’un mécanisme qu’il nous reste à 

comprendre : blocage direct de Srs2 par Rad52 ou bien recrutement compensatoire de Rad51. 

Nous avons également observé un effet synergique entre rad52-Y376A et rad55Δ mais cet effet 

est indépendant de Srs2 (Figure R22). L’installation du filament Rad51 dans le double mutant 

est compromise et la réparation des CDB n’est plus assurée par la RH. Un rôle majeur de Rad55-

Rad57 pourrait donc être le déplacement de RPA et ce rôle pourrait être indépendant de 

l’interaction avec Rad51 qu’il aide pourtant à installer. La collaboration que nous décrivons 

pour la première fois entre Rad52 et Rad55-Rad57 in vivo à la fois sur l’installation du filament 

et sur sa protection ouvre de nouvelles perspectives sur le rôle de RAD52 humaine. En effet, 

RAD52 est essentielle dans des cellules humaines déficientes pour les paralogues de RAD51, 

RAD51B,C,D et XRCC2,3 (Hanamshet et al., 2016). En particulier, il est envisageable que 

CX3 interagissant avec le motif FTTA de RAD51 participe à la protection des fourches de 

réplication bloquées contre les exonucléases mais également les anti-recombinases telle que 

FIGNL1, et que cette protection se fasse en collaboration avec RAD52. 

 

Figure D4. Modèle d'action pour Rad55-Rad57 et Rad52 dans la formation des filaments Rad51 

et leur protection contre Srs2.  

L'interaction entre Rad57 et Rad51 est symbolisée par le motif FVTA. Tandis que Srs2 désassemble le 

filament, Rad55-Rad57 permet sa réinstallation rapide grâce à son interaction au motif FVTA de Rad51. 

 

Un défaut de recombinaison hétéro-allélique induite aux UV est observé dans le mutant 

rad57-Q207K (Figure R24B), y compris en absence de Srs2 (Figure R25B). L’installation des 

filaments Rad51 sur des brèches simple-brin de l’ADN serait donc défectueuse dans ce mutant. 

Or, ce mutant ne montre aucune sensibilité aux UV, y compris dans un contexte où Polζ est 
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absente (Figure R24A). Pour rendre compte de ces données, nous proposons que Rad55-

Rad57-Q207K entraine un retard dans l’installation du filament permettant alors la prise en 

charge plus fréquente des brèches simple-brin par les polymérases translésionnelles. La perte 

de recombinants UV-induits dans le mutant srs2Δ indique que le défaut d’installation dans le 

mutant rad57-Q207K favoriserait le recrutement des polymérases même en absence de Srs2. 

En accord avec notre hypothèse, nous observons un retard dans la résolution des foyers RPA 

induits après une irradiation aux UV (Figure R24). 

 Contrairement aux mutants du mégacomplexe SHU-Rad55-Rad57, le mutant rad57-

Q207K n’est associé à une sensibilité ni au MMS, ni à une irradiation aux UV. L’interaction 

entre Rad55-Rad57 et le motif FVTA de Rad51 ne participerait donc pas à la stabilisation du 

filament en collaboration avec le complexe SHU. Le modèle que nous avons proposé en figure 

D2, propose une stabilisation à la jonction 5’ du filament avec l’ordre SHU-Rad55-Rad57-

Rad51. Cet ordre devrait être interrompu par la mutation Rad57-Q207K et le mutant rad57-

Q207K devrait montrer la même sensibilité au MMS que le mutant rad55-Δ12Nter qui conduit 

à l’interruption du mégacomplexe. Notre modèle structural peut certainement nous apporter des 

pistes pour tenter de lever cette ambiguïté. Nous observons dans les modèles que le domaine 

ATPasique de Rad51 est important pour l’interaction entre deux monomères (Conway et al., 

2004). Notamment, l’histidine Rad51-His352 participe à l’interaction avec le domaine 

ATPasique du monomère adjacent (Conway et al., 2004 ; Figure D5A). Cette région participe 

à la fixation de Rad51 à l’ADN et la mutation Rad51-H352A entraine une baisse drastique de 

la fixation de la protéine sur l’ADNsb (Conway et al., 2004). Nous proposons donc que le 

mégacomplexe SHU-Rad55-Rad57 interagisse avec le résidu His352 de Rad51 sur l’ADNsb. 

Dans notre modèle, les résidus de Rad57 qui seraient impliqués dans l’interaction avec Rad51-

H352 sont le glutamate E161 et la serine S137 (Figure D5B). L’étude des mutations de ces 

deux résidus est en cours au laboratoire. Cette étude est prometteuse puisque les résultats 

pourront peut-être éclairer le rôle de l’interaction entre RAD51B du complexe BCDX2 et 

RAD51. Cette interaction ne fait pas intervenir le motif FTTA de RAD51 mais les domaines 

ATPasiques (Greenhough et al., 2023; Rawal et al., 2023). Par ailleurs, notre modèle suggère 

que la boucle interne non-conservée de Rad57, de la position 330 à la position 380, serait en 

interaction avec le quatrième monomère de Rad51 du filament à partir de Rad57 (Figure D5C). 

De même, une boucle interne de Rad55, de la position 276 à la position 297, serait également 

en interaction avec ce même quatrième monomère. Rad55-Rad57 pourrait donc former une 

pince autour de ce monomère et stabiliser un filament déjà formé, indépendamment de 
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l’interaction avec le motif FVTA de Rad51. L’étude de ces boucles sera déterminante pour 

mieux comprendre l’implication de l’interaction entre Rad55-Rad57 et Rad51 dans les 

différents rôles que nous pouvons désormais attribuer aux complexes de paralogues de Rad51.  

 

Figure D5. Modèles d'interaction entre Rad55-Rad57 et le filament Rad51.  

(A) Deux domaines d'interaction entre deux monomères de Rad51 :  Phe144 indique la position du 

motif FVTA. His352 interagit avec le domaine ATPasique du monomère adjacent.  

(B) Phe144 et His352 définissent deux domaines potentiels d'interaction avec Rad57.  

(C) Selon le modèle, deux boucles internes non conservées dans Rad57 et dans Rad55 pourraient 

interagir avec le quatrième Rad51 du filament en partant de Rad57.  
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Title : Regulation of Rad51 nucleofilament formation by Rad51 paralog complexes in Saccharomyces cerevisiae  

Keywords : Homologous Recombination, Rad51 filament, Rad51 paralogs, DNA repair, Rad52, Srs2 

Abstract : Homologous recombination (HR) is one of 

the major repair pathways for DNA damage such as 

double-strand breaks (DSBs). This pathway is also 

involved in restarting replication forks stalled by DNA 

lesion. A key step in this repair pathway involves the 

formation of nucleoprotein filaments formed by 

Rad51 recombinase on single-stranded DNA 

(ssDNA). These nucleofilaments are responsible for 

homology search and invasion of an intact DNA 

similar to the damaged DNA in order to use it as a 

template for repair synthesis. The formation of these 

nucleofilaments is tightly regulated. In the budding 

yeast Saccharomyces cerevisiae, the formation of 

Rad51 filaments is ensured by positive regulators 

such as the Rad52 mediator protein and the two 

complexes composed of Rad51 paralogue proteins, 

the Rad55-Rad57 complex and the SHU complex. 

They also play a role in protecting this nucleofilament 

from the negative regulator Srs2 by counterbalancing 

its disassembly effects. To gain a better 

understanding of the regulatory mechanism of the 

Rad51 nucleofilament, we need a more detailed 

understanding of the complex interactions between 

these multiple players. 

During my thesis, we aimed at determining the 

structure of Rad51 paralog complexes in association 

with Rad51 filaments. To do this, we combined a 

structural bioinformatics approach, based on 

sequence alignments and the published structure of 

Rad51, with yeast two-hybrid (Y2H) experiments.  

 This strategy allowed us to build for the first time 

a model for the organisation of Rad51 paralog 

complexes, the Rad55-Rad57 and SHU complexes, 

in association with the Rad51 recombinase. This 

model was further validated by genetic analysis of 

mutations disrupting each interaction domain. In 

our model, Rad55-Rad57 adopts a similar structure 

than a dimer of Rad51 and it interacts only with the 

5'-end of Rad51 filaments and only through the 

Rad57 subunit. Our genetic analyses suggest that 

the major role of the interaction between Rad55-

Rad57 and Rad51 is to protect Rad51 filaments 

against the Srs2 translocase. On the other side of 

Rad55-Rad57, Rad55 interacts with the Csm2 

subunit of the SHU complex through its N-terminal 

end. Interestingly, our genetic analyses revealed 

that SHU and the N-terminal end of Rad55 are 

dispensable for DSB repair. However, they are 

involved in the repair of UV-induced single-strand 

breaks. We propose that the SHU complex 

stabilizes the binding of Rad55-Rad57 on ssDNA 

gaps, thereby promoting enhanced stability of 

Rad51 filaments. Thus, Rad51 filaments would be 

more resistant to the destabilising activity of the 

Srs2 translocase and would allow HR to compete 

with alternative gap filling pathways involving 

error-prone translesion DNA polymerases. Our 

data allow us to propose a model for the 

installation of the Rad51 filament by paralog 

complexes, Rad55-Rad57 and SHU, in collaboration 

with Rad52. 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

Titre : Régulation de la formation des nucléofilaments Rad51 par les complexes de paralogues de Rad51 chez 

la levure Saccharomyces cerevisiae 

Mots clés : Recombinaison Homologue, Filaments Rad51, Paralogues de Rad51, Réparation de l’ADN, Rad52, 

Srs2 

Résumé : La recombinaison homologue (RH) est une 

des voies majeures de réparation des dommages de 

l’ADN telles que les cassures double-brin (CDB). Cette 

voie est également impliquée dans le redémarrage 

des fourches de réplication bloquées à une lésion. 

Une étape clé de cette voie de réparation consiste en 

la formation de filaments nucléoprotéiques formés 

de la recombinase Rad51 sur de l’ADN simple-brin 

(ADNsb). Ces nucléofilaments sont responsables de 

la recherche d’homologie et de l’invasion d’un ADN 

intact et semblable à l’ADN endommagé afin de 

l’utiliser comme matrice pour la synthèse réparatrice. 

La formation de ces nucléofilaments est finement 

régulée. Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, la 

formation des filaments Rad51 est assurée par les 

régulateurs positifs que sont la protéine médiatrice 

Rad52 et les deux complexes composés de protéines 

paralogues de Rad51, le complexe Rad55-Rad57 et le 

complexe SHU. Ils jouent également un rôle de 

protection de ce nucléofilament face au régulateur 

négatif Srs2 dont ils contrebalancent les effets de 

désassemblage. Pour mieux comprendre le 

mécanisme de régulation du nucléofilament Rad51, 

une connaissance plus approfondie des interactions 

complexes intervenant entre ces multiples acteurs est 

nécessaire. 

Durant ma thèse, nous avons cherché à déterminer la 

structure des complexes de paralogues de Rad51 en 

association avec les filaments de Rad51. Pour cela, 

nous avons combiné une approche bio-informatique 

structurale, basée sur des alignements de séquences 

et la structure publiée de Rad51, avec des 

expériences de double-hybride de levure (Y2H). 

Cette stratégie nous a permis de proposer pour la 

première fois un modèle pour l'organisation des 

complexes de paralogues de Rad51, les complexes 

Rad55-Rad57 et SHU, en association avec la 

recombinase Rad51. Ce modèle a été validé par des 

analyses génétiques de mutations perturbant 

chaque domaine d'interaction. Dans notre modèle, 

Rad55-Rad57 adopte une structure similaire à celle 

d'un dimère de Rad51 et n'interagit qu'avec 

l'extrémité 5' des filaments de Rad51 et 

uniquement par l'intermédiaire de la sous-unité 

Rad57. Nos analyses génétiques suggèrent que le 

rôle principal de l’interaction entre Rad55-Rad57 et 

Rad51 est de protéger les filaments Rad51 contre 

la translocase Srs2. De l'autre côté de Rad55-

Rad57, Rad55 interagit avec la sous-unité Csm2 du 

complexe SHU par son extrémité N-terminale. Il est 

intéressant de noter que nos analyses génétiques 

ont révélé que SHU et l'extrémité N-terminale de 

Rad55 sont dispensables pour la réparation des 

CDB. Ils sont en revanche impliqués dans la 

réparation des brèches simple-brin induites par les 

UV. Nous proposons que le complexe SHU stabilise 

la liaison de Rad55-Rad57 sur les brèches simple-

brin, favorisant ainsi une meilleure stabilité des 

filaments de Rad51. Ainsi, les filaments Rad51 

seraient plus résistants à l'activité déstabilisatrice 

de l’hélicase anti-recombinase Srs2 et 

permettraient à la RH de rivaliser avec d'autres 

voies de tolérance aux dommages de l’ADN 

impliquant des ADN polymérases translésionnelles 

responsables de l’incorporation de mutations. Nos 

données permettent de proposer un modèle 

d’installation du filament Rad51 par les complexes 

de paralogues, Rad55-Rad57 et SHU, en 

collaboration avec Rad52. 

 

 

 


