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Ci curie

CIR ride centro-Indienne

DIG digoxygénine

DNAsedésoxyribonucléase

dNTP désoxyribonucléotide triphosphate

DTT 1,4-dithithreitol

[*H]dTTP désoxythymidine triphosphate tritiée
EDTA ethylene diamine-tétraacétate

EPR ride est-Pacifique

g, mg, pggramme, milligramme, microgramme

h heure

ICTV international committe on taxonomy of viruses
IgG immunoglobuline G

IPTG isopropylfd-thiogalactopyranoside

kDa kilodalton

L, mL, pL litre, millilitre, microlitre

LB Luria-Bertani

m, cm, um, nmmetre, centimetre, micrometre, nanometre
M, mM molaire, millimolaire

Maldi-Tof « matrix assisted laser desorption ionization etwhflight »
MAR ride médio-Atlantique

MES acide 2-morpholineoethanesulfonique

MET microcopie électronique en transmission
min minute

mmol millimole

MPa mégapascal

nt nucléotide

orf « open reading frame »

p poids

PAGE « polyacrylamide gel electrophoresis »

pb, kpb paire de bases, kilopaire de bases

PCNA « poliferating cell nuclear antigen »

PCR polymerase chain raction

PEG polyethyleneglycol

PIPES piperazine-N,N’-bis(2-ethanesulfonic acid)
RNaseribonucléase

RT-PCR reverse transcription-polymerase chain raction
sseconde

SDSsulphate dodécylesulfate

TAE tris-HCl/acetate/EDTA

TE tris-HCI/EDTA

U unité

v volume

V volt

VLP *“virus-like particle”

W watt
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I. Généralités sur les virus de procaryotes

1. Découverte

L’existence des virus de procaryotes fut révélédehut du XXeme siecle par deux scienti-
fiques. L'anglais F. W. Twort décrivit le premiem 1915, une lyse chez les microcoques (Twebrt
al., 1915). Deux ans plus tard, le canadien F. d’'Hénaliblia le méme phénoméne chez les shigel-
les (D’'Hérelle, 1917).

Les études, menées depuis maintenant prés d’'ule,s@ut permis de mettre en lumiére
'extraordinaire diversité morphologique et génouggde ces virus. lls forment actuellement le
groupe viral le plus important et constituent égedat le groupe d’entités biologiques le plus abon-
dant de la planéte (Ackermann, 2001 ; Rohwer, 2008)yont présents dans des environnements
extrémement variés, en relation étroite avec lI'égi@l de leurs hétes (sols, océans, sources hydro-
thermales, sédiments marins, tractus digestifsiffierehts animaux, etc). Ainsi, a I'heure actuelle,
plus de 5 000 virus de procaryotes ont été visembks microscope électronique et environ 150 sont

décrits chaque année (Ackermann, 2001).

2. Terminologie

Les virus infectant les procaryotes sont répartisleux catégories suivant la nature de leur
hote (bactérie ou archébactérie). En raison dufgits ont souvent un pouvoir lytique, les termes
bactériophage et phage ont été initialement usil@@ur nommer les virus de bactéries. En ce qui
concerne les archées, le mot archéophage exisseilneat peu usité. En effet, les scientifiques spé
cialistes du domaine parlent plutét de virus d'@twdctéries pour souligner les différences existant

vis-a-vis des bactériophages.

3. Classification
a. Classification générale des virus
Le premier systéeme de classement des virus dataradeses 1920. Il reposait sur les symp-
tdbmes occasionnés par lI'agent pathogéene chez sen(&dimal, homme ou plante). Puis, avec
I'apparition du microscope électronique, c’estdenie et la taille du virion qui devinrent les crége

majeurs de classification trente ans plus tarddkat) 2002).
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En 1962, A. Lwoff proposa un systeme répartissasitvirus en sous-phyla, classes, ordres,
sous-ordres et familles. La hiérarchisation salfits suivant des criteres bien particuliers, ®sav
la nature de l'acide nucléique (ADN ou ARN) et saicture (monocaténaire, bicaténaire, linéaire
ou circulaire), la symétrie de la capside (binainghique ou hélicoidale), la présence ou I'absence

d’enveloppe et le mode de réplication (Lweffal, 1962).

En 1971, D. Baltimore proposa une autre solutioncqusistait a classer les virus en fonc-
tion de la stratégie de réplication, directemed la la structure du génome. Ainsi, six groupes vi-
raux furent définis : le groupe | (virus a ADN ddeilorin), le groupe Il (virus a ADN simple brin
positif), le groupe Il (les virus a ARN double tvyj le groupe IV (les virus a ARN simple brin posi-
tif), le groupe V (les virus a ARN simple brin néifja le groupe VI (les Rétrovirus) (Baltimore,
1971). Un septieme groupe correspondantRemersivirugut ajouté ensuite.

La classification actuelle des virus repose sumdtange des classifications de A. Lwoff et
D. Baltimore (Buchen-Osmond, 2003a). Elle est rgmie le Comité International de Taxonomie
des Virus (ICTV) créé en 1966 (http://www.ncbi.nyov/ICTVdb/). Celui-ci émet régulierement
des rapports faisant état de la classificationleiréactualisée {BICTV Report, 2005). Il a égale-
ment élaboré une base de données universelle m¢ééretous les virus décrits (Blichen-Osmond,
2003Db).

La nomenclature utilisée en taxonomie virale ext trodifiée : les noms d’ordres se termi-
nent par virales ceux de familles pandridae et ceux de genres parirus. Dans le monde viral, la
notion d’espéce a souvent été soumise a la comsevBepuis 1991, I'ICTV a retenu comme défi-
nition celle de M. H. van Regenmortel : « L’esp&gale est une classe de virus polythétiques qui
constituent une lignée réplicative et qui occuperg niche écologique particuliére. » (Van Regen-
mortel 1999 ; Buchen-Osmond, 2003a).

A I'heure ou le nombre de génomes viraux disposilnle cesse d’augmenter, il apparait né-
cessaire de les prendre en compte pour élaborenauneelle taxonomie. Ainsi, des virus ayant le
méme type d’acide nucléique et la méme morpholegi® souvent génétiguement trés éloignés
(Nelson, 2004). C’est pourquoi, J. G. Lawrenceest®llaborateurs proposent un systéme de clas-
sification dit « réticulé » ou la séquence génomigerait prise en compte. Les groupes seraient
elaborés en fonction de similarités résultant daunplusieurs mécanismes dits « de cohésion »
comme la recombinaison. Ainsi, un méme virus pouapartenir a des groupes différents du fait

de la multiplicité des origines de son génome (lemweet al.,2002) Un autre systéme de classifi-
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cation, basé sur des comparaisons du protéome &iggalement été proposé par F. Rohwer et R.
Edwards (Rohwer & Edwards, 2002).

b. Classification des virus de procaryotes

Les virus de procaryotes sont répartis en 14 familauxquelles il faut ajouter un nombre
restreint de nouvelles propositions en cours d’Hogetion (http://www.ncbi.nlm.gov/ICTVdb/).
Sur le seul critére morphologique, quatre grandsggs peuvent étre définis (cf Figure 1) :

* les virus a symétrie binaire (ou virus caudés).olit comme caractéristique principale de
posséder une queue permanente, contractile ouuigans les cas. Celle-ci possede généralement
des organelles de fixation sous forme de fibredearampons terminaux. Leur capside (ou téte) est
a symeétrie icosaédrique. Ces virus ne sont padapp&s et ont un génome a ADN bicaténaire li-
néaire. Cette catégorie concentre 96 % des virygamaryotes, répartis en trois grandes familles :
les Myoviridag lesSiphoviridaeet lesPodoviridae Ces dernieres constituent I'ordre d&sudovi-
rales le seul ordre défini chez les virus de procaryg¢eckermann, 2001).

* les virus a symétrie cubique. lls ont une capgideaédrique mais pas de queue. Certains
possédent une structure lipidique qui est le plusvent sous forme d’enveloppe mais qui peut aussi
étre insérée dans le core. Ce groupe qui représeatement 2 % des virus de procaryotes, corres-
pond cependant a cing familles : Mgroviridae (ADN monocaténaire circulaire), |€orticoviri-
dae (ADN bicaténaire circulaire), lebectiviridae(ADN bicaténaire linéaire), ldseviviridae (ARN
monocaténaire linéaire) et |I€ystoviridag(ARN bicaténaire linéaire) (Ackermann, 2001).

* les virus a symétrie hélicoidale. lls ont la fordeefilaments de longueur variable qui sont
soit flexueux soit rigides. lls ne représentent @u&% du nombre total de virus de procaryotes et
regroupent trois familles : ldaoviridae lesLipothrixviridae et lesRudiviridae Les deux dernieres
regroupent uniguement des virus infectant les &attéries. Seules légpothrixviridae sont enve-
loppés. Lednoviridae ont un génome a ADN monocaténaire circulaire adors lesLipothrixviri-

daeainsi que leRudiviridaeont un génome a ADN bicaténaire linéaire (Ackerm&901).

* les virus dits pléomorphes. lls ne possedent pasagside véritable mais une structure de
type enveloppe. Cela ne concerne que 0,3 % des d@yrocaryotes mais six familles sont concer-
nées : lelasmaviridae les Fuselloviridag les Guttaviridae les Globuloviridag les Ampullaviri-
daeet lesBicaudaviridae Ces cing dernieres regroupent des virus qui iafgéainiquement les ar-
chébactéries. LeBuselloviridaeet lesBicaudaviridaeont une forme de fuseau alors queGesta-

viridae ont une morphologie de goutte d’eau avec une é¢addffins filaments au pdle le plus poin-
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tu. LesGlobuloviridaesont sphériques et lésmpullaviridaeont une forme de bouteille (Acker-
mann, 2001 ; Arnol@t al.,2000b ; Haringtal., 2004, 2005b, 2005c).

Virus pléomorphes

2 79 ) Q

Podoviridas \ } Plasmaviridae Fuselloviridae

Virus a symétrie binaire f \

Myoviridae Siphoviridat Lipothrixviridae% Q

@ ]C[ Guttaviridae Globuloviridae
Cystovmdae Microviridae noviridae

LeV|V|r|dae<<:>> Inoviridae
Corticoviridae Tectiviridae RL{jiviridae Ampullaviridae

Virus & symétrie cubique Virus & symétrie hélicoidale Bicaudaviridae

Figure 1 : Morphologie des différentes familles de virus decaryotes (d’apres Ackermann, 2001

et modifié).
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4, Cellules hotes

La plupart des virus de procaryotes décrits sestlmhctériophages et infectent des groupes
bactériens trés variés (Ackermann, 2001) (cf FiqelL'étude des virus d’archébactéries étant
récente, le nombre de spécimens décrits est efaibte (environ une quarantaine) (cf Figure 2).
Cependant, des virus ont pu étre isolés dans lespieyla archéens les plus importants, a savoir les
Euryarchaeotaet lesCrenarchaeotaDyall-Smith et al, 2003 ; Porteet al., 2005 ; Gesliret al.,
2003 ; Prangishvili & Garrett, 2005 ; AckermannQ2Q
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Figure 2 : Distribution des virus dans les domaines bactéaemrchéen (d’aprés Ackermann,
2001).
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5. Relation a I’hote et production virale
a. Les différents types de relation héte - virus

L'infection virale aboutit généralement a la lyse ld cellule infectée et a la libération de

nouveaux virions. Dans ce cas, le virus est diqiy (Ackermann, 2001 ; Maniloff, 2001).

Toutefois, de nombreux virus établissent avec lée un état de lysogénie qui est caracté-
risé par la persistance du génome viral dans laleelLe plus souvent, il est sous forme intégrée
dans le génome de I'hdte et appelé provirus. Ritemrent, il est sous forme libre et peut étre li-
néaire comme pour le phag&O2, ou circulaire comme pour le phage P1 (Casgiral., 2004,
Ackermann, 2001). Dans ces deux cas, le virusiestmpéré et I'expression de la plupart de ses
géenes est réprimée soit par le virus lui-méme EaitI'’hdte. Le phénoméne d’intégration se ren-
contre chez les virus a symétrie binaire, féssmaviridae lesInoviridae ainsi que chez lelSusel-
loviridae (Ackermann, 2001 ; Maniloff, 2001).

Les virus tempérés peuvent sortir de leur étatydegéenie sous l'influence de facteurs
d’induction qui sont souvent environnementaux @adns, carence nutritionnelle) et engager alors
un cycle lytiqgue. Cependant, il arrive parfois deg nouveaux virions soient excrétés a travers la
membrane de la cellule ou libérés par bourgeonnerieragit alors d’infections permanentes sans

mort immédiate de la cellule infectée (Ackermar®)2; Maniloff, 2001).

Il existe un autre état, différent de la lysogénqia, est appelée pseudolysogénie ou état por-
teur. Cet état est non inductible et il n’y paggration du génome viral. L’héte excrete de maniére
réguliére des particules virales, tout en survivdrgn se multipliant. Cet état correspond done plu
tét a une situation d’équilibre entre la multiptioa cellulaire et la production virale. Dans lesca
ou I'équilibre est rompu, il y a curage de la dellbéte ou alors production lytique de virions (Ar-
nold et al.,2000b).

Les mécanismes fins qui caractérisent I'entréa abttie du virus sont connus uniquement
chez certains bactériophages trés étudiés teldegpleageh ou le phage T4 (Casjens & Hendrix,
2001 ; Matthews, 2001). A I'hneure actuelle, aua@avdil n'a été mené dans ce sens chez les virus
d’archébactéries.
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b. L'influence de la pression hydrostatique

Les études concernant l'influence de la pressiairdstatique sur les virus sont peu nom-
breuses et elles concernent majoritairement las\de procaryotes. Elles ont été initiées a la fin
des années 1940 par R. C. Foster et ses collabmrdfeosteet al.,1949). Le scientifique suédois,
L. Rutberg, a montré qu’'une exposition de la sou€hBEscherichia colia la pression hydrostati-
que affecte 'immunité des cellules vis-a-vis dwagbA et induit ainsi la production virale (Rut-
berg, 1965).

La méme année, une équipe ameéricaine a rapporaetivation du phage T4 apres une ex-
position de quelques minutes a une pression de&Vi®4. Des observations au MET ont montré
gu’une partie des virions avaient la queue condeaet avec parfois la téte vide d’ADN. Ces altéra-
tions morphologigues ressemblent a ce qui arrive ttu processus d’infection (Solomen al.,
1965).

De nos jours, le traitement en pression hydrosiatiest de plus en plus utilisé dans le do-
maine agro-alimentaire dans le but de préserveallagents. En effet, un choc hyperbare permet
l'inactivation les phages présents dans la mapeseniere ou les produits finis. Les études menées
a I'neure actuelle sur l'influence de la pressian Ies virus concernent donc plutét les conditions
d’inactivation optimales. (Chegt al.,2004).

Une équipe belge travaille également sur les caresemps de I'exposition aux fortes pres-
sions. Ainsi, elle a mis en évidence I'inductioniie toxine produite par un provirus suite a un choc
hyperbare (Aersteet al.,2005).

6. Génomique, origine et évolution
a. La structure génétique des populations virales

Le premier génome viral de procaryotes séquenct® aadui du bactériophageBX174
(Sangeeet al, 1978). A I'heure actuelle, plus de 220 génomesu sont disponibles dans les bases
de données (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Cependkinvision actuelle de la structure génétique
des virus de procaryotes demeure quelque peu bidiséeffet, le nombre de génomes séquencés
est trés restreint comparé a la population totafelitidus qui a été estimée a environ*1(Hen-
drix, 2003). Certains genes présumés homologuesetiament divergé qu’ils sont difficilement
identifiables en tant que tels. Par exemple, le$épres majoritaires de capside des entérophages
P22 et HK97 n’ont aucune similarité de séquencepe@dant, une analyse structurale a révélé que
les deux molécules possédaient le méme replierd@mget al.,2003).
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Il existe des preuves d’échanges génétiques audsepopulations virales telles que celle
des phages caudés, méme si la fréquence de telerpBges est loin d’étre constante pour chaque
portion de génome (Hendret al.,1999). De tels échanges ne sont pas limités gé&less isolés : il
a été mis en évidence I'échange de large blocsdesgcorrespondant a plus de la moitié du gé-
nome (Lawrencet al.,2002). Ceci peut aboutir a la production de phagesdifférents au niveau

de leur organisation génétique et de leurs prasibiologiques (Hendrix, 2003).

L’existence de tels processus va a I'encontre dhypothése souvent proposée par le passé
et suivant laquelle les phages caudés seraienhsenwle de populations distinctes et assez éloi-
gnées. Dans ce cas, les membres d’'un groupe ndgreimme les phage lambdoides ou les phages
du lait) échangeraient fréquemment entre eux masiqent jamais avec les membres d’un groupe
plus éloigné. Pour R. W. Hendrix, il est plus judte considérer la population des phages caudés
comme un continuum génétique. Ainsi, la structuppasente serait un artefact résultant de
I'échantillonnage. De facon plus imagée, la pad pleages caudés bien décrits serait a la popula-
tion totale ce que le grumeau est au pudding (Hen2i003) !

A une échelle plus large, il existe des élémenggérant une relation de parenté entre les vi-
rus procaryotes et eucaryotes. Ainsi le phg@éinfectant le genr@seudomongsest un cousin des
Reoviruseucaryotes en raison de caractéristiques commueties qu’'un génome a ARN double
brin segmenté, une capside double et une ARN pabseéassociée au virion (Bamfoed al.,
2002). De la méme maniére, il existe des connextémidentes entre les phages de type PRD1 et
les Adenovirusainsi qu’entre certains virus procaryotes caudést@iens et archéens) et lder-
pesvirus(Bamfordet al., 2002 ; Newcomb edl., 2001). Plus récemment, une homologie de struc-
ture chez la protéine majoritaire de capside adétéontrée pour le virus archéen STIV, le virus
eucaryote PBCV-1 et le phage PRD1. De plus, leee@nt de cette protéine est trés proche de
celui observé chez l&denovirugnfectant les mammiféres (Rie¢ al, 2004 ; Khayaet al, 2005).

b. La notion de génomes en mosaique

De telles observations suggerent que les génomagxvseraient en fait des mosaiques de
« modules » résultant de recombinaisons entre@pseaces ancestrales. Les modules sont souvent
des genes individuels mais peuvent aussi étre ai®®ms de genes correspondant a des domaines
protéiques (Hendrix, 2003). Plusieurs études coatpvas ont été menées, notamment sur des pha-
ges lambdoides et des mycobactériophages, powarétetye théorie (Juhatd al.,2000 ; Pedullat
al., 2003).
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Petit a petit, il est apparu que le processus destert latéral de genes résulte en fait
d’événements non homologues essentiellement aléaten ce qui concerne la position relative des
genes (Pedullatal., 2003 ; Hendrix, 2002). La remarquable abondancerde permet de contre-
balancer la proportion importante de génomes regwants non viables impliquée par un tel pro-
cessus. Ainsi, tous les recombinants de la pojuaont éliminés sauf ceux qui ne nuisent pas au
fonctionnement du phage. Il reste alors seulenssntdcombinaisons situées a des endroits neutres,
ce qui donne l'impression d’'un processus dirigér mEme programmeé. Lorsque les mosaiques de
modules sont créées par recombinaison non homal@djes peuvent se réassortir dans la popula-
tion avec une fréquence élevée de recombinaisamslogues, soit grace a des genes homologues,
soit en utilisant de courtes régions « délimitéesmme cela est décrit chez certains phages lamb-
doides (Clarletal. 2001 ; Hendrix, 2003).

A I'heure actuelle, élaborer des scénarios phylétignes a partir de ces nouvelles théories
est tres tentant mais plein d’incertitudes (Hend2ix03). Cependant, certaines concernant l'origine
et I'évolution des virus de procaryotes ont étécgtt encore, élaborées.

c. Les théories de I’origine et de I’évolution

Ainsi, deux théories principales s’affrontent atieraent. La premiére, exposée notamment
par H. W. Ackermann, est que les virus descendraerconstituants cellulaires ayant acquis une
coque protéique et une réplication indépendantée @g/pothese est soutenue par le fait que les
phages sont polyphylétiques, ce qui implique plusiencétres distincts en des temps et des lieux
différents. Ainsi, led.evivirusont pu dériver ’ARNm et lefmovirus filamenteux peuvent descen-
dre de plasmides ayant acquis une capside. Les s@wdés, ubiquitaires et présents chez les bacté-
ries et les archées, peuvent tres bien étre las de procaryotes les plus anciens. En effetuds a
raient infecté I'ancétre commun aux bactéries gtaaahées avant la séparation des deux domaines.
Une fois apparu, ils ont pu évoluer par mutatioaagtuelles et réarrangements génomiques (Ac-
kermann, 2001).

Dans la deuxieme théorie, défendue notamment plaorierre, les virus auraient transformé
'ARN en I’ADN grace a des ribonucleotide réductast des thymidilates synthases. Puis, diffé-
rents systemes de réplication, de réparation aedembinaison de 'ADN auraient été inventés
indépendamment dans des lignées virales différeptese a partir d’'enzymes initialement impli-
guées dans le métabolisme de 'ARN. Seule uneepddices systemes aurait alors été transférée
vers les cellules primordiales a ARN. Ceci expligg@@irquoi un certain nombre d’activités impli-
guées dans le métabolisme de I’ADN sont assuréesligmprotéines non homologues (Forterre,
2005). C’est le cas notamment pour les topoisoreéréBopo IIA et Topo 1IB) ou les thymidilates

9
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synthases (ThyA et ThyX) (Gadel al, 2003 ; Myllykallioet al, 2002). Cette théorie permet de
comprendre pourquoi beaucoup de protéines viraggiquées dans le métabolisme de I'ADN

n’ont pas d’homologues cellulaires (Forterre, 2005)

Cellule a @ Virus a
ARN Infection ADN
Maintient du génome viral dans
la cellule grace a un état porteur
Transfert des genes cellulaires vers le
génome viral par rétrotranscriptior]
Cellule a - @ Virus a
ADN Infection ADN
Cellule aADN
avec un plasmide

Figure 3 : Schéma expliquant la théorie de I'évolution dess/et des cellules défendue par P. For-

terre (d’aprés Forterre, 2005).

L’hypothése concernant le processus de transfetaesuivante : un virus & ADN infecte
une cellule a ARN et se maintient grace a un édepr. Des genes cellulaires sont progressive-
ment transférés par rétrotranscription vers le géneiral qui persiste sous forme plasmidique.
Puis, ce dernier supplante complétement le génatielaire & ARN et devient le chromosome
cellulaire a ADN. L’infection d’'une cellule ADN pain virus ADN donne lieu suivant le méme
principe a une cellule ADN comportant un chromosahen plasmide (cf Figure 3). Il est alors
envisageable que le virus recrute des membranes@tiulaires pour former une membrane autour
de son génome. Ce phénoméne a déja été observéeshgps virus a ADN double brin pour for-
mer leur enveloppe. Ainsi, les virus seraient ddioe de I'apparition du noyau cellulaire eucagyot
(Forterre, 2005).

10
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Il. Les techniques de détection et de quantification des virus
de procaryotes

Depuis presque un siecle, les moyens de détedtida quantification des virus de procaryo-
tes se sont peu a peu améliorés et diversifiedeS@s techniques les plus utilisées sont déaites

apres.

1. La technique des plages de lyse

La mise en évidence des premiers phages a étébjgogsace a la lyse qu’'ils provoquaient
dans une culture de bactéries (Tweirtal., 1915 ; D'Hérelle, 1917). Cette propriété a étéisde
tres tot pour déterminer le titre viral des phatggues. La technique dite des plages de lyse
consiste a étaler une suspension virale trés dduéesurface d’un tapis bactérien dans une beite d
Pétri contenant un milieu nutritif solide. Aprésiation, il apparait des trous dans le tapis bacté
rien qui sont la résultante de la destruction estade des cellules (cf Figure 4) Ces derniers sont
appelées plages de lyse et permettent aprés coengtegtimer le nombre de virus en pfu (plaque

forming unit).mL* (Signer, 1967).

Dilution en série du virt

Virus Virus Virus Virus
1/10 1/100 1/1000

bl

Etalement sur tapis microbien
Incubation

DO

Comptage des plages de lyse

Figure 4 : Schéma du protocole utilisé dans la techniqueptieses de lyse.
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Cette technique présente I'avantage d’étre simpfgea onéreuse. Cependant, comme son
nom l'indique, elle n’est applicable qu'aux virygiques. C’est pour cette raison que d’autres tech-

niques ont été développées par la suite.

2. La microscopie électronique en transmission (MET)

Le principe de la microscopie électronique en tn@esion a été mis au point en 1931 par
M. Knoll et E. Ruska. Ce dernier recu le prix Nobelphysique en 1986 pour cette invention. Cette
technique de microscopie basée sur le principeiffiaation des électrons permet un facteur de
grossissement d’un million. Son utilisation en loge a été initiée par H. Ruska, E. Pfankuch et G.
A. Kausche en 1940 (Ruska, 1940 ; Pfankush & Kaeist®40).

Les virus sont adsorbés sur une grille métalligeduverte d'un film de carbone puis colo-
rés négativement. Une solution contenant un agentrastant (tétroxyde d'osmium, acétate
d’'uranyle, citrate de plomb, acide phosphotungstiquolybdate d’ammonium) est ajouté sur la
grille. Celui-ci va se fixer préférentiellement hord des échantillons adsorbés. En raison de sa
forte masse atomique, le contrastant dévie lesrélex Ainsi le virus apparait plus foncé que ce qu

I'entoure (cf Figure 5).

Figure 5 : Photographies de bactériophages aprés coloraéigative et observés en MET prises
dans les années 1940 (A) (d'apres Ruska, 194®7 (B) (d’aprés Inmaat al, 1976).

Cette technique présente I'avantage de permetg@hservation directe des particules. Ain-
si, la morphologie et par conséquent certainsrestéle classification peuvent étre déterminés. La
limite de détection est de 1particules.mr* (Ewert & Paynter1980). Cependant, c’est une techni-
gue extrémement lourde et colteuse si le nombhadrdillons analysés est élevé. Par ailleurs, elle
requiert un observateur trés expérimenté. De pllesgté prouvé que les comptages effectués ne
sont pas toujours tres reproductibles et quere viral déterminé est souvent en deca de la éalit
(Hennes & Suttle, 1995 ; Bettarsi al.,2000).

12



Introduction Bibliographique
« Les Virus de Procaryotes»

3. La microscopie a épifluorescence (ME)

Le colt élevé et la faible disponibilité des METt éteé les principales causes du dévelop-
pement de la microscopie a épifluorescence Darie tathnique dérivée de celle utilisée pour le
comptage des bactéries, I'acide nucléique des vbarscentrés par ultrafiltration, est marqué grace
a un fluorochrome caractérisé notamment par laeddeg persistance de sa fluorescence appelée
temps de « fading » (cf Figure 6). L'observatiorfaaesur un microscope a épifluorescence (Wein-
bauer & Suttle, 1997).

Il existe trois types principaux de fluorochromesisables pour cette technique. Le DAPI
(ou 4’,6’-diamino-2-phenylindole), couramment emy@qoour détecter les bactéries depuis les an-
nées 1980, a été le premier utilisé pour marqueomepartiment viral (Suttlet al., 1990). La mé-
thode au DAPI présente I'avantage d’étre tres mjpahviron 30 min). Cependant, en raison de la
faible intensité de fluorescence et du temps dadinfy » relativement court (94 sec), le comptage
des échantillons se révéle étre assez difficiletéP@ Feig, 1980 ; Weinbauer & Suttle, 1997).

Le Yo-Pro-1 {4-[3-methyl-2,3-dihydro-(benzo-1,3-@ae)-2-methylmethyledene]-1-(3'-
trimethyl amoniopropyl)-quinilinum diioide} est ucolorant & base de cyanine. Contrairement au
DAPI, il produit une fluorescence intense et ttadbke car son temps de « fading » oscille entre 210
et 244 sec. De plus, le protocole a été améliogepnet maintenant une incubation de 4 min au
lieu de 48 h (Hennes & Suttle, 1995 ; XenopouloBi&l, 1997 ; Bettareét al.,2000).

Le SYBR Green | est arrivé plus recemment sur lech@&a Sa fluorescence est aussi intense
gue le Yo-Pro-1 mais en revanche son temps deirgfadest plus court que celui du DAPI (49
sec). Pour pallier cela, il est donc nécessairpaiiquer une solution dite « anti-fading ». Sompri
cipal inconvénient réside dans la diminution deiécision des comptages lorsque le nombre de
particules virales devient trop important (> 5.p@rticules.mL) (Bettareletal., 2000). Cependant,
il présente tout de méme I'avantage de ne pas rantes débris présents dans I'échantillon (Noble
& Fuhrman, 1998).

Dans certaines études, il s’avére que les comptalgiesus grace a la microscopie a épifluo-
rescence sont surestimés. En effet, les fragméiBNdet d’ARN libres sont également marqués et
indiscernables d'un « vrai » virus. lls produisdonc un phénomeéene d'interférence qui fausse les
comptages. Une des solutions envisagée pour padliprobleme est un traitement de I'’échantillon
a la DNAse et a la RNAse. Les résultats resterigésten raison du fait que ces enzymes semblent

egalement altérer les capsides virales (l¢aed, 1991 ; Bettarett al, 2000).
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Figure 6 : Photographie en épifluorescence de procaryotess (goints) et de leurs virus (petits

points) marqués au SYBR Green | (d’apres le siy@/Muhrmanlab.usc.edu).

Une étude récente a montré que la conservatiogcahtillon a également un réle prépon-
dérant dans les résultats obtenus en microscopflaiorescence. En effet, la fixation au gluta-
raldhéryde ou au formaldéhyde suivie d’'un stockagéC engendre une perte de 72 % des particu-
les apres 16 jours. Pour éviter une telle dégradati apparait nécessaire de colorer juste apres |
fixation puis de stocker la préparation a - 209Gsk également possible de plonger I'’échantillon
dans l'azote liquide apres fixation puis de le @mer a — 86°C jusqu’a I'analyse (We al,
2004).

4. La cytométrie en flux

L’apparition d’'une nouvelle génération de fluorcmmes colorant spécifiquement les acides
nucléiques combinée a I'amélioration des techniqieesytométrie en flux a permis I'obtention
d’'un nouveau moyen de détection et de quantifioaties virus. Ce systeme présente le grand avan-
tage d’étre completement adapté a l'analyse d'@s grand nombre d'échantillons grace a
'automatisation du procédé. De plus, la cytométnielux permet de mettre en évidence différentes
populations de virus (Herchet al, 1979 ; Marieet al.,1999).

Les fluorochromes utilisés sont le SYBR Green llete TOTO-1, le YOYO-1, le Pico-
Green, I'OligoGreen et le SYBR Gold. Plusieurs ésidnt comparé ces différents colorants et le
SYBR Gold apparait comme le meilleur. En effepridduit une fluorescence beaucoup plus stable
mais tout aussi intense que celle du SYBR Gre#fatig et al, 1996, 1997 ; Cheet al.,2001).

Les comptages obtenus sont trés similaires a cHegtwés en microscopie a épifluores-
cence. Aucune corrélation n'a pu étre mise en éageentre l'intensité de fluorescence et la taille
des génomes viraux. Cependant, il apparait queslits virus a ARN sont difficilement détectables
(Marieet al, 1999 ; Brussaaret al, 2000 ; Cheret al.,2001).
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5. Les techniques d’amplification de gene

Au contraire des techniques culturales et microsgms, I'amplification de génes apporte
une preuve indirecte de la présence ou de I'absgmtel ou tel virus.

a. La Polymerase Chain Reaction (PCR) et la Reverse Transcription-Polymerase
Chain Reaction (RT-PCR)

Les premieres techniques d’amplification de génefuyent utilisées pour la détection des
virus sont la PCR (pour les virus a ADN) et la RCHRP(pour les virus a ARN) (Saikit al.,1985 ;
Brussowet al.,1994 ; Leect al, 1989 ; Griffinet al.,1999). Dans la PCR, un gene cible est ampli-
fié a l'aide d’amorces spécifiques et d'une polyasérthermostable (souvent la Taq polymérase) au
cours de plusieurs cycles comprenant trois phas@safuration, hybridation, élongation). Pour la
RT-PCR, une réverse transcription est réaliséeré@aiable pour obtenir de ’TADN complémentaire

a partir de 'ARN viral grace a une réverse traipgase.

Ces techniques moléculaires présentent I'avanta&geedres sensibles car elles permettent
de détecter les génomes viraux, méme s'il N’y aguedques copies dans I'’échantillon analysé. Par
ailleurs, le choix judicieux des amorces utiliséesorise une identification rapide du ou des virus
présents. De plus, les provirus, invisibles en MiiTen ME car ils ne produisent pas de virions,

sont alors détectables.

Le point crucial de ces techniques reste le génlé.dtn effet, il n’existe aucun équivalent
chez les virus de 'ADNr 16S retrouvé chez tousdescaryotes. Ainsi, des genes différents sont
sélectionnés suivant les virus étudiés. Une rédef,5 kpb connue pour étre présente chez tous les
phages ddBacteroides gragilisHSP40 a ainsi été utilisée pour détecter ce typeriis dans des
échantillons environnementaux (P@gal, 2000). La séquence codant pour la protéine majéer
capside commune a tous les phages de type T4 aillears, été retenue pour étudier la phylogénie
de plusieurs de ces virus provenant de différeiiteum aquatiques (Filéet al, 2005).

Le principal inconvénient réside dans le fait geg ¢onditions d’expérimentations doivent
étre optimisées pour chaque type de virus souse Eobtenir des amplifications aspécifiques ou

des résultats faussement négatifs.

b. La PCR et la RT-PCR quantitatives

Plus récemment, la PCR et la RT-PCR quantitatiteétindéveloppées dans le but de quan-
tifier les virus et de suivre leur développemeratt€ technologie est basée sur la détection et la

quantification d’une molécule fluorescente dontrligsion est directement proportionnelle a la
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guantité d’amplicons générés pendant la réactioP@R ou RT-PCR. Il existe 2 types de mar-
guage : les agents se liant a I’ADN double brim{ote le SYBR Green |) et les sondes fluorescen-
tes (comme les sondes Tagman) (Heidal., 1996 ; Edelman & Barletta, 2003 ; Gibsenal.,
1996 ; Shin & Sobsey, 2003).

Le SYBR Green | ne devient fluorescent que s’llis& un acide nucléique. Il est donc pos-
sible d’inclure cette molécule a faible dose dams BCR et de suivre 'augmentation des produits
de PCR directement en mesurant la fluorescence ldagamme d’émission du SYBR Green |
(maximum a 550 nm). Cela présente I'avantage déwde concevoir une sonde de marquage pour
chaque géne ciblé. En revanche, la fluorescencergmpeut en partie provenir du marquage des
produits d’amplification non spécifiques.

La sonde Tagman est un oligonucléotide spécifique thorceau interne a la séquence am-
plifiée. Elle est marquée en 5’ par un fluorophappelé « reporter » et en 3’ par un autre type de
fluorophore appelé «quencher ». Le spectre d'éamsglu reporter chevauche le spectre
d’excitation du quencher. L’émission du reporter &ténuée par la proximité du quencher. Si la
sonde est dégradée par l'activité exonucléasique35'de la Taq polymérase, les fluorophores
s’éloignent et 'émission du reporter sera augnenitéaugmentation du signal correspondant a la
fluorescence du reporter est proportionnel au nena& copies polymérisées a chaque cycle de
PCR. Le principal avantage dans l'utilisation dadss Tagman est la spécificité du signal obtenu.
Il est méme possible de suivre plusieurs genes@naremps. Cependant, cette technique est oné-

reuse en raison du prix élevé des sondes et dgudifaut autant de sondes que de genes étudies.

6. La métagénomique

Cette approche, relativement récente, permet dectdétdes séquences genomiques virales
dans un environnement donné. Le compartiment gsatout d’abord isolé, puis une banque LASL
(Linker-Amplified Shotgun Library) est créée (Rohves al., 2001). Ce type de banque permet de
contourner les problemes causés lors d’'un clonkgsique par les nucléotides modifiés, les géenes
viraux létaux et la faible quantité d’ADN contendans les échantillons environnementaux. Les
séquences obtenues sont alors analysées pour bteguels sont les virus représentés et dans
guelles proportions (Breitbast al., 2003 ; Edwards & Rohwer, 2005). Etant donné lasmas
d’'informations récupérées, la plupart (environ 7b dés séquences obtenues ne trouvent aucun
homologue dans les differentes bases de donnéesombreux virus sont ainsi découverts mais
reste a I'heure actuelle incultivés (Breitbairial.,2002 2003).
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La difficulté majeure de cette technique est dvaira isoler correctement le compartiment
viral sans le contaminer ni perdre trop de maté@elpendant, une fois ce point résolu, la métagé-
nomique présente l'avantage de permettre I'obtanticnformations concernant la diversité des
virus incultivés. La métagénomique permet donc aéer de maniére globale la composition ainsi

que la structure des communautés virales de I'enmgment (Edwards & Rohwer, 2005).

lll. Les virus de procaryotes dans les environnements extrémes

L’étude bibliographique qui suit est en granddipaeprise dans une revue intitulé¥ixu-
ses in extreme environmemtgui a été déposée a la revugeviews in Environmental Scierared
Biotechnology» (cf Annexe 6). La définition exacte d’'un envir@mment extréme n’existe pas mais
il parait relativement correct de dire qu’il s’aditin environnement ou les contraintes physiques et
chimiques sont telles qu’elles confinent aux limitke la vie. Par ailleurs, il apparait que la gHio
phere est quasiment omniprésente sur la planetdg,S2005a). Ainsi, elle a méme réussi a coloni-

ser ces environnemerdasriori hostiles (cf Tableau 1).

Tableau 1 :Principales caractéristiques de I'écologie vidds différents environnements extrémes

Habitat Abondance Morphologies Hétes

archées appartenant aux geriesobac-

Milieux hypersa- 7 -1 | citron, téte-queue, sphérii . i
yp 10"a 16.mL d P terium, Haloferax, Haloarcula, Natrialba,

lins ue
q Halorubrum
Lacs alcalins 108 4 16.mL™ nd bactéries apparentées a I'espktiemari-
na baltica

Sables du désert du
Sahara nd téte-queue nd

bactéries apparentées aux esp&tesva-

Glaces de 9.10 . idimari - i
PArctique 33 18.mL téte-queue nella frlgldlmabrglr?]ji?evtobactenum hi
Colwellia psycherythrae
Sediments de subr 10.g* nd nd
surface
citron, filament, batonnet,
Sources chaudes goutte d’eau sphérique, | archées appartenant aux gerefolo-
acides terrestres nd fuseau a extensions bipolai-bus Acidianus, Thermoproteus, Desulfu-
res, bouteille, icosaédrique rolobus, Pyrobaculum

Sources hydro-
thermales marineg
profondes

citron, filament, batonnet,
cuillere, fuseau a exten-
sions bipolaires

1,45.10 &

archées appartenant a I'ordre dégrmo-
9,9.10.mL™

coccales

nd : non déterminé
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1. Les virus des milieux hypersalins
a. La diversité globale

Les milieux hypersalins renferment une quantitédrgmte de virus (de 1@ 16.mL?Y
mais jusqu’a présent, le nombre de specimens démmitlaboratoire reste faible (environ 15) (cf
Figure 7 et Tableau 2). Ces derniers possedentagorité une morphologie téte-queue. Cependant,
des observations directes en MET réalisées danadee d’étude de la diversité ont montré que
c’est plutbt la forme fuseau qui domine chez legi@aes virales des milieux hypersalins. Il existe
donc une difféerence entre les résultats apportesepacaractérisations de systémes hote — virus et
les études de la diversité virale dans I'environeeinpeut-étre dle aux hétes choisis qui ne corres-
pondent pas aux especes dominantes dans I'habitateh (Guixa-Boixarewet al, 1996 ; Oreret
al., 1997 ; Dyall-Smithet al.,2003).

b. Les virus modeles

> @H
Le virus@H, le mieux étudié de sa catégorie, infecte cingches de I'espece archéertfe-

lobacterium salinariumgH appartient a la famille dédyoviridae Sa téte est un polyédre de 64 nm
de diamétre et il posseéde une queue contractil®7@enm de long. Trois protéines constitutives
majoritaires ont pu étre mises en évidence patréj@rmorese en SDS-PAGE. Leurs tailles sont res-
pectivement de 22, 53 et 80 kDa. Par ailleurs,dacentration en sel du milieu dans lequel se
trouve le virus semble primordiale. Ainsi, en dessd’'une concentration en NaCl ou en KCI de 3
M, la particule perd son infectiosité alors quedeacentrations requises sont moindres en présence
de 0,1 M de M§" (Schnabekt al.,1982a ; Dyall-Smittet al.,2003).

@H est un virus tempéré qui peut produire des plagel/ses chez la souche R1 (dont la
mutation caractéristique est une absence de vacgaleceuses) ainsi que chez la souche sauvage
mais avec une efficacité réduite d’un facteu?-1¢f. L'apparition de particules se produit 5,5 h
apres le début de l'infection, alors que la lysesh’observée qu’'au bout de 7 h (Schnabel.,
1982a). Lorsque le génome viral est présent daoslliale, cette derniére devient résistante a toute

surinfection (Reiteet al.,1988).
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Figure 7 : Photographie en MET de différents virus isolésnileeux hypersalins représentant les
principales morphologies rencontrées (d'apres Bgalithet al, 2003).

Tableau 2 : Principales caractéristiques des virus décritessde milieux hypersalins.

Nom du Morphologie et Taille du Physiologie Références bibliogra-
virus taille du virion génome* du virus phiques
Téte-queue Ard Paulinget al, 1982
Hh1 37,6 kpb Tempéré
60 nm ; 100 nm P P Rohrmanret al, 1983
Téte-queue Ard Paulinget al, 1982
Hh 3 29,6 kpb Tempéré
75 nm ; 50 nm P P Rohrmanret al, 1983
Jal Tete-queue 230 kpb nd Waiset al, 1975
90 nm ; 150 nm
Téte-queue ; Torsvik & Dundas, 1974
Hsl nd L e '
50 nm; 120 nm ytiqu Torsvik & Dundas 1980
oH Téte-queue 59 kpb Tempéré Schnabeé_t _al, 1982a
64 nm; 170 nm Stolt & Zillig, 1992
Téte-queue 56 kpb nd Vogelsang-Wenke &
N 55 nm; 80 nm P Oesterhelt1988
S45 Tete-queue nd Lytique Daniels & Wais 1984
40 nm ; 70 nm
5100 Tete-queue nd nd Daniels & Wais, 1990
Taille nd
B10 Téte-queue nd nd Dyall-Smithet al, 2003
Taille nd
Téte-queue ; Nuttall & Dyall-Smith,
HF1 77,7 kpb Lytique
58 nm; 94 nm P ytig 1993
HE2 Téte-queue 75,9 kpb Lytique Nuttall & Dyall-Smith,
58 nm; 94 nm 1993
His1 Fuseau 14,9 kpb Etat porteur Bath& Dyall-Smith,
74 nm X 44 nm 1998
His2 S%gerrl'r?]ue 16,2 kpb  Etat porteur Bathet al, 2006
Téte-queue 58 5 kob Tempéré Witte et al, 1997
¢Chl 70 nm ; 130 nm 2 KP P Klein et al, 2002
SH1 Polyedre 30,9 kpb Lytique Porteret al, 2005
55 nm

*: Tous les génomes des virus des milieux hypersabont constitués d’'une molécule d’ADN doublabinéaire.

nd : non déterminé
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Le génome deH est un ADN linéaire bicaténaire de 59 kpb carg&#déar un pourcentage
en G + C de 65. Ses extrémités sont redondantespdigjue pourquoi sous forme de provirus, il
adopte une structure circulaire. Par ailleurs, salggere que 'ADN serait synthétisé sous forme de
concatémeres, encapsidés au fur et a mesure dandtds a partir d’'une séquence nommeée pac
(Schnabett al.,1982b, Schnabel & Zillig, 1984).

Les profils de restrictions du génome obtenus &®endonucléas&dal, Bgll et Bglll gé-
nerent des bandes surnumeéraires peu intensesgpairdissent lorsque le virus est purifié grace a
plusieurs « plaque-tests » successifs. Ceci suggistence d’au moins deux variants du virus.
Apres étude plus poussée de ces résultats, cesdait 8 variants (notés 1 a 8) qui ont pu étre mi
en évidence. Leurs génomes different par des inesrtdes délétions ou des inversions d'un frag-
ment d’ADN d’une taille minimum de 11 kpb nommé memt L. Les inversions ont lieu a une fré-
guence élevée chez les variants qui portent unegleche 1,8 kpb, appelé ISH1.8, au niveau des
régions flanquantes du segment L. Ce dernier peuirsulariser sous forme d’'un plasmide dé-
nommegHL et étre impliqué dans 'immunité de certainesdees vis-a-vis des différents variants
de@H. Il peut aussi s’intégrer au génome viral papmebinaison homologue et contribuer aux réar-
rangements d’ADN cheHalobacterium salinarum(Schnabelet al., 1982b, 1984 ; Schnabel,
1984a, 1984b).

La transcription chempH, lorsqu’il entame son cycle lytique, est dépendaiu temps. Au
cours de la phase précoce, il a pu étre mis erege@au niveau du segment L un transcrit majori-
taire de 2 000 nt. Celui-ci est ensuite séparéerrx anolécules qui font respectivement 1 100 nt
(notée T,) et 700 nt (notée 4). Un second transcrit nomme&/T,/T3 démarre a I'extrémité droite
du segment L. Ces deux produits apparaissent nu@r80 min apres le début de l'infection. Les
genes tardifs, eux, se situent a la gauche du sggmet sont transcrits seulement apres 3 h. lls
renferment notamment les trois séquences codamtlg®yprotéines majoritaires qui seraient peut-

étre organisées en unité de transcription (Sttilg, 1994).

Le phénoméne est Iégérement différent lorsque lelsd R1 renferme le plasmidgiL.
Ainsi, 3 transcrits « d'immunité » ont pu étre déés. Le promoteur d’un transcrit « d'immunité »,
noté Ts, est dos-a-dos avec le promoteur du transcriugtiTy. Il a été montrén vitro que & code
pour un répresseur Rep qui se fixe au niveau dungieur de 1. De plus, les deux autres transcrits
« d'immunité », notés glet Typ, codent pour une protéine Per qui augmente d'cteda dix I'action
de Rep. Il a également été mis en évidence quentinité était aussi médiée par un ARN antisens
noté T,ne En effet, Tt démarre 151 pb en aval du point de départ detTl est transcrit dans le
sens inverse a ce dernier. Ainsi, il peut formeduplex avec Tet rendre la molécule sensible au

20



Introduction Bibliographique
« Les Virus de Procaryotes»

clivage par des RNAses. C’est la premiére fois cpéype de régulation a pu étre mis en évidence
chez les archées (Stolt & Zillig, 1993, 1994).

L’étude de la séquence du génomepdiea permis de mettre en évidence de fortes similari
tés aveapChl, un autre halovirus. Néanmoins, a part quelgaess codant pour des méthylases, il
existe trés peu d’homologues chez les génomes cérlmphages et de virus eucaryotes (Dyall-
Smithet al, 2003).

» @Ch1l

@Chl a été décrit plus récemment et infecte I'arabtyie haloalkalophil®&latrialba maga-
dii. Il appartient a la famille dedyoviridaeet posséde une structure trés similaire a cellg-Hdecf
Figure 7). La queue comporte de petites structoeetminement impliquées dans I'adsorption a la
cellule héte. La concentration minimale en NaClisg est de 2 M, méme en présence dé&" Mgn
deca, les particules se désagregent (Wittal., 1997).¢Ch1 est un virus tempéré. Dans sa phase
lysogene, il est sous forme de prophage intégigeaome de I'hote. Cependant, il est aussi capable
de produire des plages de lyse. La souche porfgigenéanmoins étre curée grace a des repiqua-
ges successifs (Wittet al.,1997).

Des analyses en SDS-PAGE ont permis de mettre ider&e 8 protéines structurales (de
15 a 75 kDa (notées B a |) dont les points isoétpets sont compris entre 3,3 et 5,2. Ceci est typi
gue des micro-organismes alkalophiles. Par ailleuaspu étre déterminé que la neuvieme protéine
structurale de 80 kDa, nommée A, était en faiekultante, soit d’'un hétéromultimére de plusieurs
protéines depChl, soit d'un homomultimere de protéine H. Darssdeux cas, les molécules sont
covalemment liées et contribuent a la stabilitéadgtructure du virion (Wittet al., 1997 ; Kleinet
al., 2002).

Les virions renferment en plus du génomep@él, un ADN double brin linéaire de 58 kpb
damméthylé, des ARNs de différentes tailles (80 a i)0Des expériences d’hybridation ont per-
mis de déterminer qu'il s'agissait d’ARNs codés fabte. C’est la premiéere fois qu’un tel phéno-
mene a pu étre observé chez les virus d’archéee(@ial., 1997 ; Baranyet al, 2000). Le gé-
nome semble étre organisé en 3 parties. La régagadche regroupe des genes impliqués dans la
morphogénése du virion ou codant pour des protéitrasturales. La région centrale comporte les
fonctions de réplication, de stabilisation de plasret de régulation de I'expression génique. La
partie de droite est composée majoritairement degayant une fonction inconnue mais elle ren-

ferme aussi des génes codant pour des enzymestdeti@n et de méthylation de 'ADN. Cette
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organisation modulaire est trés similaire a cellsapvée chez les bactériophages caudés, ce qui met

en évidence une conservation a travers les diffeidomaines (Kleiet al.,2002).

L’analyse bioinformatique a prédit 98 génes et fometion a pu étre assignée pour®ffs
d’entre eux. Bien que la plupart n’aient pas decfimm connue, un nombre important comporte tout
de méme des similarités avekl, et plus particulierement avec de segment L. paie de ces
séquences homologues se trouve étre inversée leatdeux virus. Ceci est trés certainement la
résultante d’une recombinaison site-spécifique igaau des sites pall et pal2 qui bordent le frag-
ment inversé. Ce phénomene pourrait étre médi@iparecombinase virale codée par intl et/ou
int2 qui présentent des homologies avec l'intégcasbactériophage (Klein et al.,2002). L'ADN
de ¢Chl est redondant a ses extrémités. Il peut damape@H, se circulariser. Des analyses de
restriction menées sur de I’ADN viral isolé de aldk lysogénes suggérent un intermédiaire de ré-
plication adoptant cette forme plasmidique. Cetiesmsaccord avec le fait que plusieurs genes ont
des homologues impliqués dans la réplication stdhilisation des plasmides. Par exemple, le géne
54 (rep H) ressemble a des séquences faisant mhrtigeplicon minimal de deux plasmides
d’archées halophiles (Klekt al.,2002).

» Hisl

His1 est le premier virus d’halophile décrit quanpas de structure téte-queue. Il infecte dif-
férentes archébactéries : une de I'esp@aarcula hispanicamais aussi 16 autres souches des
genresHaloferax Halorubrumet Halobacterium Les virions ont une forme de citron de 74 nm de
long par 44 nm de large et sont pourvus d’'une qaeueé nm (cf Figure 7). Cette morphologie res-
semble beaucoup a celle des virus de la familleFdisglloviridaetel SSV1. Cependant, comme
Hisl est trés différent au niveau moléculaire desea virus en forme de fuseau, le geBadter-
provirus a été proposé. Tres récemment, His2, un halowraphologiquement et génétiquement
proche de Hisl, a été isolé et classé dans ce (featieet al, 2006).

His1 est dans un état porteur. L’hote relargueaicu des particules 4 a 6 h aprés le début
de I'infection sans jamais subir de lyse. Par aile aucune copie du génome viral ne semble ni étre
intégrée au chromosome archéen, ni persister some fplasmidique (Bath & Dyall-Smith, 1998).
Le génome de Hisl est un ADN double brin linéaeel8,5 kpb. Il ne posséde pas, conghleou
@Chl, d’extrémités redondantes qui permettent d'setame forme circulaire. Il ne semble pas non
plus posséder le méme systéme d’encapsidationn,Bhfie comporte pas de protéine associée a
'extrémité 5’ de 'ADN (Bath & Dyall-Smith, 1998)La réplication se ferait selon le mode dit

« d’amorcage protéique » qui est assez peu répaadurencontré chez certains virus de mammife-
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res Adenoviru¥, certains bactériophageg2@, PRD1), certains plasmides linéairesStieptomyces
et ’ADN mitochondrial de plante (Salas, 1991 ; IBat al, 2006).

Le séquencage et I'annotation trés récents du gérdemHis1 ont permis de déterminer 35
genes. Un d’eux code pour une ADN polymérase pitagirésentant 42 % de similarité avec celle
trouvée chez His2. Ces dernieres possedent dedédgtiqgues communes avec les polymérases de
type B existant chez certains virus ainsi que desisnitochondries des plantes et des champignons.
Etant donné leurs morphologies proches, la stradtientique de leurs génomes et ’'homologie de
leurs ADN polymérases, Hisl et His2 ont certainenuenancétre commun. Au cours du temps ils
ont considérablement divergé, ce qui suggére demedwents de recombinaison entre halovirus

mais aussi entre les halovirus et leurs hotes (8, 2006).

» SH1

SH1 est le dernier virus halophile décrit. Il ictie deux espéces archéennétaloarcula
hispanicaet Halorubrum sodomensées particules, polyedriques avec un diametréem, sem-
blent dénuées de queue (cf Figure 7). L'analys8@8-PAGE des protéines constitutives du virion
a révélé 15 bandes de poids moléculaire compris dnét 185 kDa. Plusieurs d’entre elles forment
des complexes protéiques. Une membrane externdéefeagoure la capside icosaedrique. Il a éga-
lement été montré que SH1 renferme des constitlipidgques sélectionnés et provenant de son
hote (Porteet al., 2005 ; Bamforcet al., 2005). SH1 entraine la lyse de son héte 5 a 6résdp
début de l'infection. A ce stade, le nombre deipales s’éléve a 200 pfu par cellule. Cependant, il
arrive que les archées forment des 1lots ou ldsleslont une paroi épaissie. Ces derniéres se sont

révélées étre résistantes a l'infection (Poegtaal.,2005).

Le génome de SH1 est une molécule d’ADN double loméaire de 30,9 kpb qui posséde a
ses extrémités des séquences répétées inversg@s gb. Son pourcentage en G+C est de 68,4, ce
qui est tout a fait comparable a celui retrouvézdes organismes halophiles. Le génome a été en-
tierement séquencé et comporte 56 géenes préditsinAgéne de SH1 n’a d’homologues dans les
bases de données. Le séquencage N-terminal a pgemedier 8 protéines structurales aux genes
les encodant. Par ailleurs, un géne est homolod#elrRase permettant 'empaquetage de 'ADN
chez les phages du type PRD1. g&me coderait alors pour une protéine de strudtiserait la
signature d’'un mode d’assemblage commun aux deus.VAinsi, des capsides vides seraient syn-
thétisées et I'encapsidation aurait lieu ensuitee Btude structurale détaillée de SH1 devrait per-

mettre d’évaluer la possibilité d’une relation ente virus et le phage PRD1 (Bamfetdl.,2005).
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2. Les virus des lacs alcalins

Les lacs alcalins sont, en réalité, un cas trésicpéier de milieu hypersalin. Ainsi, la com-
position chimique de I'eau est proche de cellerdagis salants mais la quantité de carbonate mi-
néral y est beaucoup plus élevée. La seule étudanpesur les virus de cet environnement a été
meneée par une equipe californienne dans le lac Maonia valeur du pH avoisine 10. L’'abondance
virale varie entre 1.F0et 1.10.mL™, ce qui fait des lacs alcalins un des systémeatames ou la
densité de virus est la plus importante. Des @pbtrréeses en champ pulsé ont permis de détermi-
ner que la taille des génomes viraux varie de 48kpb avec une majorité comprise entre 30 et
60 kpb. L’analyse des profils de bandes obtenussaem évidence que la communauté virale des
eaux profondes forme un groupe distinct de celes ehux de surface et de demi-surface. Cela
montre une forte stratification de la distributiemale entre les eaux anoxiques et les eaux plus
oxygénées (Jiangt al, 2004).

Au cours de la méme étude, un phage lytique nomiiénol a été isolé. Il infecte une
bactérie dont le plus proche représentant dégpiariient a I'espéckliomarina baltica Le génome
de ce virus, utilisé comme sonde, a permis de éter que les communautés virales étaient sou-
mises a une certaine saisonnalité. En effet, |&sidigtions réalisées sur un échantillon prélevé en
mai 2000 donnent des résultats différents de cétenas sur un échantillon récolté en aodt 2000
(Jianget al, 2004).

3. Les virus du désert

Une seule étude a été menée par une équipe Bangir les virus de ce type
d’environnement dans le désert du Sahara. Des @éitbras de sable ont été soniqués dans diffé-
rents milieux de culture puis incubés avec et saitgmycine C. Des observations en MET réali-
sées sur les cultures concentrées ont révélé samee de particules de type viral ayant des morpho-
logies comparables a celle des virus de trois famdifférentes : leMyoviridae les Siphoviridae
et lesPodoviridae(cf Figure 8) L'analyse électrophorétique en champ pulsé de NAEXtrait des
préparations enrichies en particules suggeére lsepoe de plusieurs génomes viraux dont la taille
varie entre 45 et 270 kpb (Prigesttal, 2005).

24



Introduction Bibliographique
« Les Virus de Procaryotes»

4. Les virus des glaces polaires

Des travaux sont menés sur les virus psychroptiesiis les années 1990. Une étude, me-
née sur des glaces prélevées au sud de Resolgd’ Aattique canadien, a révélé une extraordi-
naire abondance de particules virales (de 3'74@,9.16°.m? ce qui correspond & des valeurs de
9,0.16 a 1,3.16.mL™Y). En effet, elle est 10 & 100 fois supérieure emmptages réalisés dans la
colonne d’eau située en dessous des glaces ammlfiséel6.mL™) (Maranger etl., 1994). Une
autre étude menée pres de la céte nord de Elledsiangl, également dans I'Arctique canadien, a
donné des résultats similaires {18 10" virus.m?) (Vincentetal., 2000).

La premiére observation au MET de phages présants dk la glace est trés récente car elle
ne date que de trois ans. Dans cette étude, {rsti@rses hote - virus ont été isolés d’échantillbas
glace prélevés en Arctique au large de la cotelestroenland. L’analyse du géne de '’ADNr 16S
des bactéries hétes montre respectivement dedtsaes avec les especes suivant8hewanella
frigidimaria (96,0 %),Flavobacterium hibernun©4,0 %) etColwellia psychrerythrae98,4 %).

Les phages sont actifs jusqu’'a 14°C mais leur teatpée optimale pour la formation de plages de
lyse se situe plus aux environs de 0°C. Ces vions$ 36te-spécifiques et leur structure téte-queue
implique leur appartenance a deux familles diffézen lesMyoviridae (pour I'isolat 1a) et leSi-
phoviridae(pour les isolats 11b et 21c) (cf Figure 9). Lgédnome sont des ADN double brin dont
la taille est de 70 kpb pour l'isolat 1a, de 400&pb pour l'isolat 21c et de 30 kpb pour I'isoldtb
(Borisset al.,2003).

5. Les virus des sédiments de subsurface

La plupart des études menées sur les virus desedts concerne la couche des dix pre-
miers centimétres (Danovasi al, 2001, 2002). Une équipe canadienne a réalisétleles en
épifluorescence ainsi qu’en MET sur deux échamidllde sédiments prélevés respectivement a 105
et a 118 m sous le plancher océanique prés ddadeoo@st du Canada. Une importante quantité de
virus a pu étre mise en évidence car I'abondancgenme déterminée est supérieure agbde
sédiment sec. Etant donné que ces virus semblenti@tétroite association avec les bactéries de cet
environnement, ils apparaissent comme des acteientels de la biogéochimie des sédiments
marins profonds (Bir@t al.,2001).
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Figure 8 : Photographie en MET des particules de type vitmleovées dans les échantillons de
sable du désert du Sahara et étant assimiléesamibes desMlyoviridae (A a-f), desPodoviridae
(B a,b) et deSiphoviridae(B c-f) (d'aprés Prigerat al, 2005).

Figure 9 : Photographie au MET des isolats 1a (A), 11b (B2¥t (C) isolés d’échantillons de
glace prélevés en Arctique au large de la cbétedasGroenland. La barre représente 100 nm
(d’aprées Borist al.,2003).
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6. Les virus des sources chaudes terrestres acides
a. La diversité globale

Sur la base du seul critere morphologique, la diteerirale observée au niveau des sources
chaudes terrestres parait bien supérieure a asdléabsystemes aquatigues meésophiles. En effet, la
morphologie des particules observées varie durciumo batonnet en passant par la cuillere, la fer-
meture éclair et la structure téte-queue (cf Figure(Riceet al, 2001 ; Rachett al.,2002).

Le travail pionnier mené dans le laboratoire dezig depuis les années 1980 a donné lieu
a la description d’'une myriade de virus infectamjuement des archébactéries thermophiles terres-
tres (cf Figure 10 et Tableau 3). Ces derniersdestmorphologies extrémement variées mais €ga-
lement des génomes tres différents nécessitaneddian de 7 familles totalement nouvelles : les
Fuselloviridae(en forme de fuseau), legpothrixviridae (filamenteux), lefRRudividae(en forme de
batonnet), le$uttavridae(en forme de goutte d’eau), I€dobuloviridae (sphérique), ledmpulla-
viridae (en forme de bouteille) et I&icaudaviridae(en forme de fuseau avec des extensions aux
deux poles) (Prangishvili & Garrett, 2005).

Deux virus sont cependant orphelins étant donns learactéristiques tout a fait originales.
Le premier, nommeé STIV (pourSulfolobus Turrests and Icosahedral Virys possede une cap-
side icosaedrique ayant la méme organisation sialet que celles du bactériophage PRD1, du
virus d’algue PBCV-1 et de certaiAglenovirushumains (Ricest al.,2004). Le deuxieme, nommeé
STSV1 (pourSulfolobus tengchongensis Spindle Shaped Wiyusst le plus grand virus en forme
de fuseau jamais isolé car il fait 230 nm de lon@@ nm de large avec une queue atteignant en
moyenne 68 nm (Xiangt al.,2005).

b. Les virus modeéles
» SSV1, le Fusellovirus

Les membres de la famille désiselloviridaeont la caractéristique commune d’avoir une
forme de fuseau d’une taille moyenne de 100 nm rr(cf Figure 10). Leur ADN est bicaténaire
circulaire, surenroulé positivement et associé & protéine. Le virion consiste en une enveloppe
protéique hydrophobe possédant des fibres caudalesdes pbles. Ldausellovirussont tous des
virus tempeérés qui infectent des archébactérigshgium desCrenarchaeotall s’agit le plus sou-
vent du genré&ulfolobusmais aussi d'une espéceAdidianus lls ont été isolés de sources hydro-
thermales terrestres ainsi que de solfatares an,Jap Islande, en Amérique du Nord et en Russie
(zillig et al.,1998 ; Prangishvili & Garrett, 2005).
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Figure 10 : Photographie en MET de différents virus isolésderces chaudes acides terrestres et
représentant les principales morphologies rencesitriéa barre représente 100 nm (d’aprés Martin
et al., 1984 ; Arnoldet al., 2000a ; Prangishvilet al., 1999 ; Arnoldet al., 2000b ; Haringet al,
2004 ; Haringet al, 2005b, 2005c¢ ; Ricet al, 2001).
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Figure 11 : Photographie en MET de différentes particulesyge tviral observées au niveau de
sources chaudes acides terrestres et possédantadpbkologies originales par rapport aux virus
décrits. La barre représente 100 nm (d’aprés &ied, 2001 ; Rachett al, 2002).
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Tableau 3 : Principales caractéristiques des virus décrit@$sde sources chaudes acides terrestres.

Nom Morphologie et  Type d’acide Taille du Famille attribuée Relation Références
du vi- taille du virion nucléique génome a I'héte
rus
SSvi1 Fuseau ADN double 15,5 kpb Fuselloviridae = Tempéré Martiret al,
100 nm x 60 nm  brin circulaire 1984
SSVv2 Fuseau ADN double 14,8 kpb  Fuselloviridae = Tempéré Prangishvili,
80 nm x 55 nm  brin circulaire 2003
SSV3 Fuseau ADN double 15 kpb Fuselloviridae  Tempéré Prangishvili,
80 nm x 55 nm  brin circulaire 2003
SSVK1 Fuseau ADN double 17,4 kpb  Fuselloviridae = Tempéré  Wiedenheéit
90 nm x 60 nm  brin circulaire al., 2004
SSVRH Fuseau ADN double 16,5kpb  Fuselloviridae @ Tempéré  Wiedenheét
90 nm x 60 nm  brin circulaire al., 2004
SIRV1 Batonnet rigide  ADN double 32,3 kpb Rudiviridae Tempéré  Prangishvitt
830 nm x 22 nm  brin linéaire al., 1999
SIRV2 Batonnet rigide  ADN double 35,4 kpb Rudiviridae Etat por- Prangishviliet
900 nm x 23 nm  brin linéaire teur al., 1999
TTVA4 Batonnet rigide  ADN double 17 kpb Rudiviridae Lytique Zillig et al,
500 nm x 35 nm  brin linéaire 1996
ARV1 Batonnet rigide  ADN double 24,7 kpb Rudiviridae Etat por- Vestergaaret
610 nm x 22 nm  brin linéaire teur al., 2005
TTV1 Filament flexueux ADN double 16 kpb  aLipothrixviridae Tempere Janekovic
400 nm x 40 nm  brin linéaire et al, 1983
SIFV Filament flexueux ADN double 40,8 kpb  BLipothrixviridae Etat por- Arnold et al,
2000 nm x 24 nm  brin linéaire teur 2000a
TTV2  Filament flexueux ADN double 16 kpb  BLipothrixviridae Tempéré Janekovic
1200 nm x 20 nm  brin linéaire et al, 1983
TTV3  Filament flexueux ADN double 27 kpb  BLipothrixviridae nd Janekovic
2500 nm x 30 nm  brin linéaire et al, 1983
AFV1  Filament flexueux ADN double 21 kpb  yLipothrixviridae Etat por- Bettstetter
900 nm x 24 nm  brin linéaire teur et al, 2003
AFV2  Filament flexueux ADN double 31,8 kpb dLipothrixviridae Etat por- Haring
1100 nm x 24 nm  brin linéaire teur et al, 2005a
DAFV  Filament flexueux ADN double 56 kpb Lipothrixviridae nd Zillig
2200 nm X 27 nm brin linéaire et al, 1994
SNDV Goutte d’eau ADN double 20 kpb Guttaviridae Etat por- Arnold
145 nm x 80 nm brin circulaire teur et al, 2000b
PSV Sphérique ADN double 28,3 kpb  Globuloviridae  Etat por- Haring
100 nm brin linéaire teur et al, 2004
TTSV1 Sphérique ADN double 20,9 kpb  Globuloviridae nd Prangishvili &
brin linéaire Garret, 2005
ABV Bouteille ADN double 23,9 kpb  Ampullaviridae  Etat por- Haring
230 nm x 80 nm  brin linéaire teur et al, 2005b
ATV Fuseau bicaudé ADN double 62,7 kpb  Bicaudaviridae = Tempéré Haring
1000 nm x 85 nm brin circulaire et al, 2005c
STIV Icosaedrique ADN double 17,7 kpb nd nd Rice
52 nm brin circulaire et al, 2004
STSV1 Fuseau ADN double 75,3 kpb nd Etat por- Xiang
230 nm x 107 nm brin circulaire teur et al, 2005

nd : non déterminé
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Le virus type de cette famille est SSV1 (poButfolobus Spindle-shaped ViruslL C’est
le premier isolé (dés 1984) et le mieux décriinfecte la souche B12 dgulfolobus solfataricus
isolée au Japon. Son genome fait 15,5 kpb. La ptamuvirale est induite par irradiations aux

rayons UV ou par traitement & la mitomycine C (legt al.,1984).

SSV1, lorsqu’il est dans sa phase lysogéne, possegleopie de son génome sous forme
plasmidique libre et une autre intégrée. L'intéigratse fait niveau d’'un ARNt arginine (Reiter et
al., 1990) par un processus de recombinaison site fepexi(Muskhelishvili et al., 1993).
L’intégrase, encodée par le virus, est égalemediteaia vitro car elle permet la recombinaison par

intégration/excision de molécules d’ADN linéaireyskhelishvili, 1994).

L’ADN génomique de SSV1 présente la propriété d'é&mrenroulé positivement, contrai-
rement a celui des cellules et virus eucaryotdmetériens. Ceci est di a la présence Gudiolo-
busd’'un géne codant pour une topoisomérase ATP-démeachommeée reverse gyrase. Celle-ci est
capablen vitro de convertir TADN surenroulé négativement ou cek& en un ADN surenroulé po-
sitivement (Nadaét al.,1986).

La cartographie des transcrits de SSV1 met en geed® ARNm différents qui sont expri-
més en continu. Apres induction, deux petits ARNmppéémentaires sont observés (Reétal.,
1987 ; Palmet al., 1991). En effet, I'induction inactive le répresseallulaire d’une petite unité de
transcription qui est située entre deux autresamtus longues et inversées. Dans ce cas, ces der-
niéres se retrouvent en contact ce qui entraimépléication de I’ADN viral et permet la formation
des virions (Zilliget al., 1996).

Le génome de SSV1 a été entierement séquencé &rell 98 genes ont été mis en évidence
(Palmetal., 1991). Les seuls génes correspondant a des foeat@nnues sont I'intégrase, les deux
protéines de capside (VP1 et VP3) et la protéise@ge a 'ADN (VP2) (Reiteet al.,1987). Qua-
tre génes (c792, b115, b129 et €96) se sont rég&esndispensables au virus mais leur fonction
demeure inconnue (Stedmanal., 1999) et deux autres ont été retrouvés chez dasnples de la
famille pRN (Keelinget al.,1998). Chez ces derniers, ces deux genes perinéterapsidation du
plasmide dans de petites particules virales (Aretld., 1999).

Une analyse de la composition en acides aminédifiésentes protéines virales a permis de
mettre en évidence deux catégories bien distinéiesi, 15 genes codent pour des protéines com-
portant des résidus cystéine et sont quasimentregreupés (sauf 1) dans une méme région qui
couvre 6 849 pb. A I'inverse, l'autre portion dungéne contient des genes codant uniquement pour

des protéines sans cystéine qui sont notamment VP2 et VP3. Cette partie du génome pourrait
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étre impliquée dans I'assemblage du virus et l@gorég cystéinée » pourrait assurer les fonctions
précoces telles que la multiplication virale aigpse la mise en place et/ou le maintien de la lysogé
nie. Cette organisation originale fait penser a fus&on de deux génomes a I'évolution différente
(Plamet al, 1991).

Lorsque la séquence de SSV1 est comparée a cellgreb Fusellovirus (SSV2 isolé
d’Islande, SSVK1 isolé de Russie et SSVRH isolé ndgkique du nord) il apparait que
'organisation générale est tres similaire (cf Fegu2). Une moitié des géenes semble étre trés
conservée chez les quatre virus, tandis que I'antiié ne I'est pas. Il existe aussi des homokgie
deux a deux ainsi que des genes propres a chamse @ette diversité génétique serait en faveur de
I'existence de différentes souchesHklesellovirus Plusieurs explications sont avanceées : isolement
géographique, évolution génétigue rapide ou prassiélective des caractéristiques physico-
chimigues de I'environnement (Stednetral., 2003 ; Wiedenhettt al.,2004).

55V RH
16473 bp

Légende:

Genes communs
aux 4 génomes

Geénes communs
a 2 ou 3 génomes

Figure 12: Comparaison du génome de SSV1 avec trois abtresllovirus: SSV2, SSVRH et
SSVK1. La barre représente 100 nm sur les photbggaen MET des quatre isolats sont position-

nées au milieu de la figure (d’apres Wiedenbketl, 2004).
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Le géne a291 est homologue au géne 29 de SIFVirus archéen de la famille dego-
thrixviridae et le gene a45 est homologue au gene 59&iplthrixvirus AFV1 (Arnold et al.,
2000 ; Bettstetteet al, 2003). Deux autres genes présentent des sirégadié séquences avec le
génome duRudivirusARV1 (Vestergaarckt al, 2005). Le reste du génome semble trés différent
des autres virus d’archées et de bactéries (Wiediegtal.,2004).

La transcription chez les archées a pu étre mi¢udiée grace a SSV1. En effet, ce virus
possede des « TATA-box » ressemblant plus aux peur® reconnus par les ARN polymérases
eucaryotes que par celle des bactéries. Ceci amedbs résultats obtenus sur la composition de la
sous-unité de '’ARN polymérase archéenne et a pedmiprévoir I'existence de « TATA-binding
proteins » (TBP) chez les archées. Ces promoteursrsuite été utilisés pour étudier la transcrip-
tion in vitro de 'ARN polymérase archéenne. SSV1 est eégaleaéntigine de deux systemes de
transformation chesulfolobus Le premier utilise I'origine putative de réplicat du virus et le

second est constitué du génome viral entier (Psangi, 2001).

» SIFV, le Betalipothrixvirus

Les membres ddspothrixviridae sont de longs batonnets flexueux enveloppés (Ben#®
a 2 000 nm) refermant une molécule d’ADN bicaténéinéaire (cf Figure 10). lIs infectent quatre
genres différents d€renarchaeota ThermoproteusSulfolobus Desulfurolobuset Acidianus Sur
la base des différences concernant les envelofggestructures terminales, les propriétés génomi-
gues et les stratégies de réplication, quatre ganreété créés au sein de cette famille Alpkali-
pothrixvirus lesBetalipothrixvirus lesGammalipothrixviruset lesDeltalipothrixvirus (Prangishvi-
li & Garret, 2005).

SIFV (pour «Sulfolobus islandicus Filamentous Virssinfecte I'especé&ulfolobus islan-
dicus C’est un des virus archéens les plus longs gaedure pres de 2 000 nm pour une largeur de
24 nm. L'enveloppe est constituée des phospholpglé proviennent majoritairement de I'’h6te
mais un serait spécifique du virus. Ainsi, I'équipent enzymatique de SIFV serait peut-étre capa-
ble de modifier les lipides de la cellule. Les értités de I'enveloppe sont couronnées par 6 fibres
protéiques qui peuvent adopter deux positions edavou fermée. Le modele proposé pour la
structure du core est atypique : ’ADN et les pirme§ associées formeraient deux hélices et non une
seule comme cela existe chez TTV1, un autpethrixvirus infectant 'espécdhermoproteus te-
nax (Arnold et al.,2000a).

SIFV n’entraine pas la lyse de la cellule maisetand de croissance. Les virions sont relar-

gués dans le milieu extérieur 6 a 8 h aprés le tdébWwinfection. Cependant, la souche peut étre
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curée par des repiguages successifs. Aucune auagigrée du génome viral n'a pu étre mise en
evidence chez son héte. SIFV est donc dans upetiaur instable (Arnolét al.,2000a).

Son génome, qui fait environ 41 kpb, est presquierement séquencé. Seules les extrémi-
tés n'ont pas pu étre clonées a cause de leurassitdité enzymatique. Soixante quatorze genes
ont été prédits et présentent une bonne couveattuta séquence. Les genes 34 et 35 codent respec-
tivement pour les protéines de structure HP1 et.HIBZeraient transcrits sur un méme ARNmM
polycistronique. Les genes 7 et 22 comportent desfsrhélicases ATP-dépendantes de type ar-
chéen. Trois genes (41, 48 et 63) présentent 56 %tndlarité entre eux et possedent un motif typi-
gue du groupe | des glycosyl transférases. lls @t donc étre impliqués dans la synthése de
I'enveloppe lipidique du virus (Arnoldt al.,2000a).

Aucune homologie n’a été mise en évidence entr& 8IFTTV1. Par ailleurs, des hybrida-
tions ADN/ADN entre SIFV et DAFV (uripothrixvirus infectant le genr®esulfurolobu¥ don-
nent une réaction croisée significative. Le genec@®e pour une protéine homologue a une pro-
téine inconnue de SSV1 (Arnoét al.,2000a). Il a également été montré que SIFV pogsdda
génes homologues a des génes portés parRra#/irus(SIRV1, SIRV2 et ARV1), urGammali-
pothrixvirus (AFV1) et unDeltalipothrixvirus(AFV2) (Penget al, 2001 ; Vestergaaret al, 2005 ;
Bettstetteret al, 2003 ; Haringet al, 2005a).

> SIRV 1 et SIRV2, les Rudivirus

Les deux premiers virus décrits appartenant a failla des Rudiviridae sont SIRV1 et
SIRV2 (pour «Sulfolobus islandicus Rod-shaped Virus 1 ang,jui infectent le€renarchaeota
du genreSulfolobus lls ont une forme de batonnets rigides assezsl¢d80 nm pour SIRV1 et 900
nm pour SIRV2) et ne posseédent pas d’envelopp€&ifefre 10). A chaque extrémité, la particule
possede trois fibres caudales. Le core possedeawité centrale qui renferme la molécule d’ADN
bicaténaire linéaire covalemment liée et associ@aeeprotéine de 15,8 kDa (Prangisheiial.,
1999).

SIRV1 et SIRV2 n’entrainent pas la lyse de leurehitais un retard de croissance. Leurs
génomes ne sont pas intégrés et la productioneviralst inductible ni par irradiation aux rayons
UV, ni par traitement a la mitomycine C. La celluke peut étre curée par repiquages successifs. lls
sont donc dans un état porteur stable. Par aill&IRV1 est capable d’induire la production de
SSV1 si ce dernier est intégré ci&dfolobus solfataricu@Prangishviliet al., 1999).
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Les génomes de SIRV1 et SIRV2 ont été entieren@niencés en 2001 et font respective-
ment 32,3 et 35,5 kpb. Ils sont organisés en gmulgeséquences treés conservees sépares par des
séquences non conservees. lls comportent a letnénetes d’'importantes régions répétées inver-
sées. Les phénomenes responsables de I'évolutiaesideux génomes sont variés : recombinai-
son, duplication de gene, transfert horizontaludtsitution de genes (Pemg al, 2001 ; Blum et
al., 2001).

Récemment, des variants de SIRV1 ont été mis aefepege. Ills ont des génomes tres pro-
ches avec tout de méme des différences au nivebordee et la taille des genes. Un des mécanis-
mes responsables des réarrangements génétiquegésbsieez les variants est nouveau car il serait
médié par un intron archéen de 12 kpb. Il existdedgent des recombinaisons entre les variants
(Penget al.,2004).

Chez SIRV1, 45 genes ont été prédits alors que SHRY?2 ils sont au nombre de 54. Une
analyse comparative des deux génomes a permistdeniiger que 44 virus sont communs aux
deux virus. De plus, un tiers des génes de chaewesl virus posséde un homologue chez SIFV. I
a également été mis en évidence des similaritéggieences entre SIRV1, SIRV2, ARV1 (un autre
Rudivirug, AFV1 (unGammalipothrixviruy et AFV2 (unDeltalipothrixvirug.Ceci laisse a penser
gue les membres de deux familles, Lgsothrixviridae et lesRudiviridag pourraient appartenir a
une méme superfamille (Peegal, 2001 ; Vestergaaret al, 2005 ; Bettstetteet al, 2003 ; Ha-
ring et al, 2005a).

La fonction de certains génes a pu étre assignési,Aine ADN polymérase, une dUTPase
et une résolvase de jonction Hollyday ont été pesdihez SIRV1 et SIRV2. Le rble de la résolvase
serait de permettre la résolution des intermédiaie réplication qui sont en fait des concatémeres
de chaque brin. Ce phénomeéne fait penser au modiptieation qui existe chez certains virus eu-
caryotes comme le®oxvirus De plus, le génome de ces derniers possede leentgpe
d’organisation (Pengt al.,2001 ; Birkenbihkt al.,2001).

Chez SIRV1 et SIRV2, la transcription démarre arsiglurs endroits sur toute la longueur
du génome et sur les deux brins. Les premiersdriamsont détectables 30 min apres le début de
l'infection. A ce stade, tous les génes sont tratsssauf un et beaucoup le sont sous forme d’
ARNmMm polycistroniques (cf Figure 13). Bien que oé $ cas pour le géne codant la protéine de
capside, un transcrit monocistronique tres aboneéstntiétecté juste avant 'assemblage des virions.
De plus, I'expression d’'un gene, adjacent a celuest régulée positivement au cours de la phase
tardive. Ceci suggere qu’il pourrait étre impliqiens la régulation du géne codant pour la protéine
capsidiale (Kesslezt al.,2004).
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L’extension d’amorce a permis de déterminer lesssite démarrage de 13 transcrits et les
séquences promotrices ont été identifiees. Cedaldesn comme celles de I'héte, comportent des
sites de fixation pour des facteurs de transcmpsicchéens. Cependant, la plupart contiennent aussi
un élément consensus spécifique au virus. Ceciesadamplication de facteurs de transcription
alternatifs (Kessleet al.,2004).

» SNDV, le Guttavirus

A I'heure actuelle cette famille ne comprend quaeul représentant, SNDV (pouiSulfo-
lobus neozelandicus Droplet-shaped Vir)squi infecte une souche de I'esp&édfolobis neoze-
landicus La particule mesure 110 a 185 nm de long et d& 99 nm de large. Elle a une forme de
goutte d’eau avec une touffe de fines fibres caslall'extrémité pointue (cf Figure 10). Ces der-
nieres sont peut-étre impliquées dans l'adsor@itanS-layer de I'héte. Le core est recouvert d’'une
enveloppe dont la structure rappelle la carapanelée de certains insectes. Trois protéines ont pu
étre mises en évidence (13, 13,5 et 17,5 kDa) mt cgrtainement les constituants des fibres, du
core et de I'enveloppe (Arnoket al.,2000Db).

SNDV n’est pas lytique sauf si la charge viraldiahe est trop importante. La production de
particules commence 17 h apres le début de l'ifflecEn général, le virus entraine un retard de
croissance chez son hote qui peut étre curé paregapiages successifs. SNDV est donc dans un
état porteur instable. Aucun provirus n’'a été détetans le chromosome archéen (Arneldal.,
2000b).

Le génome de SNDV est une molécule d’ADN doubla biiculaire de 20 kpb qui edam
méthylée. Cette derniére caractéristique est assszptionnelle chez les virus @genarchaeota
Par ailleurs, il a été mis en évidence que le closmme de I'héte n'est pas modifié. Ainsi, une me-
thylase serait codée par le virus lui-méme et reatirait préférentiellement 'ADN hémiméthylé,

c’est-a-dire les intermédiaires de réplication dagne viral (Arnoldet al.,2000b).

> PSV, le Globulovirus

La famille desGlobuloviridaea récemment été proposée a I'ICTV. Son représentan
dele, PSV (pour f#yrobaculum Spherical Virus), infecte le<Crenarchaeotades genre®yroba-
culumet ThermoproteusLes virions sont sphériques avec un diametreOflenin et plusieurs por-
tent a leur surface de petites protubérances darifle large (cf Figure 10). Des observations au
MET et des analyses de Fourier permettent de pepsefacide nucléique et les protéines asso-
ciées sont compactés en une superhélice, elle-aéntenue dans une enveloppe. Cette structure

est tout a fait inédite dans le monde des viruPalAHaringet al.,2004).
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Cing protéines, del6, 20, 33, 70 et 110 kDa, antméses en évidence par électrophorese en
SDS-PAGE. Les trois plus grosses possedent la nségqueence N-terminale et seraient en fait res-
pectivement le monomeére, le dimeére et le trimewsme molécule dont la taille réelle est 28 kDa.
Cette protéine ne posséde pas de résidu cystélas étux tiers des acides aminés sont hydropho-
bes. Ceci contribue a son extréme thermostalkitaé ailleurs, I'étude des lipides du virus fait app
raitre des molécules qui ne sont pas retrouvesldf@e. Ainsi, le virus coderait pour des enzymes

capables de modifier les lipides cellulaires (Hgenal.,2004).

PSV n’entraine pas la lyse de son héte et desuagés successifs ne permettent pas de
I'éliminer. Ainsi, il serait dans un état porteuuneme c’est le cas pour de nombreux virus archéens.
(Haringet al.,2004).

Le génome de PSV consiste en une molécule d’ADNblgdorin linéaire covalemment fer-
meée de 28,3 kpb. L'organisation des 48 genes gréditremarquable car ils se situent presque tous
sur un seul brin. Ceci rappelle ce qui est obsehez les bactériophages de la famille BEsma-
viridae. Les extrémités du génome comportent de longugses€es inversées répétées, comme
chez SIRV1 et SIRV2. PSV présente des homologiagueament avec un de ses hétegrobacu-

lum aerophilummais pas avec les autres virus (Haengl.,2004).

» ABV, 'Ampullavirus

La famille desAmpullaviridae comme celle desslobuloviridae, doit étre soumise a
'approbation de I'ICTV. Elle ne compte pour le memt qu'un seul virus nommeé ABV (pour
« Acidianus Bottle-shaped Virug. Ce dernier infecte uniquement I'esp@gédianus convivatoet
entraine un retard de croissance chez son(h@tenget al.,2005b).

Les virions ont une morphologie jamais observéqylaors dans le monde viral. En effet,
ils ont une forme de bouteille de 230 nm de long.ldrgeur des particules varie de 4 nm pour
'extrémité pointue a 75 nm pour I'extrémité opp®s@u niveau de cette derniere, des observations
en tomographie ont révélé la présence de fins éfgmlongs de 20 nm. lls sont disposés en cercle
et chaque virion en possede une vingtaine (cf Big). lls semblent étre impliqués dans la fixa-
tion entre virus (Haringt al.,2005b).

Des analyses plus poussées ont permis de déterquitiles’agit en fait d’un « bouchon in-
séré dans une bouteille sans col ». En realitbplehon est la partie sur laquelle s’enroulent les
filaments de nucléoprotéine. Il est certainememligqué dans I'adsorption du virus et I'injection de
I'acide nucléique viral. La bouteille sans col espond en fait a une enveloppe externe qui recou-

vre partiellement le bouchon (Hariegal.,2005b).
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L’analyse en SDS-PAGE des protéines d’ABV révaiepuofil complexe ou se distinguent
six bandes majoritaires de 15, 22, 65, 66, 70 k(B Les études préliminaires menées sur le gé-
nome viral montrent qu’il s’agit d’'un ADN doubleibdinéaire de 23,9 kpb (Harirgf al.,2005b).

> ATV, le Bicaudavirus

Les Bicaudaviridaecorrespondent a la derniere famille décrite cles2Crenarchaeotaet
son unique représentant est appelé ATV. Ce vitg #&solé d’'une source chaude et acide a Puzzoli
en ltalie. 1l est tempéré et infecte I'archébaetée 'especdcidianus convivatorCe virus est ca-
pable de se développer a I'extérieur de son hateeftet, juste apres sa sortie de la cellule, téipa
cule a une forme de citron, comme SSV1. En faigarguivi au cours du temps, il a été mis en évi-
dence I'extension d’'une queue a chaque péle danv{gf Figure 10). Ce phénomeéne ne nécessite la
présence ni de I'hoéte, ni d’'une source d’énergiegére, ni de cofacteurs. Cependant, il n’est ob-
servable qu’aux températures physiologiques ded,hdest-a-dire entre 75°C et 90°C. A 75°C, la
particule est compléte au bout de 7 jours alora §0°C il suffit d’'une heure (Haringt al.,2005c).

Le génome d’ATV est un ADN double brin circulatte 62 kpb. L’'annotation de ce dernier

a permis la mise en évidence de 72 génes. Enviiénh ént des homologues dans les bases de don-
nés. Ainsi, une intégrase, une nucléase, troisp@sases et deux ATPases putatives ont pu étre
identifiées. De plus, une des neuf protéines siratds identifiees, composée de 800 résidus, pour-
rait étre responsable de la protrusion des qudure®ffet, elle posséde un motif répété « coiled-
coiled » qui est similaire a celui retrouvé cheg gemtéines pouvant s’assembler en filaments, sans
cofacteurs ni source d’énergie, dans les cellubesgotes et bactériennes. Aprés surexpression et
purification, il apparait que cette protéine de &alles aminés produit de longs filaments de 2 nm
de large ayant des caractéristiques communes adtm@xvés au niveau des queues du virion (Ha-
ring et al.,2005c).

Ainsi, ATV est, par bien des aspects, un virusshdwr commun. C’est le seul virus hyper-
thermophile qui entraine la lyse de son héte. Antreire de ses comparses, il ne semble pas
« craindre » d’étre en contact avec le milieu extgr Par ailleurs, le fait de développer des exten
sions uniquement a la température ou son hotecespaut refléter une stratégie du virus pour mul-
tiplier les chances de contact avec son hote doriehsité cellulaire est faible (Harirg al.,
2005c).
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7. Les virus des sources hydrothermales marines
a. La diversité globale

La seule étude traitant de la diversité viraleawiée au niveau des sources hydrothermales
marines a éteé réalisée dans notre laboratoire.séli@ développée ultérieurement car elle constitue
une partie du travail de these présenté dans casoan Par ailleurs, une étude récente a été menée
sur I'abondance des virus dans ce type d’envirommemlie titre obtenu a partir d’échantillons
provenant de trois sites actifs au large de la ooest du Canada variait de 1,45.40,9.10.mL™.

Il apparait que ces valeurs sont supérieures ascelesurées dans les océans profonds voisins des

sources chaudes (Ortmann & Suttle, 2005).

b. PAV1], le virus modele

Hormis la particule de type viral qui a été obserehez I'espece archéenRgrococcus
woesi(Zillig et al, 1987), un seul virus hyperthermophile marin ad&érit. Il s’agit de PAV1 qui
infecte la souche GE23 de I'espd®gococcus abyssies virions ont une forme de citron (120 nm
x 80 nm) et présentent de petites fibres caudales des podles. lls peuvent s’allonger a I'extréme
comme une baguette, ce qui témoigne de leur fdatigité. D’'apres différents tests réalisés no-
tamment avec des solvants organiques, la partpageederait une enveloppe de nature protéolipi-
dique (cf Figure 14). De plus, des analyses en BBRGE ont permis de mettre en évidence trois

protéines majoritaires de 6, 13 et 36 kDa (Gesdial.,2003).

PAV1 est dans un état porteur stable. En effet,eihtraine pas la lyse de son héte mais il
persiste malgré des repiquages successifs. La @iodwe particules est faible (1 000 fois moins
gue pour SSV1) et nest pas inductible. Son indsit® vis-a-vis d’autres souches n’a pas pu étre
démontrée (Geslin ., 2003).

Le génome de PAV1 est un ADN double brin circulaiee18,1 kpb. Il ne s’integne pas au
chromosome archéen mais il est présent dans laeslus forme plasmidique.Cette derniére cor-
respond en fait au plasmide pGN23 qui avait étéenigvidence par N. Benbouzid-Rollet et ses
collaborateurs 6 ans plus tot (Benbouzid-Radtetl, 1997 ; Gesliret al.,2003).
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Figure 14: Photographies en MET de PAV1 : apres purifica(id), attaché a un débris cellulaire
(B), allongé a I'extréme (C), et apres traitemamtchloroforme (D). La barre représente 100 nm
(d’apres Gesliret al, 2003).

IV. Pourquoi étudier les virus de procaryotes ?

Les virus de procaryotes sont parmi les plus petihstituants de la biosphére, cependant ils
constituent le groupe d’organismes le plus abondana planete (Casjens, 2005). Leur importance
au niveau environnemental ainsi que leurs possigbgdications biotechnologiques et thérapeuti-

qgues sont en passe de les propulser sur le degdatsdene.

1. Pour un enjeu en biodiversité

Le nombre d’especes microbiennes est évalué aoendix millions. En extrapolant, si cha-
cun de ces microbes est I'héte d’au moins dix vdifferents, alors la richesse des virus de proca-
ryotes serait immense car I'estimation du nombresgiécimens s’éléverait alors a cent millions
(Rohwer, 2003). Ce chiffre a été revu a la baissdes virus semblent se déplacer d’'un environne-
ment a l'autre. Ainsi, la diversité virale pourrétte importante a une échelle réduite alors que d’
point de vue plus global elle serait en fait refathent limitée (Breitbart & Rohwer, 2005).

En tenant compte de ces considérations, il appanaitde méme évident que la quantité de
virus de procaryotes décrits ne représente qu'niié partie de la population totale (Ackermann,
2001). De nouvelles approches, comme la métagénemggmblent tout a fait indiquées pour ac-
céder a la diversité des virus incultivés et dédowes génes jusqu’alors inconnus (Edwards &
Rohwer, 2005).

Si la cultivabilité est un biais non négligealle choix treés orienté des virus étudiés I'est
également. En effet, la plupart des spécimensdsbléheure actuelle sont des prédateurs de bacté-
ries pathogénes pour I'homme ou utilisées dangriesess agro-alimentaires tels que la fermenta-
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tion lactique. Ainsi, les virus de I'environnemesgmblent avoir été pendant longtemps peu étudiés
a cause de leur apparente inutilité (Ackerman, 004 tendance s’inverse depuis ces derniéres
annees et annonce l'avenement des virus de prdearpeuplant des environnements tres variés

qui sont, pour certains, extrémes.

2. Pour un enjeu en écologie marine
a. Au niveau de la mortalité microbienne

Plusieurs approches ont été utilisées pour débemiiimpact des virus vis-a-vis de la mor-
talité microbienne. Une technique consiste a imflrenortalité au pourcentage de cellules visible-
ment infectées. Le biais de cette méthode résids tafait que les particules virales ne sont pas
observables tout au long du cycle lytique. Aingsinbmbre de cellules réellement infectées est lar-
gement sous-estimé. (Proctor & Fuhrmann, 1990 §e&5@005b). Une étude a montré qu’en aug-
mentant artificiellement la quantité de virus infed des producteurs primaires importants (tels les
cyanobactéries), la production primaire était coésiblement réduite. Ce résultat est donc une
preuve indirecte de l'influence des virus sur lartaldé microbienne (Suttlet al., 1990 ; Suttle,
2005b).

Un modele a été proposé par K. E. Wommack et RCdRwell pour expliquer quelle est
l'implication de I'infection virale dans le maintiede la diversité microbienne. Beaucoup d’études
ont montré que, sur une période donnée, le nombrgrds et de procaryotes est relativement sta-
ble. Le modéle propose que I'espéce bactérienrtéen®, a la meilleure croissance. Elle va donc
étre préférentiellement détruite par le virus Ardgue le nombre de cellules de I'espece A devient
trop faible, le virus A s’éteint a son tour. A cemment, un facteur de sélection va favoriser laseroi
sance d’'une autre espece bactérienne, notée Baguson tour étre préférentiellement détruite par
le virus B, etc. Le modéle propose donc une suameske cycles croissance/extinction qui ne sont
pas observables en étudiant des prélevements loigmé&es dans le temps (Wommack & Colwell,
2000).

Différentes études ont donc essayé de quantifidysa cellulaire imputable aux phages.
Ainsi, M. Heldal et G. Bratbak estimaient que lésiy causent la lyse de 2 a 24 % de la population
bactérienne par heure (Heldal & Bratbak, 1991)isTams plus tard, Suttle déclarait que 10 a 20 %
de la communauté microbienne sont détruits quatithenent par les phages (Suttle, 1994). Les
diverses études menées sur le sujet fournissenvalesrs extrémement variables, certainement

dues au fait que les prélevements ont été réaliags diverses régions a des périodes différentes.
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La tendance générale est tout de méme de consigiéecila mortalité microbienne imputable aux
virus est loin d’étre négligeable (Suttle, 2005b).

b. Au niveau des cycles biogéochimiques

Le nombre estimé de procaryotes hébergés dansdéass est de 1,1%0ce qui représente
une importante proportion de la biosphere activai{van et al., 1998). Ainsi, leur destruction,
notamment par les phages, représente une sourceégtigeable de carbone organique, de nutri-

ments et d’éléments trace pour les réseaux tropkiquarins (Wilhelm & Suttle, 1999).

L’infection lytique aboutit a I'obtention de virignet de débris cellulaires. Ces débris sont
constitués de molécules solubles additionnées ligides et de fragments cellulaires dont la plu-
part font partie de la matiere organique disso8telateet al.,1997 ; Fuhrmann, 1999). Un modele
proposé en 1991 suggeére que la lyse imputable iaus ibére approximativement 1 pg lde car-
bone organique dissous par génération de bactmtof & Fuhrmann, 1991). Des études corrobo-
rant ce modéle ont été menées en 1998 dans ledyoéexique et montrent que la quantité de car-
bone relargué lors de la lyse bactérienne parites est de 0,1 & 0,6 pg'lour! dans les eaux
profondes et de 0,7 & 5,2 ug.Jour® dans les eaux cotieres (Whilheghal., 1998 ; Wilhelm &
Suttle, 1999).

La plupart des produits de lyse sont & un momerdt wol autre disponibles pour les bactéries
(Proctor & Fuhrmann, 1990 ; Middelbegal.,1996), bien qu’une petite proportion des virusspai
étre détruite par les flagellés et que certainsisé@ellulaires puissent étre réfractaires a laraidar
tion (Gonzalez & Suttle, 1993 ; Fuhrmann, 1999).comsommation rapide par les communautés
microbiennes de la matiére organique dissoute & dffets majeurs : 'augmentation de la respira-
tion de ces communautés et la diminution du trahgfe carbone vers les niveaux trophiques supé-
rieurs. De plus, la lyse cellulaire converti lelm@ame organique particulaire en carbone organique
dissous ; ce qui a pour conséquence de réduiriéelsse de sédimentation du carbone qui est alors
utilisé pour la respiration dans les eaux de sarf@e phénomene a une grande importance dans le
cycle global du carbone car la sédimentation dbareg organique particulaire correspond a un
transfert net d’environ 3 Gt de carbone des eausud@ace vers les eaux profondes. Par ailleurs, le
taux d’accumulation du CQlans I'atmosphére est diminué de moitié par rappane situation ou
le carbone organique particulaire ne serait pasodti transformé en carbone organique dissous
(Suttle, 2005b).

Les virus sont aussi trés impliqués dans le cyadlglibsphore. Ainsi, 1 a 12 % de 'ADN

« dissous » dans I'eau de mer est en fait a liewérdes virions (Paul etl., 1991). Ainsi, TADN
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viral représente moins de 1 % du phosphore organiigsous. Cependant, en raison de la rapidité
du turnover de I'ADN dans I'eau de mer, '’ADN virabnstitue un réservoir important de phos-
phore organique (Bratbak al.,1994 ; Wilhelm & Suttle, 1999).

Des nutriments, autres que le carbone, sont redarfyus de la lyse cellulaire causée par les
virus. Par exemple, la quantité de fer relarguéesmpond a la quasi-totalité des besoins des autres
organismes (Poorviet al., 2004). Par ailleurs, la petite taille des viridag d’eux d’excellents
sites pour la minéralisation du fer et peut-étrauttes meétaux (Daughnest al., 2004 ; Sulttle,
2005b).

c. Au niveau des flux de génes

Les virus peuvent agir de facon directe graceteatssduction. C’est un processus au cours
duquel I'ADN de la cellule hote est « capturé » fgavirus puis transféré a une autre cellule (Jiang
& Paul, 1998). Deux types de transduction exist@ele dite généralisée et celle dite spécialisée.
Les virus réalisant la transduction généralisées@eiuétre tempeérés ou lytiques mais ils possedent
des caractéristiques communes en ce qui concemdpliaation de leur génome et 'empaquetage
de leur ADN. lls sont capables d’emmener, avecfrégguence égale, n'importe quel ADN contenu
dans la cellule, quelle que soit la localisationidverse, les virus réalisant la transductionsaé
lisée sont uniguement des virus tempérés capabigégrtation dans le chromosome de leur héte.
lls sont capables de transférer des genes cedlaldiien spécifiques situés prés de leur site
d’intégration (Wommack & Colwell, 2000). La transtion est un des principaux mécanismes de
transfert horizontal de genes dans les environntmaarins (Jiang & Paul, 1998). Elle assure le
maintien et/ou le contrdle de la diversité généiges communautés de procaryotes (Wommack &
Colwell, 2000).

Généralement, la transduction opére au sein d'aname d’hoéte trés restreinte. Cependant,
plusieurs études récentes indiquent que certaartisydes de type viral pourraient étre capables de
transferts horizontaux non spécifiques en milieuim@hiura, 1997, 2004 ; Chiuet al.,1999). Il
faut également considérer que I’ADN des celluletefidoqui est relargué lors de la lyse virale, peut
étre transféré a d’autres micro-organismes grageedransformation naturelle. Une étude a montré
gue la lyse virale est le phénoméne majoritairemesponsable de la présence d’ADN dissous dans
'eau de mer (Paukt al., 1993). Le transfert génétique horizontal génétadis la transformation
permettent un brassage génétique parmi une grandésd’especes. Ainsi, ces processus peuvent
avoir un réle majeur sur la structure génétiquiégblution des populations bactériennes marines.
(Fuhramnn, 1999).
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Il existe également des transferts latéraux auscdasquels les virus récupérent de 'ADN
de leur cellule héte pour en tirer profit. Par epdan deux genes impliqués dans la photosynthese
(psbA et psbD) sont retrouvés chez les phagestarfedes cyanobactéries des ger@gsechococ-
cusetProchlorococcusL’analyse des séquences a mis en évidence gu@osfert génétique latéral
avait eu lieu plusieurs fois entre les virus etdeidtes. Les genes cellulaires de la photosynthese
forment un groupe monophylétique distinct de cees phages qui sont devenus viraux a part en-
tiere (Mannet al.,2003 ; Hambly & Suttle, 2005 ; Suttle,2005b).

3. Pour un enjeu en biotechnologie moléculaire
a. En utilisant leur cycle lysogéne
Au cours de ces vingt derniéres annees, le cloaggés une ampleur exceptionnelle dans
divers domaines. Le besoin de cloner des fragntBABN de plus en plus gros, a amené les scien-

tifiques et les industriels a développer de nouxaautils. Un des ces derniers, appelé fosmide, uti-
lise la propriété les phages a encapsider et aagavples acides nucléiques de grande taille.

Dans cette technique, des fragments d’ADN de 409gnt clonés dans un vecteur. Le pro-
duit de ligation est encapsidé dans des capsidies de phagk. Les virus recombinants sont alors
mis en contact avec une souche sensilisalierichiacoli qui va recevoir le produit de ligation
lors de I'infection. La cellule héte lysogene varal assurer la multiplication de son génome mais
aussi celle de 'ADN cloné dans le vecteur. Ceé&yst permet donc de générer des banques de clo-
nes contenant des inserts de grande taille (Yokabatl.,1991 ; Kimet al.,1992).

b. En utilisant leur acide nucléique
Etant donné leur relative petite taille, les asidecléiques phagiques sont souvent utilisés,
apres digestion par des enzymes de restrictionuades; comme marqueurs de haut poids molécu-

laire. Les exemples les plus connus sont le phagjde phagepX 174.

L’'acide nucléigue des phages peut également éiogé comme matrice pour des tests
d’activité de certaines enzymes. Par exemple, &gehX 174, qui possede un ADN simple brin
circulaire, est utilisé pour des tests d’activitékase (clivage d’'un brin d’ADN) ou ADN polymé-

rase (copie d'un brin d’ADN a partir d’'une matrigienple brin circulaire).

Le génome de certains virus de procaryotes paléggnt étre un outil génétique. Le virus
SSV1, qui infecte le genre arché8alfolobus,a servi a I'élaboration d’'un vecteur navette entre
Sulfolobus solfataricust Escherichia coli Ce dernier, appelé pKMSD48, est inductible awyona
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UV. De plus, il permet la production de particul@sles infectieuses et morphologiquement simi-
laires a celles de SSV1. Enfin, il est présentagderfi stable dans la cellule sous deux formes : une
forme double brin circulaire multicopie (20 a 40uee forme intégrée au génome de I'héte grace a
son intégrase. Ses caractéristiques en font leiprasysteme efficace de transformation chez les
archées (Stedmaet al., 1999).

c. En utilisant leurs enzymes

A I'heure actuelle, les enzymes issues de virabéans sont relativement nombreuses. Au-
cune n’'est cependant exploitée par les entrepdsesiotechnologie moléculaire car leur activité
demeure souvent indéterminée. Elles représenteigrénimut une piste importante pour les années
futures, notamment parce qu’elles sont un résempoientiel de nouvelles fonctions biologiques
pouvant parfois se présenter sous la forme d’engymdtifonctionelles, comme c’est le cas chez
les plasmides archéens (Lipgtsal, 2003, 2004).

Les premiéres enzymes a avoir été exploitées lssnpolymérases (ARN polymérases et
ADN polymérases). Une des ARN polymérase phagigaeplus utilisées est 'ARN polymérase
ADN dépendante du coliphage T7 (Gelfand & Haya%BifO ; Davanlocet al., 1984). C’est une
protéine de 100 kDa qui reconnait spécifiguemenpromoteur de 17 pb. Aucun activateur ou co-
facteur n’est requis pour l'initiation, la trangaton processive ou la terminaison. Elle est surtou

employée pour la synthése de transcrits (ARNm alliABt de sondes marquées.

En ce qui concerne les ADN polymérases, une desghployées est celle du phajz9
(Watabeet al.,1984). Cette enzyme synthétise de 'ADN avec wuetionnelle processivité dou-
blée d’'une extraordinaire activité de déplacemenbrih. Ses applications sont diverses : amplifica-
tion par cercle roulant pour les plasmides et gé@asphagiques circulaires (Deathal.,2001), am-
plification par déplacement multiple pour les ADdas (Dearet al.,2002 ; Gadkar & Rillig, 2005)
ou encore amplification de gros fragments par cgplavec d’autres protéines du phg@®
(Blancoet al.,1994).

Les autres catégories d’enzymes phagiques trgadnées en biologie moléculaire sont les
ligases. La plus connue est I'ADN ligase ATP-déend du bactériophage T4 (Harvey al.,
1971). Elle lie de fagon covalente des moléculédil double brin ayant soit des extrémités 5’ et
3’ phosphorylées, soit des extrémités cohésivesnoleis grace a une digestion par des enzymes de
restriction. La principale application de cette yne réside dans le clonage ou elle permet

I'insertion d’'un fragment d’ADN dans un vecteur.
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Il existe également des ARN ligases. Ainsi, traenmdment, deux ARN ligases thermosta-
bles et homologues a la ligase 1 du phage T4 énsélees de virus infectant des bactéries des gen-
resRhodothermugt Thermug(Blondal et al., 2003, 2005). Ces enzymes sont capables de ligature
a haute température (optimum aux environs 60°) deakécules d’ARN ou d’ADN simple brin.
Leur thermostabilité pourrait notamment améliorefficacité de la technique de RLM-RACE
(« RNA Ligase Mediated - Rapid Amplification of cBNEnds ») utilisée pour déterminer précisé-
ment les extrémités 3’ et 5’ des ARNs. En effettrawaillant a haute température, il est possible
d’éliminer les structures secondaires des ARNsequdéchent la ligation lorsqu’elle se fait a 37°C
(Liu & Gorovsky, 1993).

4. Pour un enjeu en thérapeutique
a. En tant qu’« antibiotiques »

Les endolysines sont des enzymes codées par defribphages qui détruisent le peptido-
glycane des bactéries lors de la phase terminaleyde viral. Etant donné leur spécificité et leur
grande activité, elles peuvent notamment étresatitlomme agent thérapeutique. Les premieres
études, menées avec succes, ont été realiséessssirdptocoques chez la souris (Loeféieal.,
2001 ; Loessner, 2005).

Récemment ces enzymes phagigues ont été décritemec@tant un traitement potentiel
contre certaines infections des muqueuses. C'asideour la protéine PlyV12 issue du phafje
qui infecte une souche Ehterococcus faecali€n effet, cette enzyme permet de lutter efficace-
ment contre les soucheskaterococcus faecalist dEnterococcus faeciumxtrémement résistan-
tes aux antibiotiques de derniére génération tatslg vancomycine (Yoongt al.,2004 ; Loessner,
2005).

b. Pour la synthése d’anticorps spécifiques

La technique du « phage display » correspond aexpeession de protéines (y compris des
anticorps) ou de peptides grace a un bactérioptilageenteux. Les séquences d’ADN codant pour
ces molécules sont intégrées dans le génome daderfacon a ce que les protéines ou les peptides
présentés a la surface du bactériophage soiemnfuss avec des molécules capsidiales du phage.
Ceci permet de générer des banques contenant aimémient plusieurs milliards de variants.

Les applications du « phage display » sont nonga®l compris en medecine. Par exem-
ple, grace a cette méthode, une équipe hollandaiselé la partie variable d’'un anticorps humain

reconnaissant un antigéne associé a une tumeur.deoroitre sa stabilité, cette molécule a été
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convertie en un IgG1 aprés intégration dans uneuectontenant les genes codant pour les régions
constantes des immunoglobulines. Cet IgG1 puriitéaéne la mort des cellules tumorales (Hatls
al., 1999).

Une autre illustration des possibilités offertas lg « phage display » concerne le traitement
des maladies a prions telles que la tremblante oluton, 'encéphalopathie spongiforme bovine et
la maladie de Creutzfeld-Jakob chez I'homme (Azz&a#yighsmith, 2002). La transmission de ces
maladies se fait suivant le processus suivantsgleg la forme endogene de la protéine du prion
interagit directement avec la forme infectieusé devient a son tour infectieuse (Tellirgal.,
1996). Une équipe américaine a réussi a isoler jaopremiere fois le fragment Fab d’'un anticorps
qui reconnait un épitope présent sur les deux femeprion (Williamsoret al., 1998). Lorsque ce
fragment Fab est appliqué a une culture de celh#esoblastiques infectées par le prion, il y a-abo
lition de la transformation du prion endogene d@orpimfectieux. Il est ainsi possible de considérer
gu’'une IgG, synthétisée a partir de ce fragment pabt jouer un réle dans le traitement des mala-
dies a prions (Perett al.,2001).

c. En tant que vecteur s pour la thérapie génique

La thérapie génique consiste principalement &iajeun géne « correcteur » dans une cel-
lule pour remplacer le géne défectueux. Dans ceadwmmles virus sont les vecteurs les plus fré-
guemment utilisés. Les bactériophages présentemttér@t tout particulier en raison de leurs inté-
grases qui permettent une recombinaison site-sgeéeif Par exemple, celle du phagé3l est
fonctionnelle dans les cellules de mammiféeres. gdemet a I’ADN correcteur contenant un site
d’attachement bactérien (nommé attB) de s’intédears le génome des cellules de mammiféres au
niveau d’'un pseudosite d’attachement phagique (nématt). Ce systeme a été expérimenté avec
succes chez de petits animaux (Helddl., 2005). Etant donné que lI'intégrase@&31 est plus ac-
tive sur une matrice circulaire que sur une matiie&aire, I’ADN sain est sous forme plasmidique.
La faible efficacité de transfert reste le désaagatprincipal de cette technique (Nuno-Gonzatez
al., 2005).

Cependant, il apparait dorénavant comme primordigg l'intégration n’entraine pas
d’autres troubles apres la guérison (Nuno-Gonzeledd, 2005). Par exemple, des enfants immo-
nudéficients ont été traités par thérapie géniqueatgisant un rétrovirus comme vecteur (Aieti
al., 2002). Trois ans apres ce traitement, deux patiemt développé une leucémie due a
l'intégration du géne correcteur au niveau du priemod’'un oncogene responsable de la maladie

(Hacein-Bey-Abinaet al., 2003). Ainsi, les recherches s’orientent doréntngam le ciblage de
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l'intégration. Une équipe américaine a réalisé iplus transplantations d’hépatocytes transfectés
avec une construction contenant I'intégrg&31 ainsi que le géne de I'hydrolase fumanylacétate
dans des souris déficientes pour cette enzyme.sApoés transplantations successives, les hépato-
cytes présentaient un aspect normal. Ce résulggese donc que ce systeme représente un espoir

pour I'évolution de la thérapie génique (Heldal.,2005).

48



Introduction au travail de these

Introduction au travail de these

I. Contexte de I’étude

L’avenement de la métagénomique virale de ces él@siannées a permis de confir-
mer I'hypothese selon laquelle les virus de proaty décrits ne sont que la partie emmergée
de la population totale (Breitbaet al, 2002). Ceci est d’autant plus vrai pour les virus
d’archées car ils ne constituent a I'heure actuglie 0,8 % des spécimens caractérisés chez
les procaryotes (Ackermann, 2001). Malgré leurléitombre, les virus archéens ont réussi a
conquérir de nombreux environnements et notammestevironnements dits extrémes,
comme les milieux hypersalins ou les sources clateleestres (Dyall-Smitht al, 2003 ;
Prangishvili & Garrett, 2005). Les études portantles virus des archées inféodées aux sour-
ces hydrothermales marines profondes ont étéesitiéns notre laboratoire, le Laboratoire de

Microbiologie des Environnements Extrémes (LM2E).

En effet, un des principaux axes de recherche dAHE kbncerne I'étude de la diversi-
té microbienne de I'environnement hydrothermal abisvec un volet portant sur les élé-
ments genétiques mobiles (virus et plasmides)udétde ces derniers est préférentiellement
menée chez les archées de I'ordre TesrmococcalesNotre laboratoire posséde de nom-
breux échantillons de cheminées hydrothermalegaél au cours de diverses campagnes
dans les océans Atlantique, Pacifique et Indiesi @ua’'une collection regroupant plus de 600

souches d@&@hermococcaleénttp://www.ifremer.fr/souchotheque).

Les Thermococcaleent été choisies comme modéle d’étude dans refbaratoire car
elles sont largement répandues au niveau desaliti#s sources hydrothermal marines de la
planete et constituent une part tres importantéadepulation hétérotrophe microbienne de
'écosystéme (Harmseet al, 1997 ; Takaiet al, 2001). D’autre part, elles constituent un
groupe extrémement varié car elles regroupent B8ces. L'ordre deFhermococcalesp-
partient au phylum ddsuryarchaeotaet regroupe trois genre®yrococcusThermococcust
Paleococcus(cf Figure 15). Ces sont des micro-organismes ichorgano-hétérotrophes
anaerobies stricts hyperthermophiles et soufreatédus. Plusieurs souches décrites apparte-
nant a cet ordre sont devenues des micro-organismegles et le génome de cing d’entre
elles Pyrococcus abyssi, Pyrococcus horikoshii, Pyrocdau®sus, Thermococcus kodaka-
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rensis et Thermococcus gammatolerans) a été  entierement  séquence
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Figure 15 : Place deFhermococcaledans I'arbre phylogénétique du vivant non enraeiné

basé sur la comparaison des séquences des gendBNe46S et 18S (d’apres Bares al,

1996).
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Au LMZ2E, I'étude des virus déhermococcalesst orientée pour répondre a deux ob-
jectifs distincts. Le premier consiste en une ragik connaissance de la biodiversité et de la
génomique des virus hyperthermophiles marins. iidkessite le criblage de nombreuses sou-
ches d’archées, la description de nouveaux vimsi @ue le séquencage et I'annotation de
leurs génomes. Le second objectif, plus en avahina I'obtention de protéines thermosta-
bles (telles des polymérases, des ligases, etcgtilsles d’appartenir a de nouvelles familles
et pouvant présenter un intérét dans le secteubidéschnologies. Il s’inscrit le cadre de la
creation de I’ACI Deep Hot-Vir qui regroupe le LM2dnsi que trois laboratoires parisiens :
le Laboratoire d’'Imagerie Cellulaire et Moléculafidu CEA de Saclay), le Laboratoire de
Biologie Moléculaire du Gene chez les Extrémophdeke Laboratoire de Génomique Struc-
turale (de I'Université de Paris XI). Cette ACI aup objectif I'étude structurale et fonction-
nelle des protéines dites 3R (impliquées dansdanmbinaison, la réplication et/ou la répara-
tion) encodées par les virus et les plasmides p@adé des archées inféeodées aux sources hy-
drothermales marines. Cette étude consiste enppreche biochimique comprenant des éta-
pes de surproduction, de purification, de critatibn et de détermination de I'activité de ces

protéines.

Il. Exposé du travail de these

PAV1, le premier virus hyperthermophile marin déai été découvert dans notre la-
boratoire a la suite d'un criblage mené sur plug@@ souches dehermococcalesC. Geslin
et ses collaborateurs ont réalisé une caracténisd ce virus portant principalement sur sa
morphologie, la nature de sa structure externa quessur la relation qu’il entretien avec son
hote, la souche GE23 dRyrococcus abysgiGeslinet al, 2003). Dans le but de mieux com-
prendre PAV1, nous avons axé la premiere partieedeavail de thése sur I'analyse molécu-

laire (génomique et protéomique) du virus.

Dans un premier temps, nous avons concentré nodse§iur I'étude du génome viral.
Le but était de consolider I'analyse de la séquegabsée au préalable et de présenter ainsi
une étude globale. Certaines caractéristiques gpiigsiu génome de PAV1 ont été explorées
(surenroulement, méthylations) puis nous nous sa@riniéressé a la réplication ainsi qu’a la
transcription. Dans un second temps, notre attersfiest portée sur les protéines codées par

le génome de PAV1. Des essais de purification etess d’activité ont été menés sur la plus
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grosse protéine de PAV1, la protéine 899. De plus, des protéines majoritaires du virus a

pu étre identifiée.

En parallele de cette étude moléculaire de PAVlisravons cherché un modéle plus
simple que PAV1. Nous avons donc initi€ un nouvedbiage sur de nouvelles souches de
ThermococcalesPour cela, un grand nombre de cultures d’engement et d’isolats ont été
analysés, principalement par microscopie électrmign transmission (MET), mais aussi par
polymerase chain reaction (PCR). Cette rechergherrais la découverte d’'une souche nom-
mée KAZA, proche de I'espédhermococcus barophilugui produit a pression atmosphéri-
gue une particule de type viral filamenteuse nomweRe-TBFP. Cette souche étant piézo-
phile, nous avons réalisé des cultures sous prebgarostatique et une seconde particule de
type viral de morphologie téte-queue, nommée VLHARPBa été découverte. Nous avons en-
suite effectué une caractérisation préliminairecds deux particules en recherchant la pré-
sence d’un acide nucléique dans les deux typesudieydes puis en étudiant la structure de la
VLP-TBPP.
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Matériel et Méthode

I. Echantillons bruts

Dans le cadre d'une approche biogéographique, ®anéilons bruts prélevés au
cours de différentes campagnes océanographiquésdetionnés (cf Figure 16 et Annexe
1). Ce sont principalement des fragments de chesrtigdrothermale et des modules de colo-
nisation déposés prés d’évents hydrothermaux pemdiasieurs jours. Ces échantillons bruts
sont utilisés pour inoculer du milieu de culturenafe réaliser des cultures d’enrichissement

d’archées de I'ordre dEhermococcales

36 échantillon

25°S/70°E
6 échantillon

Figure 16 : Origine géographique des échantillons bruts aslis

Il. Culture des Thermococcales

1. Milieu utilisé

Le milieu utilisé pour cultiver le$hermococcalesst le milieu de Ravot qui favorise
leur type de métabolisme (Ravet al, 1995). Il contient pour 1 L d’eau distillée : 1de
NH.CI; 0,2 g de MgGI6H,O; 0,1 g de CaGRH,O; 0,1 g de KCI; 0,83 g de
CH3COONa.2HO ; 20 g de NaCl ; 5 g d’extrait de levure ; 5 ghie-trypcase ; 3,45 g de
tampon PIPES et 1 mg de rézazurine. Le milieu jestéa pH 7 et autoclavé 20 min a 120
°C. Puis, a froid, il est rajouté 0,03 % (v/v) dg-HRO, et 0,03 % (v/v) de&KH,PQ,. Le milieu

est conservé a 4 °C.
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2. Culture en milieu liquide a pression atmosphérique

Avant utilisation, le milieu de Ravot est réparéind des fioles pénicilline stériles a
raison de 50 mL par fiole et 0,5 g de soufre éldaiensont ensuite ajoutés dans chaque fiole.
Les fioles sont bouchées hermétiquement avanted®iumises a plusieurs cycles vide/gaz
(azote) qui permettent I'obtention de I'anaérobidsse réduction compléte est assurée par un
ajout au 1/108™ d’une solution de N non stérile a 10 % (p/v). Selon I'objectif detlide,
le milieu est alors ensemenceé soit avec un éclanbkut (a 3 % (v/v)), soit avec une culture
pure (a 1 % (v/v)). Il est ensuite incubé a 85°@Qssagitation. La croissance des micro-
organismes est contrblée au microscope a contdaspghase et arrétée soit en fin de phase
exponentielle, soit en fin de phase stationnaineasii les expériences.

3. Culture en milieu liquide sous pression hydrostatique

Dans certaines expériences, Téermococcalesont cultivées sous pression hydrosta-
tique pour reproduire les conditions de pressiositu. Pour cela, le milieu de Ravot est pré-
paré et inoculé dans les mémes conditions quelpawiture a pression atmosphérique. Puis,
il est réparti dans des seringues en plastiqueOdal5 munies d’'une aiguille bouchée. Ces
dernieres sont placées dans des incubateurs enbiimés et chauffants (Toplndustrie).
Lorsque la température de 85°C est atteinte, ungopaa main est utilisée pour appliquer la
pression voulue (15 MPa, 25 MPa, 35 MPa ou 45 MB@3. cultures sont arrétées a des

temps définis en sortant les seringues des inculstaprés dépressurisation.

4. Isolement sur milieu solide a pression atmosphérique

La culture en milieu solide est utilisée pour réalides isolements a partir des cultures
d’enrichissement en milieu liquide ou pour purifiEs isolats (3 passages sur boite). Dans les
deux cas, le protocole utilisé est une version fiealde celui décrit par G. Erauso et ses col-
laborateurs. La manipulation s’organise en deukigscar le milieu est coulé en deux temps :
d’abord la « sous-couche » (sans soufre) puisslar<ouche » (avec soufre). La premiére sert
plutét de support alors que la seconde est nudritia plupart du temps, les colonies apparais-
sent a l'interface des deux couches, la ou I'artaése et les conditions nutritives sont opti-
males (Erauset al, 1995).
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a. Réalisation de la « sous-couche »

Pour réaliser la « sous-couche », le milieu de Rawltide utilisé est préparé de la fa-
con suivante. Un flacon va contenir uniquement ddiéne minérale (deux fois concentrée) du
milieu et un autre flacon va contenir la matiérgamique et les phosphates (deux fois concen-
trés) ainsi que 1,6 % (p/v) de Gelfit@Merk). Les deux flacons sont rentrés dans I'erteein
anaérobie et placés sur des agitateurs chauffintdeaporter a ébullition leur contenu. Cha-
que fraction est ensuite réduite par ajout au £%bune solution de N& a 10 % (p/v) puis
meélangées volume a volume dans un méme flacon. éange est réduit par ajout au
1/506™ d’'une solution de N a 10 % (p/v) puis coulé & chaud dans le fondbdées de
Pétri en plastique. Aprés la prise en masse demiles boites sont laissées sécher pendant

15 minutes a température ambiante dans I'encenaérabie.

b. Réalisation de la « sur-couche »

La « sur-couche » est préparée de la fagcon suivamtdlacon va contenir uniguement
la matiere minérale (deux fois concentrée) du mnige un autre flacon va contenir la matiere
organique et les phosphates (deux fois conceraifis) que 0,4 % (p/v) de GelffteAprés
leur introduction dans I'enceinte anaérobie, legxdigactions du milieu sont chauffées jus-
qu’a ébullition. Elles sont ensuite réduites paugajpu 1/28™ d’une solution de N& & 10 %
(p/v) et laissées sur l'agitateur chauffant. Dapes tlubes a hémolyse, placés dans un bloc
chauffant réglé a 85°C, sont versés 900 pL de mneatignérale et 900 pL de matiére organi-
que additionnée de GelrfteDes dilutions au 1/£0° de la culture d’enrichissement sont en-
suite réalisées dans ces tubes & hémolyse jusmdiution 10°. Dans chaque tube & hémo-
lyse, 300 uL de soufre colloidal sont ajoutés peissemble du contenu est versé sur la
« sous-couche » en adoptant un mouvement circiydauie assurer 'hnomogénéité de la « sur-

couche ».

c. Incubation et repiquage des colonies

Les boites de Pétri sont alors placées dans ure gaaérobie en présence de deux
bandelettes de papier Whatman imbibées de 2 mLeddefution de Ng& a 10 % (p/v). La
jarre est sortie de I'enceinte anaérobie, presseiressec 1 bar d’azote, puis mise a incuber
pendant 3 jours a 85°C. Une fois ce laps de teropslé, la jarre est dépressurisée puis entrée
dans I'enceinte anaérobie. Dans les boites de, Re&trcolonies bien isolées sont prélevées a

'aide d’'un cone stérile puis repiquées dans 5 mbLmilieu de Ravot liquide. Les cultures
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d’isolats sont incubées a leur tour a 85°C soutathgi et stoppées en fin de phase exponen-
tielle de croissance.

Etant donné la quantité de travail occasionnéel Ksalat d'intérét, initialement
nommeé E2p8 puis rebaptisé KAZA, est purifié. Daadat, il est donc passé deux fois sup-
plémentaires sur boite.

I1l. Recherche de nouveaux virus dans des cultures de
Thermococcales

1. La Microscopie Electronique en Transmission (MET)
a. Cultures d’enrichissement et isolats observés

La recherche de nouveaux virus est menée en ME3 alampremier temps sur les 60
cultures d’enrichissement présentant une croissdecenicro-organismes (cf Figure 17 et
Annexe 2). Dans un deuxieme temps, elle est mené€el?7 isolats issus des cultures
d’enrichissement ou des particules de type virdlRS) sont observées aprés plusieurs repi-
guages successifs (cf Figure 17 et Annexe 3). $@ats, issus des cultures d’enrichissement
ou les VLPs ne sont observées que transitoirenc&t-a-dire uniguement dans la culture

initiale, ne sont pas analysés

37°N

nrichisse »

14 isolat:
(@)

o
25°S/70°E
5 enrichissements
O isolat:

58isolats

Figure 17 : Origine géographique des différentes culturesritbissement et des différents
isolats observés en MET.
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b. Protocole

Une étape préalable de concentration des VLPséesisraire. Elle consiste a prélever
8 mL de culture qui sont clarifies differemmentvsuit la nature de I'échantillon. S’il s’agit
d’'une culture d’enrichissement, celle-ci est fétreur des Acrodic PF 0,8/0,2 um (Pall Gel-
man Laboratory). Dans le cas de cultures d’isole¢ste derniere est centrifugée a 4 000 g
pendant 15 min a 4°C. Le filtrat ou le surnageante@suite ultracentrifugé a 100 000 g pen-
dant 3 h a 4°C (rotor Beckmann a angle fixe 70)1 0@ culot qui contient les VLPs est fina-
lement repris dans du tampon TE pH 8 (10 mM Trid;HGnM EDTA).

Cing pL de la solution concentrée sont déposésaregrimin sur une grille de cuivre
carbonée comportant 400 mailles (Euromedex). Peiges de liquide est absorbé a l'aide de
papier Whatman. Cing pL d’une solution d’acétaterahyle a 2 % (p/v) sont alors déposés
sur la grille a I'abri de la lumiére. Apres 45 'extés de contrastant est enlevé. La grille est
déposée sur du papier Whatman pour sécher peralanit! L’'observation est effectuée sur
un microscope électronique de type JEM 100 X lbljJen réglant la vitesse d’accélération

a 60 kV et le grossissement a 200 000.

Le mode de calcul permettant de dénombrer les \dsPdétaillé ci-dessous :
nombre moyen de VLPs.chathg Y x 400 x Z

8

nombre de VLPs.mt =

Dans cette opération, Y correspond au nombre daghgue contient une maille et 400 est le
nombre de mailles que comporte une grille. Z estatdgeur de multiplication pour tenir
compte du volume total de reprise du culot par apgo volume déposé sur la grille (5 pL).

Le 8 correspond au volume de culture concentrée.

2. La Polymerase Chain Reaction (PCR)
a. Isolats analysés
La recherche de nouveaux virus est menée par PC88g8olats d’origine variée (cf
Figure 18 et Annexe 4). Une partie des isolatsyagal est issue de cultures d’enrichissement
ou des particules de type viral sont observées temsepiquages de la culture initiale. La

seconde partie des isolats provient de la collecti® la Souchotheque de Bretagne

(http://www.ifremer.fr/souchotheque).
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37°N j
7 isolats
(@) (@)
@) 27°N/126°S
36°N 1isolat
24 isolats

9°N 23 isolat: ©
7°S 3isolatsO
17°S 6jsolatsO
18°S lisolat ©
21°S ‘isolat: O

@)
5°S/70°E
10 isolat:

Figure 18 : Origine géographique des différents isolats aalysmr PCR.

b. Protocole

L’ADN total est tout d’abord extrait a partir den@ d’une culture en fin de phase ex-
ponentielle réalisée en milieu de Ravot. Les cedlidont collectées par centrifugation a 6
000g pendant 15 min a 4°C. Le culot cellulaireregpris dans 80 pL de tampon TNE pH 8
(100 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, 50 mM EDTA). Puigsdl cellules sont lysées par ajout de
10uL de SDS 10 % (p/v) et 10uL de Sarkosyl 10 %)(ji/e lysat est alors traité avec 5 puL
de protéinase K (20 mg.rif). puis incubé 1 h & 55°C. L’extraction d’ADN totst réalisée &
I'aide d’'un volume de mélange PCI (phénol/chloraferalcool isoamylique, 25 :24 :1) puis
avec un volume de chloroforme. L’ADN est ensuit&gpité en ajoutant 0,7 volume
d’isopropanol, puis collecté par centrifugation @890 g pendant 20 min a 4°C. Le culot
d’ADN est lavé avec 400 pL d’éthanol 75 % (v/v)¢cls& au Speed-Vac puis repris dans 20
puL de tampon TE pH 8 (10 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA).

La PCR est alors réalisée sur 'ADN total. Le mgaméactionnel, réalisé dans le
tampon de I'enzyme, est composé de : 2 mM de K0 uM de dNTP, 0,1 uM d’amorce
sens REP-1S (5 GCG CGG AAT TCG GNY TNG ARG TNC CNG& 3’), 0,1 uM
d’amorce anti-sens REP-1AS (5’ GCG CGC AAG CTT GGANATH GGNKTN TTY
ACN TTY 3’), 1 U de Taq polymérase UptiThetnfinterchim) et 10 ng d’ADN. Le pro-

gramme utilisé est composé des phases suivantesin 8e dénaturation a 94°C, 30 cycles
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d’amplification (30 s a 94 C, 30 s a 48°C et 1 @in0°C) et 7 min d’extension finale a 70°C.
La PCR est contr6lée en déposant 5 pL de prodainhplification sur gel d’agarose 0,8 %
(p/v) contenant 0,5 pg.miLde bromure d'éthidium (BET). La migration se fait tampon
TAE 1 x pendant 30 min & 8 V.¢

IV. Description d’un systéme hote - particules de type viral chez les
Thermococcales

1. Détermination de l'identité de la souche KAZA

Le géne codant pour 'ADNr 16S de la souche KAZAsgEgjuenceé pour déterminer de
guelle espece déhermococcalda souche est la plus proche. Pour cela, une aixirade
I’ADN total est pratiquée sur une culture en finglase exponentielle puis une PCR est réali-

sée sur I’ADN extrait en utilisant les mémes candi décrites dans le paragrapfig/..s.

Seul le couple d’amorce utilisé change, il s’agitoduple 4F (5 GTA AAA CGA CGG CCA
GTC CGG TTG ATC CTG CCR G 3') / 1492R (5" CAG GAACA GCT ATG ACC GGT
TAC CTT GTT ACG ACT T 3’) qui est spécifique du gede '’'ADNr 16S archéen. Le pro-
duit de PCR est ensuite cloné dans le vecteur p&MEN utilisant les instructions du four-
nisseur (Promega) puis séquencé par la sociéténdeqmess. La séquence obtenue est com-
parée avec celles présentes dans les bases deedaméitilisant I'algorithme Basic Local
Alignment Search Tool (Altschetal., 1990).

2. Détermination de la croissance de la souche KAZA et de la production
des deux particules de type viral
Apres sa purification, 'isolat dehermococcale&2p8, qui porte des VLPs, est rebap-

tisé KAZA. La souche KAZA est cultivée a pressiamasphérique (cf paragraplig>) et a
35 MPa (cf paragraph#/) en présence ou non de 2,5 pg:htle mitomycine C. Cette der-

niere possede la propriété de pouvoir induire talpction de particules virales dans certains

cas.

Pour chaque condition, 7 sous-cultures sont réalisé paralléle, chacune correspon-
dant a un point de prélevement permettant d’étéblauivi dans le temps. Les préléevements
sur les cultures non traitées sont réalisés a,t&MQ 8 h, 12 h, 16 h, 24 h et 32 h. Pour les
cultures traitées, I'ajout de mitomycine C se ik tempst=0,6 h, 8 h, 12 h, 16 h, 24 h et

32 h puis elles sont réincubées pendant 4 h danmméenes conditions. Les préléevements ont
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donclieuat=4h, 10 h, 12 h, 16 h, 20 h, 28 86ch. La croissance cellulaire est suivie en
réalisant des comptages a la cellule de Thomard@duption de VLPs est suivie en réalisant

des comptages en MET (cf paragrapgh;).

3. Détermination des conditions optimales de pression hydrostatique
pour la production de la VLP-TBPP
La souche KAZA est cultivée a 4 pressions difféesn(tl5 MPa, 25 MPa, 35 MPa et

45 MPa) pendant 32 h (cf paragrapfi&). Pour chaque condition de pression, une culture

non traitée et une culture traitée par 2,5 ug-nde mitomycine C a t = 8 h sont réalisées.
Toutes les cultures sont ensuite traitées pouobservation en MET et les VLPs sont comp-

tées (cf paragraphg€/7s).

4. Recherche de la VLP-TBPP dans différentes souches de
Thermococcales
Neuf souches déhermococcalesssues de la collection de la Souchothéque deaBret

gne sont cultivées a pression atmosphérique etMP® pendant 32 h (cf paragrapfigs.)

en étant traitées ou non avec 2,5 pgnade mitomycine C & t = 8 h. Les souches utilisées
sont : Thermococcus barophilusouche MP,Thermococcus barophilusouche DV1179,
Thermococcussp. souche ES1Thermococcus fumicolansouche ST557Thermococcus
atlanticussouche MA898Thermococcus hydrothermabsuche AL662Thermococcus sicu-

li souche AT1243Pyrococcus abyssiouche GE23 @yrococcus abyssiouche GE9. Toutes
les cultures sont ensuite préparées pour la MEEseWVLPs sont comptées (cf paragraphe
JIT1).

5. Recherche d’un acide nucléique chez les deux particules de type viral
a. Concentration des particules

Toutes les techniques utilisées pour la recherchacid® nucléique (sauf
I'épifluorescence) sont menées sur des particudesantrées selon le protocole qui suit. La
souche KAZA est cultivée pendant 32 h a pressiamogphérique et a 15 MPa avec traite-
ment a la mitomycine C a t = 8 h. Les cultures samtrifugées a 4 000 g pendant 15 min a
4°C. Le surnageant est ensuite ultracentrifuge0a000 g pendant 3 h a 4°C. Les culots obte-
nus sont repris dans du tampon TE « low EDTA » g#tiBmM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA).

60



Matériel et Méthode

b. Essai d’extraction d’ADN

Au préalable, 360 pL de particules concentrées taitées avec 50 pg.ritLde
DNAse | (Sigma) et 100 pg.mide RNAse A (Eurobio) dans un milieu réactionneiteaant
10 mM de MgCl. Apres 1 h d’incubation a 37°C, les nucléases sumttivées 10 min a
70°C. Les particules sont alors traitées avec Tnhg.de protéinase K pendant 1 h & 56°C.
L'extraction d’ADN est réalisée a l'aide dun volemde mélange PCIl (phé-
nol/chloroforme/alcool isoamylique, 25 : 24 : 1)gpavec un volume de chloroforme. L’ADN
est ensuite précipité par ajout de 0,8 volume gligpanol puis récupéré par centrifugation
pendant 20 min & 20 800 g a 4°C. Le culot d’ADNIlagé avec 500 pL d’éthanol 75 % (v/v),
séché au Speed-Vac puis repris dans 20 uL de tafmpeniow EDTA » pH 8.

Dans I'éventualité ou la quantité d’ADN extrait @itres faible, un test PCR est réali-
sé avec des amorces aléatoires. Les 25 puL de nedl@agtionnel sont réalisés dans le tampon
de I'enzyme et contiennent : 2 mM de Mg@0 uM de dNTP, 1 U de Taq polymérase Upti-
Thern® (Interchim), 2,5 pL de nonaméres (Amersham) etL1d{ADN extrait. Le pro-
gramme utilisé est composé des phases suivantesin 8e dénaturation a 94°C, 30 cycles
d’amplification (30 s a 94 C, 30 s a 48°C et 1 @in0°C) et 7 min d’extension finale a 70°C.
La PCR est contrb6lée en déposant 5 pL de prodainplification sur gel d’agarose 0,8 %
(p/v) contenant 0,5 pg.miLde BET. La migration se fait en tampon TAE 1 x @M Tris-
HCI pH 8, 20 mM, acétate, 1 mM EDTA pH 8) pendabindin & 8 V.cri.

c. Essai d’extraction d’ARN

Les particules concentrées sont traitées a la DNA&déa RNAse A et a la protéinase
K comme pour I'extraction d’ADN. Ensuite 0,5 volurd&thanol absolu sont ajoutés. Apres
homogénéisation du mélange, 'ARN est extrait salortne au moyen du kit RNeasy (QIA-

GEN) suivant les instructions du fournisseur.

Dans I'éventualité ou la quantité d’ARN extraitaetres faible, un test RT-PCR est
réalisé avec des amorces aléatoires. Dans 12 ybldme final, 1 pL de nonameres (Amers-
ham) et 2 uL d’ARN extrait sont chauffés a 70°Cgeert 3 min. Le mélange réactionnel ré-
alisé dans le tampon de I'enzyme est additionn2(0j® mM de dNTP, 40 U d’inhibiteur de
RNAse (Ambion) et 100 U de reverse transcriptasklM/ (Ambion). La réaction de reverse
transcription est réalisée 60 min a 44°C puis 10 B2°C. Les conditions utilisées pour la

réaction de PCR et sa vérification sont les mémescglles de I'essai d’extraction d’ADN.
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d. Technique du « cracking »

Ce protocole a été mis au point par E. Marguet.ésder. Le tampon de « craking »
(50 mM Tris-HCI pH 7,5, 2 mM EDTA pH 7,5, 1 % (p/8DS, 13,7 % (p/v) sucrose, 0,01 %
(p/v) bleu de bromophénol) est additionné volummlame avec les particules concentrées.
Aprés une incubation de 10 min a 65°C, le prodeithking est déposé sur gel d’agarose 0,5
% (p/v) contenant 0,5 pg.riilde BET. La migration se fait en tampon TAE 1 x gsemt 30
min & 8 V.cnit.

e. Test en épifluorescence

Le protocole utilisé a été mis au point par C.|{Best A. Lies. La souche KAZA est
cultivée pendant 32 h a pression atmosphériquelbtiPa avec traitement a la mitomycine
C at =8 h. Un aliquot de 2 mL de chaque cultwtedécanté pour éliminer le soufre puis 1
mL du surnageant est centrifugé a 10 000 g pertlantin a 4°C. Le surnageant est collecté
puis dilué au 1/19° dans de I'eau milliQ. Cing mL de cette dilutionnsanélangés avec 1
mL d’une solution de pyrophosphate de sodium (10)reMincubés pendant 15 min. Apres
une agitation manuelle d'1 min, I'échantillon e#tré sur un Acrodisc PF 0,8/0,2 um (Pall
Gelman Laboratory) puis sur un Anodisc 13 0,02 Wihgtman). Ce dernier est rincé deux

fois avec de I'eau milliQ filtrée sur 0,02 pm.

Cent pL de SYBR Green | 10 x (Molecular Probesit sppliqués sur ’Anodisc pen-
dant 15 min a I'obscurité puis celui-ci est sécH@ide de papier Whatman avant d’étre dé-
posé sur une lame de verre. Cent pL de solutiamti€ading » a pH 7 (0,42 % (p/v) NaCl,
24, 8 mM NaHPQO,, 49,5 % (v/v) glycérol, 10 % (p/v) N-N dimethyl4tphenylene diamine
sulfate) sont ensuite déposé sur I’Anodisc quiasts recouvert d'une lamelle de verre.
L’exces de liquide est enlevé en utilisant du paaatman puis la préparation en observée
en réglant le grossissement a 100 sur un microsz@péfluorescence (Olympus BX60) grace
au filtre WG.

6. Purification des deux particules de type viral
a. Ultracentrifugation et gradient de densité

La souche KAZA cultivée a pression atmosphériquenth.) et a 15 MPa (50 mL) est
traitte comme précédemment par ajout de mitomyCin&pres 32 h d’incubation, les cultu-
res sont arrétées puis centrifugées a 6 000 g peddamin a 4°C. Les surnageants sont en-

suite ultracentrifugés a 100 000 g pendant 3 hGa 4&s culots obtenus sont repris dans 60
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puL de tampon « TE low » pH 8 (10 mM Tris-HCI, 0,MnEDTA) puis déposés sur 8 mL
d’une solution de CsCl & 0,5 mg.ihket & nouveau ultracentrifugé & 100 000 g pendét 2
4°C. Le gradient obtenu est ensuite passé danslysaur UA-6 (Isco). Les fractions présen-
tant une absorbance a 254 nm sont collectéesueedildans du tampon « TE low » pH 8, puis
ultracentrifugées a 100 000 g pendant 3 h a 4°G.dudots sont finalement repris dans 200
ML de tampon « TE low » pH 8.

b. Précipitation et gradient de densité

C’est le protocole utilisé pour purifier le virBAV1 (Geslinet al, 2003), a la diffé-
rence prés que la densité du gradient de chloreireédium (CsCl) est de 1,3910 au lieu de
1,2858. Apres 8 h de culture a pression atmospinerig souche KAZA (200 mL) est traitée
par ajout de mitomycine C (2,5 pg.fLpuis la culture est poursuivie jusqu’a la fin lde
phase stationnaire (t = 32 h). La suite consistarenconcentration par précipitation au PEG
suivie d’'une purification en gradient de CsCl.

c. Ultrafiltration tangentielle

Deux cultures en gros volume de la souche KAZAXkont réalisées a pression at-
mosphérique et a 15 MPa. At = 8 h, chaque cultatéraitée par ajout de mitomycine C puis
remise a incuber dans les mémes conditions. Af@tds @incubation, les cultures sont arré-
tées puis centrifugées a 6 000 g pendant 15 mifCa ldes surnageants sont ultrafiltrés en
utilisant I'appareil Pellicon 2 (Millipore) muni donodule P2B0 1MC 01 dont le seuil de cou-
pure est de 1 000 kDa. Les filtrats obtenus somuesgtiellement ultrafiltrés sur le méme ap-
pareil avec les modules P2B5 00C 01, P2B1 00A @BOR30A 01 qui possedent respective-
ment des seuils de coupure de 500 kDa, 100 kD@ kDa. Chaque concentrat est conservé a

4°C, centrifugé pendant 15 min a 10 000 g a 4°G ptéparé pour une observation en MET.

7. Etude préliminaire de la structure de la VLP-TBPP

a. Tests de sensibilité

La VLP-TBPP purifiée est soumise a différents agebés particules sont mélangées
volume a volume avec du chloroforme puis incub&emih sous agitation a température am-
biante. Parallelement, elles sont incubées avetridon X-100 0,3 % (v/v) pendant 3 min.
Les particules sont aussi traitées avec 0,4 mg.oe protéinase K pendant 1 h & 56°C dans
un tampon réactionnel contenant 0,5 % (p/v) de SBfir déterminer I'action réelle de la

protéinase K deux témoins sont utilisés. Le premmagrespond a des particules chauffées 1 h
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a 56°C. Le second correspond a des particulesesdvec 0,5 % (p/v) de SDS pendant 1 h a
56°C.

b. Recherche des protéines majoritaires

Un aliquot de 20 puL de VLP-TBPP purifiee est méamglume a volume avec du
tampon de charge (0,2 % (p/v) bleu de bromophédio®b (p/v) sucrose, 4 % (p/v) SDS, 2 %
(p/v) B-mercaptoethanol, 0,124 M Tris-HCI pH 6,8) puis @éné pendant 5 min a 100°C. Il
est ensuite déposé sur un gel d’acrylamide comgosegel de concentration (& 3 %) et d’'un
gel de séparation (gradient de 4 % a 20 %). Laatigr électrophorétique se fait dans un
tampon dénaturant (25 mM Tris, 19 mM glycine, 1 g#tv SDS) pendant 1 h en voltage
constant (100 V).

Aprés électrophorese, le gel est coloré 1 h daessafution de bleu de Coomassie
(0,1 % (p/v) bleu de Coomassie, 50 % (v/v) éthah@1% (v/v) acide acétique). Il est ensuite
décoloré dans une solution contenant 30 % (v/vihdigol et 10 % (v/v) d’acide acétique jus-
gu’a I'obtention de bandes nettes. Ces derniemsd#roupées puis analysées en spectromé-
trie de masse Maldi-tof par le Plateau d’Analysestddmique de I'INRA de Jouy-en-Josas.

V. Etude du génome de PAV1

1. Détermination du nombre de copies du génome viral dans la cellule

L’ADN total de la souchéPyrococcus abys9GE23 est extrait comme décrit précé-

demment (paragraphg/y..5) puis digéré enzymatiquement par les endonuclddiseill et

Nad (NEB) en suivant les instructions du fournissdliest ensuite déposé sur gel d’agarose
& 0,5 % (p/v). La migration se fait en tampon TAK & 4 V. cni pendant 6 h. Le gel est
plongé pendant 15 min dans un bain de dépuring@ti@i 0,25 N), puis deux fois pendant 10
min dans un bain de dénaturation (NaOH 0,5 N, NBR&IM) et un bain de neutralisation
(Tris-HCI pH 7,5 0,5 M, 1,5 M de NaCl). L'ADN eshsuite transféré passivement sur une

membrane de nitrocellulose comme décrit précédern(®ambroolet al, 1989).

Deux sondes, appelées « PAV1 » et « 16S GE23nt, smthétisées. L’ADN de
PAV1, extrait par lyse alcaline, est digéré enzyqegment paHindlll (NEB) en suivant les
instructions du fournisseur, puis déposé sur gadalose 0,6 % (p/v). Apres une migration en
tampon TAE 1 x & 8 V.cthpendant 1 h, la bande de 1,7 kpb générée pagéstitn du gé-

nome viral est extraite du gel a l'aide du kit NeeiSpin Extract (Macherey-Nagel) puis mar-
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guée en utilisant le kit ECL RP Labelling Systemm@sham) suivant les instructions des
fournisseurs. Le gene de '’ADNr 16S est amplifi€ P€R comme décrit précédemment a
partir de I'ADN total extrait de la souche GE23Rlgrococcus abysslLe produit de PCR est
cloné dans le vecteur pGEM (Promega) puis utilisé pour transformer desubedl compé-
tentesE. coli XL10-Gold (Stratagene) par choc thermique (30 84 Aprés amplification,

le produit de clonage est extrait par lyse alcatiommme décrit précédemment (Birnboim &
Doly, 1979), digéré enzymatiquement p&d (NEB) puis déposé sur un gel d’agarose a 0,5
% (p/v) contenant 0,5 pg.riLlde BET. La migration se fait en tampon TAE 1 x ¥.8m*
pendant 40 min. La bande de 0,9 kpb générée pdigéstion est extraite du gel avec le kit
Nucleo Spin Extract (Macherey-Nagel) puis marquéeutlisant le kit ECL RP Labelling
System (Amersham) comme expliqué par les fabricants

La membrane préparée précédemment est hybridédes/sondes « PAV1 » et « 16S
GE 23 » puis réveélée en utilisant le kit ECL DeatatiSystem (Amersham) pour impression-
ner un film autoradiographique en suivant les uddtons du fournisseur. Le film est scanné
en utilisant le logiciel Adobe Photoshop puis Ensité des bandes obtenues est ensuite mesu-
rée avec le logiciel NIH Image. Les intensités smntigées de maniere a tenir compte de la
différence de taille des sondes « PAV1 » et « 1&2G », respectivement de 1,7 kpb et 0,9
kpb. Le rapport intensité « PAV1 » / intensité &IBE23 » permet ensuite d’obtenir le nom-

bre de copies du génome de PAV1 par chromosoméeamdelon la formule suivante :

intensité « PAV1 » x taille sonde « 16S GE23 »
taille sonde « PAV1 »

nombre de copies.
du genome vir: intensité « 16S GE23 »

2. Détermination du surenroulement de I’ADN viral

L’ADN de PAV1 est incubé avec différentes topoigwases pour déterminer leur ca-
pacité a relacher le génome viral. Le résultatekeiocubations est visualisé grace a des mi-

grations électrophorétiques en une et deux dimessiar des gels d’agarose.

L’ADN de PAV1 est extrait par lyse alcaline puislam@é avec le plasmide bactérien
pTZ18R (témoin de surenroulement négatif). Les d&@DKN sont incubés avec trois topoiso-
meérases différentes. La topoisomérase Bsdherichia coliNEB) et topoisomérase | euca-
ryote (Invitrogen) sont utilisées suivant les recmandations des fournisseurs. L’incubation
dure 30 min & 37°C. Pour la reverse gyras&uléolobus les 20 pL du mélange réactionnel
contiennent: 4 uL de tampon de I'enzyme (5 x) 2delMgC} (100 mM), 1,9 pL de NaCl (1
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M), 0,5 uL d’ATP (50 mM), 1 pL de reverse gyraseifpée, 0,2 uL de pTZ, 5 uL d’ADN de
PAV1 extrait par lyse alcaline et 5,4 pL d’eau pblRLC. L'incubation dure 30 min a 75°C.
Les mélanges réactionnels sont déposés, apresatmmulavec les différentes topoisomérases,
sur un gel d'agarose a 0,5 % (p/v). La migratioruee dimension se fait en tampon TAE 1 x
& 2 V.cm' pendant 14 h & 16°C. Le gel est ensuite colorélgren40 min dans un bain de
BET &2 pg.mL, puis pendant 15 min dans un bain de MgSO4 a 1 mM.

Pour la migration en deux dimensions, le protosolei pour les incubations avec la
topoisomérase | eucaryote (Invitrogen) ainsi gualereverse gyrase deulfolobusest le
méme que précédemment a ceci pres que pTZ18Rpasstjouté au mélange réactionnel et
que la quantité d’ADN de PAV1 traitée est troissfaupérieure. Les mélanges réactionnels
sont déposeés, aprées incubation avec les differeopessomérases, sur un gel d’agarose a 0,5
% (p/v). La migration dans la premiére dimensioriaseen tampon TAE 1 x a 2 V.chpen-
dant 19 h a 16°C. Le gel est tourné d’'un quartode $ur la droite et plongé pendant 1 h 30
dans du tampon TAE 1 x contenant 0,013 pg'mde BET. Ce tampon est utilisé pour la mi-
gration dans la deuxiéme dimension qui se fait\a@n™ pendant 18 h & 16°C. Le gel est
ensuite coloré pendant 40 min dans un bain de BEfig@mL?, puis pendant 15 min dans un
bain de MgS0O4 a 1 mM.

3. Recherche de méthylations sur le génome viral et le chromosome
archéen
Apres extraction, 'ADN de PAV1 et 'ADN total da souche GE23 dByrococcus
abyssisont digérés séparément par quatre enzymes dietrest(Dpnl, Mbol, BstN ScrR)
suivant les instructions du fournisseur (NEB). pesduits de digestion sont déposés sur gel
d'agarose & 0,5 % (p/v) contenant 0,5 pg’nde BET. La migration se fait en tampon TAE 1

x &3 V.cm' pendant 4 h.

4. Recherche d’un intermédiaire de réplication simple brin

L’ADN de PAV1 est extrait et transféré sur memlarae nitrocellulose comme expli-
gué précédemment. Des sondes simple brin, spéesfida chaque brin du génome viral sont
synthétisées. Une PCR est réalisée sur ’'ADN de PAdMnme décrit précédemment en utili-
sant le couple d’amorces F1 (5 TGG TGT TCA TTAT@CG GC 3) /R1 (5 CTC CTC
CAA TTA CCA AGT ATC 3"). Le produit d’amplificatiorest cloné dans le vecteur pGEM
T (Promega) puis utilisé pour transformer des éedlwompétentels. coli XL10-Gold (Stra-
tagene) par choc thermique (30 s a 42°C). Le ptathuiclonage est extrait par lyse alcaline
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puis digéré enzymatiquement soit [@al, soit parSpH (NEB) suivant les instructions du
fabricant. Les deux produits de digestion, corresiant respectivement aux sondes « brin + »
et « brin — » de PAV1, sont alors marqués avedtIBIKc RNA Labelling (Roche) en suivant

le protocole du fournisseur.

La membrane préparée précédemment est hybridéessivement avec la sonde
« brin + » et la sonde « brin - » puis révélée deedt DIG Nucleic Acid Detection (Roche)
comme expliqué par le fabricant. Entre les deuxikdghions, la membrane est déshybridée en
utilisant un bain de diméthylformamide chauffé @G3usqu’a décoloration suivi de deux
bains de 20 min dans la solution A (NaOH 0,2 N, SIS% (p/v)) chauffée a 37°C.

5. Cartographie des transcrits du virus

Les ARNm totaux de la soucl®yrococcus abyssbE23 sont extraits en utilisant du
TRIzol® (Invitrogen) suivant le protocole décrit par leifoisseur. Ceci est réalisé sur 50 mL
d’'une culture en fin de phase exponentielle (25c@lules.mLY). Les culots d’ARN sont
resuspendus dans 35 pL de Tris-HCI 5 mM pH 8. Licentration et la pureté des ARN ex-
traits sont déterminées en mesurant les absorbar2@@ et 280 nm. La qualité est estimée en
déposant un aliquot sur gel d’agarose a 1,2 % .(h/WDN contaminant la préparation est
éliminé par un traitement a la turbo DNAse (Promegasuivant les instructions du fournis-

seur.

Des ADNCc sont alors synthétisés. Les 12 uL de mg&aéactionnel contiennent: 1 a
2 ug d’ARN et 1 pL de la solution de nonameres @EKCL RP Labelling (Amersham),
complétés par de I'eau milliQ. Une dénaturationpeatiquée a 78°C pendant 3 min. Au meé-
lange réactionnel précédent sont ajoutés : 2 pla@on de la reverse transcriptase (10x), 4
pL de dNTP (2,5 mM), 1 pL d’inhibiteur de RNAse (WQuL) (Ambion) et 1 puL de reverse
transcriptase M-MLV (100 U/uL) (Ambion). Le témonégatif est réalisé de la méme facon
avec de I'eau milliQ qui remplace la reverse traipsase. La réaction de réverse transcription

est réalisée avec le programme suivant : 60 mir& guis 10 min a 92°C.

Le mélange réactionnel de PCR est réalisé suiesninktructions du fournisseur (In-
terchim) en y introduisant 2 pL de produit de RT2uL d’ADN total de la souche GE23
Pyrococcus abysditémoin positif). Le détail des couples d’amorcgidisés figure dans le
tableau 4. Le programme est organisé de la facoarge : 3 min de dénaturation a 94°C, 30
cycles d’amplification (30 s a 94 C, 30 s a 53°Q @tin 30 a 70°C) et 7 min d’extension fi-
nale a 70°C. Pour contréler I'amplification, lesoguits de PCR sont déposés sur un gel
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d’agarose 0,8 % (p/v) contenant 0,5 ug-hue BET. La migration se fait en tampon TAE 1 x
a 8 V.cm'® pendant 40 min.

Tableau 4 :Séquences dakfférents couples d’amorces dessinés sur le gémmiAV1.

1S/1Ra :5 TGG CTC AAC GAG GAA GAC G& 5 TAGTCG CCACGG TTGTCCT@
1S/1Rb :5 TGG CTC AAC GAG GAA GAC G&3’ 5 CGG TAG GAG CAC TCT TCA GAATAC®
2S/2R :5 CCT TCT TGG GAT TGC TGAC®B’ 5 CCAAGT GCCTTC CTAATCTT&’
3S/3R :5" ACAAGT ACACCT TGG TAATGC CTT3' 5 CCA CAG GAT CTG GAC ATA ACC A3
4S/4R 5 TTTCTGGACTTC TTT CGA GCA’ 5 CGT TAC AAT ACC GCT CAC AGA A3’
5S/5R :5 CAG CAG GTC TCAGGC TTATAATTY 5 CGT TCACCATAT GCAGAATCACZ
6.25/6.2R5 CTT CAC GAG GTG GCT TGG T@’ 5" AAG AGA GCC ACA AGC CAG cc3
7S/7TR 5 TTCCTCTTG GCG AAG TTC AR’ 5 GAG CATTCTTTATTTTCT CCC &
8S/8R 5 CTT AGA GGG GGC TCATTG GAT 8’ 5 CGT CTG TGG ATC CCT CGT TA’
9S/9R 5" GTACTG GTT CGT GAG GTTCTTCA' 5 TCT CAA CAT ACT TGT TCC ATC TGX’
10S/10R:5 ACATCG ATT TCA GAA CCT CGG3’ 5 CCC CAC GTT CTG ATA CAT CA3

11S/11R:5 CCG ACG AGA GAT TGAAGT TCT3' 5 CGA GAG AGA AGA ACT AAACGAACTZ
12S/12R:5 AGG AAA TAG GTA CAC CGA GAT TC3'5’ TGA GAT CCC TTA GAT AAT CTG CAA3’

13S/13R:5 CTT GGT TCT CGG GTC GGG T¥ 5 TAG TAT CGC TAG GCG CTC G@&
14S/14R:5 TGG AGA AAC GCG TGT TTATG3’ 5 AAG TTC GAG TAT TTC ATC CCA GT3
15S/15R:5" TCA AGC GCA TTA AGA AGA GGZ 5" CCT TCC CCA AAT ACA CTAATZ
16S/16R:5 AAA GCC TAG GAC AAT GGA GGZ 5 TTT CTC CGC GTT CTT GAATA3’
17S/17R:5 CCC ACT TGT CGA CTA GAT CC&’ 5 CCT GGC GGG AAG TAT TCA AT3’
18S/18R:5 GTG TTT GGT AAT ATA AGC CAG TTG3’ 5 GCATTT CTC CTC AAT GGG AA3
19S/19R:5 TTG GGG GAA GAG TGC TGG CA’ 5 CCG CGC GGAGAAACT CTACT
20S/20R:5 TGT CGT TGC TGA GGC TGA AGT B 5 CCT TCC CCA AAT ACACTAATZ

68



Matériel et Méthode

VI. Etude des protéines du virus PAV1

1. Electrophorése de protéines en conditions dénaturantes (SDS-PAGE)
et coloration au bleu de Coomassie

Tous les profils de migration de protéines de PAdht obtenus par électrophorese
dite en SDS-PAGE sur gel d’acrylamide. Un aliquet2® pL d’échantillon est mélangé avec
5 pL de tampon de charge (0,5 % (p/v) bleu de bpivénol, 40 % (p/v) sucrose, 10 % (p/v)
SDS, 5 % (p/vB3-mercaptoethanol, 0,31 M Tris-HCI pH 6,8) puis dénés pendant 5 min a
100°C. Il est ensuite déposé sur un gel d’acrylencomposé d’'un gel de concentration (a 3
%) et d’un gel de séparation (& 7 %, 12 % ou 15uast la taille des protéines analysees).
La migration électrophorétique se fait dans un tamgénaturant (25 mM Tris, 19 mM gly-
cine, 1 % (p/v) SDS) pendant 45 min en ampéragstanh(0,02 A).

Apres électrophorese, le gel est coloré 1 h daessafution de bleu de Coomassie
(0,1 % (p/v) bleu de Coomassie, 50 % (v/v) éthah@1% (v/v) acide acétique). Il est ensuite
décoloré dans une solution contenant 30 % (v/vihdigol et 10 % (v/v) d’acide acétique jus-
gu’'a l'obtention de bandes nettes. Puis le gelséshé pendant 2 h dans un sécheur de gel
Model 583 (Bio-Rad).

2. Surproduction de la protéine 899 de PAV1
a. Couples d’amorces et vecteurs d’expression utilisés

Deux types de vecteurs d’expression sont séle@®mpour exprimer le gene 899 co-
dant pour la protéine du méme nom : les vecteulsidiel, 25b+, 28a+ (Novagen) inductibles
a I'IPTG et le vecteur pBAD (Invitrogen) inductibla I'arabinose. Plusieurs couples

d’amorces sont dessinés pour varier les constngtio

Tableau 5 :Détail des constructions sélectionnées.

Vecteur Couple d’amorces utilisés Protéine
utilisé (en haut : amorce sens, en bas : amorce anti-sens) attendue
pPET 11d | For Nco | : 5 GGAGGGAGCGCCATGGTTCGGGTAATGG 3 Sans
AmpR Rev Bam HI : 5" AATTGCAAGGATCCCAAAGACTGCG 3’ étiquette
PET 25b+| For Nco | : 5 GGAGGGAGCGCCATGGTTCGGGTAATGG 3 Peptide signal
AmpR Rev Bam HI : 5" AATTGCAAGGATCCCAAAGACTGCG 3’ en N terminal
PET 28a+| For Nco | : 5 GGAGGGAGCGCCATGGTTCGGGTAATGG 3’ Queue histidine
Kar® Rev Xho | : 5 TGAAAGGCCTTGAGGCTCGAGTATCCTGAAAAGCGG 3 en C terminal
pBAD 899-1S : 5 GGTGCCATGGTTCGGGTAATGGATAAGA 3’ Queue histidine
AmpR 899-1AS : 5" TATCCTGAAAAGCGGCTCATA 3’ en C terminal
pBAD 899-1S : 5 GGTGCCATGGTTCGGGTAATGGATAAGA 3’ Sans
Amp® | 899-2AS : 5 TTATATCCTGAAAAGCGGCTC 3’ étiquette

AmpF : résistance a I'ampicilline, K&n résistance a la kanamycine
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b. Clonage du géne 899 en vecteur d’expression
» Amplification par PCR du gene 899

L’ADN polymérase thermostable choisie est la Pfuo(fRega) car elle possede une
meilleure activité de correction des erreurs quédg polymérase (Promega). Le mélange
réactionnel de PCR est réalisé suivant les instmgtdu fournisseur (Promega) en y introdui-
sant 10 ng d’ADN total de la souche GE23RJ@ococcus abysgporteuse de PAV1) extrait

comme expliqué dans le paragrapfi®.s. Le programme utilisé est composé des phases

suivantes : 2 min de dénaturation a 95°C, 30 cydlamplification (1 min a 95C, 30 s a
56°C et 4 min a 72°C) et 5 min d’extension finalé0aC.

Une adénine est ensuite ajoutée a I'extrémité deduis de PCR obtenus précédem-
ment. Pour cela, ces derniers sont incubés 20 mdf@ avec mélange réactionnel suivant :
250 uM de MgGl 200 uM de dATP, 1 U de Taq polymérase (Promegadetng de produit
de PCR.

» Clonage du géne 899 en vecteur d’expression pBAD et en vecteur de
maintenance pCR-TOPO-XL

Les produits de PCR additionnés d’'une adénine soihtclonés directement dans le
vecteur d’expression pBAD, soit clonés dans le eattle maintenance pCR-TOPO-XL (In-
vitrogen) avant leur introduction dans les diffésavecteurs pET. Les deux types de construc-
tions sont ensuite utilisés pour transformer délsles compétente&scherichia coliSuré®
(Stratagene) par choc thermique (30 s a 42°C). Pantréler le clonage, une extraction des
constructions par lyse alcaline est pratiquée coméuweit précédemment (Birnboim & Doly,
1979) sur 10 clones différents, puis déposée sueld’agarose a 0,5 % (p/v) contenant 0,5
ng.mL* de BET. La migration se fait en tampon TAE 1x ¥.8m™ pendant 40 min. Les clo-
nes présentant la taille attendue sont séquencéa gaciéte GenomExpress et la séquence

obtenue est comparée a celle du gene 899 de PAV1.

» Clonage du gene 899 en vecteur s d’expression pET

Les vecteurs d’expression pET non recombinanissetecteurs de maintenance pCR-
XL-TOPO-TA contenant le géne 899 sont digérés Radld’enzyme de restriction adéquate
(Ncd, BamH et Xhd) en suivant les instructions du fournisseur (NEBgs vecteurs
d’expression pET non recombinants sont déphospé®mh utilisant 3 U de phosphatase al-
caline de crevette (Promega) en suivant le protodal fabricant. La totalité des produits de
digestion est déposée sur un gel d’agarose a Qy@\¥pcontenant 0,5 pg.mLde BET. La
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migration se fait en tampon TAE 1x & 8 V.tmendant 40 min. Les bandes correspondant
aux vecteurs d’expression pET non recombinantsitisés et au gene 899 digéré sont décou-
pées puis purifiées avec le kit Nucleo Spin Ext{dtacherey-Nagel) en suivant les instruc-

tions du fournisseur.

Le gene 899 digéré est alors introduit par ligatlans le vecteur d’expression pET li-
néarisé possedant les extrémités cohésives congapies, en utilisant le kit LigaFast™ Ra-
pid DNA Ligation System (Promega) suivant le pralecdu fabricant. Les produits de liga-
tion sont ensuite utilisés pour transformer desules compétenteEscherichia coliSuré
(Stratagene) par choc thermique (30 s a 42°C).uite sles opérations jusqu’au contréle des
clones par séquencage est rigoureusement la mémepour le clonage en vecteur

d’expression pBAD.

c. Surexpression du gene 899

Trois types de celluleEscherichia colisont testés pour I'expression du géne 899 de
PAV1. Les cellules Bh; Rosettd (Novagen) ainsi que les cellules HMS 174 (Novagsemy
utilisées pour les constructions en vecteurs pETdaas leur génome est intégré le gene co-
dant pour 'ADN polymérase du phage T7 qui reconfepromoteur porté par ce type de
vecteur. Par ailleurs, les BLRosett& possédent en plus le plasmide RoSettadant pour
des ARNIts rares. Celui-ci permet de faciliter ladurction de la protéine hétérologue en évi-
tant les arréts de traduction dus a la présenamdens rares dans la séquence du gene a su-
rexprimer.. Les cellules SURKHStratagene) sont utilisées pour les construct@nsecteur
pBAD. Les constructions vérifiées par séquencagsi @jue les vecteurs d’expression non
recombinants pET et pBAD sont utilisés pour tramsfer les différentes cellules d’expression

par choc thermique (30 s a 42°C).

La surexpression du géne 899 est ensuite testée Hmn differentes cellules
d’expression. Pour cela, 4 mL de milieu LB (1 %vfgNaCl, 1 % (p/v) tryptone, 0,5 % (p/v)
extrait de levure, pH 7) additionné d’antibiotiqi#® pg.mL* d’ampicilline ou 50 pg.mt de
kanamycine) sont inoculés a 20 % (v/v) soit avee smuche portant le vecteur non recombi-
nant (ttmoin négatif), soit avec une souche tranmsde par le vecteur recombinant contenant
I'orf 899. L'incubation se fait a 37°C sous agitationtéola nuit. Ces précultures servent a
inoculer & 0,1 % (v/iv) 10 mL de milieu LB additighnd’antibiotique (50 pg.mt
d’ampicilline ou 50 pg.mt de kanamycine) qui sont incubés & 37°C sous amitdtorsque

'absorbance a 600 nm des cultures atteint la vadeu0,6, la surexpression derf 899 est
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induite par 1 mM d’IPTG (pour les vecteurs pET)auec 0,002 % (p/v) d’arabinose (pour le
vecteur pBAD). Des prélevements de 2 mL sont résléix temps 0 et 2 h apres l'induction.

d Séparation des fractions contenant les protéines solubles et insolubles

Chaque échantillon est centrifugé a 4 000 g pent@dmhin a 4°C. Le culot est repris
dans 300 puL de tampon A (50 mM Tris-HCI pH 8, EDTA mM, 2 mMB-mercaptoéthanol,
10 % (p/v) glycérol) puis soniqué deux fois (15t26 s) a 40 W. Aprés centrifugation a
18 000 g pendant 15 min a 4°C. Le culot de somnatst repris dans 100 puL de tampon A. Il
correspond a la fraction riche en membranes etretéipes insolubles. Les protéines non
thermostables sont éliminées du surnageant apetsgfage a 75°C pendant 15 min et centri-
fugation a 18 000 g pendant 15 min a 4°C. Le swaagobtenu correspond a la fraction ri-
che en protéines solubles. Les fractions de cha&gbhantillon sont alors visualisées apres

électrophorése en SDS-PAGE et coloration au bleéDatsmassie.

3. Essais d’amélioration de la production de la protéine 899 sous sa
forme soluble

a. Abaissement de la température de culture
Le protocole utilisé est le méme que dans le papdg 7297 2.c., a la différence prés

gue la température de culture des cellules estfréedilrois températures sont testées : 30°C,
26°C et 18°C. Les différentes fractions sont visdals aprés électrophorése en SDS-PAGE et
coloration au bleu de Coomassie.

b. Co-production de la protéine 899 avec des chaperons

Le plasmide pG-KJE3 (portant la résistance au ehdphénicol) inductible a
I'arabinose code pour 5 protéines chaperofsscherichia coli(Trésaugue®t al, 2004).1I
est utilisé pour transformer par choc thermique 3042°C) des cellules HMS 174 portant

soit le vecteur pET 28a+ non recombinant, soitdeteur pET 28a+ contenant le géne 899.

Quatre mL de milieu LB additionné d’antibiotiqué®(ug.mL* de kanamycine et 34
ng.mL?* de chloramphénicol) sont inoculés & 20 % (v/v)cates cellules HMS 174 portant
soit le plasmide pG-KJE3 ainsi que le vecteur pB&+2non recombinant (témoin neégatif),
soit le plasmide pG-KJE3 ainsi que le vecteur pBa2 contenant le gene 899. L’incubation
se fait a 37°C sous agitation toute la nuit. C&syltures servent a inoculer a 0,1 % (v/v) 10
mL de milieu LB additionné d’antibiotiques (50 pd.thde kanamycine et 34 pg.mlde

chloramphénicol) qui sont incubés a 37°C sous tgitaLorsque que I'absorbance a 600 nm
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des cultures atteint la valeur de 0,5, la surexywasdu gene 899 et des genes encodant les
protéines chaperons est induite par 1 mM d’'IPTG,2%0 (p/v) d’arabinose. Les cultures sont
ensuite incubées a 25°C sur la nuit. Les fractiictses en protéines solubles et insolubles

sont séparées et collectées suivant le protocalgtdians le paragraphe’/.... Elles sont

alors visualisées apres électrophorese en SDS-RAGEoration au bleu de Coomassie.

c. Production in vitro de la protéine 899

Le systeme d’expressidn vitro, Express Way Plus Expression System (Invitrogen),
est utilisé pour surexprimer le géne 899 en suilesirecommandations du fournisseur. Les
plasmides utilisés sont : le vecteur pET 28a+ remombinant (témoin négatif), le vecteur
PEX1-GW/lacZ (témoin positif du kit) et le vecteur pET 28a+ tmmant le gene 899. Les pro-
téines exprimées sont visualisées aprées électrepb@n SDS-PAGE et coloration au bleu de

Coomassie.

4. Extraction et solubilisation des corps d’inclusion

Trois litres de culture de cellules HMS 174 portentvecteur pET 28a+ contenant
I'orf 899 sont mis en culture. La surexpression du g88ee8t induite par 1 mM d'IPTG. La
lyse cellulaire est réalisée en reprenant le ccédlulaire dans du tampon de lyse (100 mM
Tris-HCIl pH 7, 5 mM EDTA, 5 mM DTT, 5 mM hydrochlole de benzimide) puis en le pas-

sant deux fois a la presse de French (10 000 psi).

Les débris cellulaires associés aux corps d’inclusont éliminés par deux lavages
dans le tampon 1 (100 mM Tris-HCIl pH 7, 5 mM EDTAMM DTT, 2 M urée, 2 % p /v
triton X-100) suivi d’'un lavage dans le tampon RQInM Tris-HCI pH 7, 5 mM EDTA et 5
mM DTT). Les corps d’inclusion sont alors solul@kspar ajout du tampon d’extraction (50
mM Tris-HCI pH 7, 5 mM EDTA, 8 M hydrochloride deignidine, 5 mM DTT) suivie d’une
centrifugation a 100 000 g pendant 1 h a 4°C..lreagyeant est récupére puis filtré sur 0,22
um. Le filtrat contient les protéines des corpsadllision solubilisés qui sont visualisées aprés
électrophorése en SDS-PAGE et coloration au bleDatenassie.

5. Renaturation de la protéine 899
a. Recherche d’un tampon de renaturation

Afin de définir les conditions de renaturation kdeprotéine 899 solubilisée dans
I'hydrochloride de guanidine, 80 tampons différeatmt testés en microplaque d’'apres le
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protocole de R. Vincentelli et ses collaborateMisni¢entelli et al, 2004). La composition de

ces tampons est résumée dans le tableau 6. Langr8@9 issue de la solubilisation des corps

d’inclusion est diluée au 1/28° dans chaque tampon. Une mesure d’absorbance @n348t

réalisée at=0etat=52 h surun lecteur dgya# Multiskan MS (Labsystems).

Tableau 6 :Composition des tampons de renaturation testépr@baVincentellet al, 2004).

pH 4 : base de 50 mM acétate de sodiypi 5 : base de 50 mM MESpH 6 : base de 50 mM MES
pH 7 : base de 50 mM TrispH 8 : base de 50 mM TrispH 9 : base de 50 mM CHES
NaCl100- NaCl 100 mM NaCl206- NaCl 200 mM KCl- KCI 100 mM Gly- glycérol 20% (v/v)

1 2 3 4 5 6 7 8 9
B-MSH Kel NaCl200 |  KClI KCl npse201| K¢ B-MSH
Arg B-MSH Glu Arg B-MSH

NDSB256 NDSB201
Arg
B-MSH ,
g | usH | [SUSH | NDSB256| Cocktail | NDSB256| KOl | PEG4000|  Glu | NDSB201
NDSB256 | N or Glu B-MSH
c | Nacioo | ke E'?ATS/; E.Eﬁéf.o Gly | NaCl200 | NDSB195
pmsH | NDseios| BMSH 1 BMSH | pms | NDsB201|  Glu
p| ©cy |Pecaooo| pmsh | PMSH | EpTA Gly EDTA | pEGa000
Glu cly | NPSBL9S pMsH | PMSH | \pspios
Glu NDSB195
PEG400 | Gly | NaCl100 | PEG4000 .
E| T Rt | pmsH | NDsB2s6| pmsH | NDssase| SOl | BMSH
9 Arg Arg | NDSB195|  Arg
EDTA | NaCl100 | B-MSH '\é"f‘,a'szao NaCl100 |  Arg “é"f‘l\c/l'slgo
Arg | NDsB2s6| PO NDSB201 st
PEG4000|  Gly B-MSH EDTA | NaCl200
NDsB201 | TR e | NoSss01| PEC4000 BMSH | \5se2ss| pisH
NDSB201| NDSB195|  Arg 9 Glu Glu
NaCl200
awsH | NaCl200 | BMSH | PEG400 Zi‘jggo B-MSH Gly PEG400
H | ybssios | NDSB195 NDsB256 | FMSH B-MSH | NDSB195
Arg Glu
Légende :

PEG400- PEG 400 0,05 % (p/v) PEG40@0PEG 4000 0,05 % (p/v)3-MSH - B-mercpatoéthanol 10 mM
Arg - arginine 800 mM Glu glucose 500 MM EDTA EDTA 1 mM
NDSB 195, NDSB 201, NDSB 256 sulfobétaines 10 mM
Cocktail - NADH, thiamine.HCI, biotine, CaglIMgCl,, CuSQ, ZnCh, CoSQ, ADP, NiCh (50 um chacun)
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b. Dialyse de la protéine 899

L’hydrochloride de guanidine qui permet de soldaitila protéine 899 est échangé par
dialyse sur la nuit a 4°C contre les 4 tamponset@aturation apparaissant comme les plus
efficaces : le tampon 1H (50 mM acétate de soditindp 200 mM NaCl, 10 mM3-
mercaptoethanol, 10 mM NDSB 195, 800 mM arginite}ampon 2H (50 mM MES pH 5,
200 mM NacCl, 10 mM NDSB 195), le tampon 7H (50 mkisTpH 8, 20 % (v/v) glycérol, 10
mM [-mercaptoethanol) et le tampon 9H (50 mM CHES, 200 NaCl, 10 mM [3-
mercaptoethanolL,0 mM NDSB 256). Aprés une centrifugation de 35 @ib3 000 g, le sur-
nageant est récupéré puis stocké a 4°C.

6. Essais de mise en évidence d’une implication de la protéine 899 dans
le métabolisme de I’ADN viral

a. Recherche d’une activité ADN polymérase chez la protéine 899

Le test d’activité réalisé avec la protéine 899uestest d’'incorporation de thymine tri-
tiée sur une matrice ADN simple brin polyamorcégy@®) s5/0ligo(dT)7 (10 : 1). Les 20
ML du mélange réactionnel utilisé contiennent: Q)5 de dNTP (10 mM), 0,8 uL de
[*H]dTTP (5uM, 5 Ci.mmot), 0,5 ug de matrice poly(dag/oligo(dT)7 (10 : 1), 2 pL de
tampon de réaction de la Tag polymérase Isis (X £p,7 pL d’eau milliQ. Le témoin néga-
tif correspond a ce mélange sans ajout d’enzyméémmin positif est le mélange additionné
de 0,5 puL de Tag polymérase Isis (1 U/uL). En decqacerne la protéine 899, ce sont 2 uL
des fractions dialysées contre les quatre tampldasZH, 7H ou 9H) qui sont ajoutés au mé-
lange décrit ci-dessus. Le test d’activité estiséad 50°C pendant 20 min. L'incorporation est
ensuite évaluée en mesurant la radioactivité sucampteur a scintillation 2000 CA (Pac-
kard).

b. Recherche d’interactants pour la protéine 899

Les tests d'interaction sont réalisés en résorsatesmonique de surface sur le Bia-
core X. Cet appareil a pour fonction de visualeseitemps réel des interactions entre biomo-
Iécules non marquées dans un flot continu de tampnmolécules testées, ou ligands, sont
retenues de maniére spécifique sur une interfapelég@ biocapteur. Dans cette étude, trois
molécules sont testées: de I’ADN simple brin, letd¢ar de processivité de 'ADN polymérase
de Pyrococcus abysdiappelé PCNA) et une endonucléaseRyeococcus abysgiFen ).
L’'analyte, dans ce cas la protéine 899 dialysééreda tampon 1H, est injecté dans un circuit

microfluidique et circule a flux constant a la soé du biocapteur. Les changements de
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masse induits par l'association ou la dissociaties molécules modifient la réfringence du
milieu et décalent la position de I'angle de résopal 'enregistrement de la variation de l'an-
gle de résonance permet de suivre en temps réghtaoon de la protéine 899 injectée sur le
biocapteur. Elle est représentée ensuite sur lsosgramme ou figure le signal de résonance

(en RU ou unités de résonance) en fonction du temps

7. Recherche de la protéine 899 dans son hote naturel, la souche GE23
de Pyrococcus abyssi

Pour tenter de mettre en évidence la protéine 898 textrait cellulaire de son héte,
2 mL d’'une culture en fin de phase exponentielldadsouche GE23 dRyrococcus abyssi
sont préleves et centrifugés a 4 000 g pendantitCard°C. Le culot est repris dans 300 pL
de tampon A (50 mM Tris-HCI pH 8, EDTA 0,1 mM, 2 mBAmercaptoéthanol, 10 % (p/v)
glycérol) puis soniqué deux fois (15 s et 20 spPaM. Apres centrifugation a 18 000 g pen-
dant 15 min a 4°C, le surnageant est récupérédrtespond a la fraction riche en protéines
solubles. Le culot de sonication est repris dars |10 de tampon A. Il correspond a la frac-

tion riche en membranes et en protéines insolubles.

Les différentes fractions et le témoin positif (goirespond a la fraction comportant
les protéines insolubles des cellules HMS 174 pbieavecteur pET 28a contenardrf 899)
sont ensuite visualisés apres électrophorese enPHEE et coloration au bleu de Coomas-
sie. La protéine soluble, issue de I'extrait celitd de la souche GE23, qui présente la méme
migration électrophorétique que la protéine 89%mduinante est découpée puis analysée en
spectrométrie de masse Maldi-tof par le Plateawndiyses Protéomique de I'INRA de Jouy-
en-Josas. Le profil trypsique obtenu en spectraenér masse est comparé au profil trypsi-

que virtuel de la protéine 899.

8. Identification d’une protéine majoritaire de PAV1

Les virions de PAV1 sont purifiéss comme décrit QarGeslin et ses collaborateurs
(Geslinet al.,2003). Les protéines issues des virions purifiés ssualisées apres électro-
phorése en SDS-PAGE et coloration au bleu de Cagiedsa bande d’intérét de 15 kDa est
découpée puis micro-sequencée en N-terminal pamdédhode d’Edmann au Plateau
d’Analyses Protéomique de I'INRA de Jouy-en-Josasséquence obtenue est ensuite com-

parée a celle des différentes protéines du virugI PA
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Résultats et Discussion

I. Préambule - Données apportées par I'analyse de la séquence du
virus PAV1 (d'aprés Geslin C., Gaillard M., Flament D., Le Romer M., Rouault
K., Prieur D. & Erauso G., en préparation)

PAV1, premier virus hyperthermophile décrit, estt@gar la souche GE23 &yro-
cocus abyssill possede un génome a ADN double brin circuldeel8, 1 kpb qui est présent
sous forme libre dans la cellule hote (Gesliral, 2003). Aprés séquencage, une annotation a
éte réalisée et a permis de prédire la présen2é denes dont 22 sont portés par le brin +. Le
fait que la majorité soit orientée dans le mémes trgu’une seule origine putative de repli-
cation ait été mise en évidence suggéere que lengémiral pourrait adopter une réplication

unidirectionnelle.

L’annotation de la séquence a permis de détermieetaines fonctions putatives
concernant les protéines de PAV1 (cf Figure 19)e part importante (prés de 40 %) des pro-
téines virales ont des domaines transmembranaigeit@ Les protéines 676 et 678 posse-
dent en plus un ou deux domaines laminine G qui isgpliqués dans la fixation des sucres.
Par ailleurs, la protéine 678 est homologue a untéme de la queue du cyanophage marin
S-PM2. Ces deux protéines sont donc probablemepliquges dans le processus de recon-
naissance héte - virus et sont peut-étre constsitiles fibres caudales du virion. Ensuite, la
protéine 180a présente 45 % de similarité avecdtéme 181a du plasmide pRT1 (isolé de la
souche JT1 d®yrococus abyskiqui est supposée étre une protéine associéeCGNI'Aa

protéine 375 porte un motif « P-loop » retrouvésagélement chez les ATPases.

Une étude menée en paralléle au laboratoire supléessnides ddhermococcales
permis de révéler que la protéine 899 possede 80déntité avec la protéine 3 des plasmi-
des pCIR10 et pIRI148 portés par les souches du nméme(Erauso G., Gonnet M., Toffin A.,
Chevereau M. & Prieur D., en préparation). Cett#éine 3 est en opéron avec une hélicase,
ce qui suggére une implication potentielle de latgine 899 dans la réplication du génome
viral. Par ailleurs, plusieurs régulateurs putatifis €té annotés. Ainsi, la protéine 59 porte un
motif ruban-hélice-hélice qui est retrouvé chezpastéines de la famille CopG. Ces dernieres
interviennent dans le contréle du nombre de cogiegénome chez certains plasmides. Les
protéines 155 et 528 sont probablement des réegusatenscriptionnels du fait de la présence

de domaines de fixation a 'ADN de type « wingethhe et « leucine zipper ».
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Protéine de la queue 180b 137
(cyanophage S-PM2) . 89 , ATPase (« P loop »)
Fixation des g7g

sucres
(laminine G)

Légend::

@. Protéines possédant des domaines
transmembranaires

676 » Protéines possédant des domaines conservés

» Protéins possédant des motifs conservés

@ Origine putative de réplicati

yulateur transcrip-
tionnel

155 (« leucine zipper » et
« winged helix »)

Contrdle du nombre de
copied u génome
(ruban-hélice-hélice)

Régulateur transcriptionnel
(« winged helix »)

Figure 19 : Schéma du génome de PAV1 récapitulant les prifesdanctions putatives assi-

gnées aux différentes protéines apres I'annotation.

Il. Etude moléculaire du virus PAV1

PAV1 a été découvert dans le laboratoire en 20G2 suite d’'un criblage mené sur
plus de 200 souches déermococcalesUne caractérisation morphologique, structurale et
physiologique compléte de ce virus a été réali§ssl{net al, 2003). Afin de compléter la
description de ce virus, nous avons poursuivi @edlt en nous intéressant aux propriétés mo-
léculaires de PAVL1. Les résultats livrés par I'gealde la séquence du génome viral, décrits

dans le paragraphg ont constitués une base solide aux travaux préséci.
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1. Etude du génome de PAV1
a. Détermination du nombre de copies du génome viral dans la cellule

La technique d’extraction par lyse alcaline n'aesitisable que pour de petits ADN
circulaires qui sont présents dans la cellule irfombre de copies. Etant donné l'intensité de
la bande correspondant a 'ADN surenroulé de PAVilegt observable apres une telle ex-
traction, le génome viral doit sirement existersstarme multicopies dans son hoéte. Pour
déterminer un ordre de grandeur de ce nombre dexppr chromosome archéen, il est né-
cessaire que le géne archéen utilisé, en 'occoereelui de 'ADNr 16S, ne soit présent

gu’en une seule copie sur le chromosome de 'hote.

Une sonde spécifique du virus (la sonde « PAV1t¢)ne sonde spécifique de I'héte
(la sonde « 16S GE23 ») sont hybridées avec I'ADtdltde la souche GE23 @&®yrococcus
abyssi.Le signal obtenu est représenté sur la Figure 20gartir de ce signal, le logiciel NIH
Image calcule les intensités correspondant auxasigre PAV1 » et « 16S GE23 » qui sont
notées sur la Figure 20B. Les intensités sont@&es de maniére a tenir compte de la diffé-
rence de taille des sondes « PAV1 » et « 16S Gk, B&spectivement de 1,7 kpb et 0,9 kpb.
Le rapport des intensités permet ensuite d’obtenmtombre de copies du génome de PAV1

par chromosome archéen. Le calcul réalisé estlidé&tadessous :

7809 x 0,9 /59 = 70 copies

1,7
A B

— f

« PAV1 » «PAV1» 2 i

Intensité « PAV1 » : 7809
i
|
sz |[e==Signal Signal— | |ntensité « 16S GE23 » : 59

«16S GE2:» « 16S GE23 » {

Figure 20 : (A) Signal donné par I'hybridation des sondes « RAVet « 16S GE23 » sur
I’ADN total de la souche GE23 d&yrococcus abyss(B) Profil généré et intensités calculées

par le logiciel NIH Image a partir des signaux dshigation.
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Cette étude nous a permis de confirmer le nombpaitant de copies de I'’ADN viral
dans la cellule tout en permettant une quantificatie 70 par chromosome archéen. Aucune
valeur n’est disponible dans la littérature en aeapncerne les autres virus hyperthermophi-
les. En revanche, la valeur obtenue pour PAV1 estutoup plus élevée que ce qui a déja été
déterminé pour le plasmide hyperthermophile pGThtéppar la souche GE5 @&yrococcus
abyssi En effet, ce dernier ne comporte que 25 a 30esopar chromosome archéen (Erauso,
1994).

La présence d’'un nombre aussi important de copiegéthome de PAV1 dans son
héte est peut-étre due au fait que ce virus utdiiseacide nucléique libre dans la cellule pour
se maintenir dans la souche GE23. Ce phénoméng@ &éobservé chez le coliphage P4
dans certains cas. En effet, TADN de ce dernieutpgoit s’intégrer au chromosome
d’Escherichia coli soit persister sous une forme libre qui, en ateselu phage « helper » P2,
adopte le méme fonctionnement qu’'un plasmide etrade maintien du virus (Briarmt al,
2001).

Ainsi, étant donné que les virions de PAV1 ne semtbpas infectieux, il est méme
possible d’envisager que la forme libre de son génest en fait son principal mode de
transmisssion. Le virus deviendrait ainsi progressient défectif. Sa relation avec son hote
aurait petit a petit dérivé vers une situation @witus adopte une facon rapide et simple pour
se maintenir et bénéficie d’'une protection viss-@les rudesses du milieu extérieur. Etant
donné que la souche GE23 ne semble pas du toutésdfpar la présence de PAV1 (Geslin
al., 2003), la relation hote — virus tiendrait mair@enplus du commensalisme que du parasi-

tisme.

Par ailleurs, la faible production de virions ddmsnilieu extérieur (au maximum 1
pour 500 cellules) (Gesliat al, 2003) semble disproportionnée par rapport au merde
copies du génome viral dans la cellule. Ceci swggere régulation positive des fonctions
précoces avec en parallele une régulation négatgeforte des fonctions d’encapsidation.
Maintenir de telles régulations requiert la prégedwn certain nombre de régulateurs de la
réplication et de la transcription qui pourraietite@éotamment les protéines encodées par les
genes 59, 155 et 528.

80



Résultats et Discussion

b. Etude du surenroulement de I’ADN viral dans la cellule

Une des caractéristiques physiques des genomés sstenroulement. La principale
relation existant en matiere de topologie d’ADN bleubrin circulaire est la suivante :
Li = Tw + W
Dans cette relation, & (« linking number ») est le nombre d’enlacemenis &pt constant

pour une molécule donnée. Il correspond au noméneadsage minimal d’'un des deux brins
par I'autre nécessaire pour leur séparation.(& twist ») est le tortillement qui est égal au
rapport du nombre de paires de bases sur le pasmby la double hélice d’ADN. W

(« writhe ») est le surenroulement qui correspontha&nroulement d’ordre supérieur de la
double hélice (Bates & Maxwell, 1993). Il existeudetypes de surenroulement. Ainsi, sous
I'action de la gyrase, la gyration de la doubladeike fait vers la droite et crée un surenrou-
lement négatif (Gellert al, 1976). A I'inverse, sous l'action de la reversgeage, la gyration

a lieu vers la gauche et produit un surenroulerpesttif. La reverse gyrase n’a jusqu’alors

été trouvée que chez les micro-organismes therresplet hyperthermophiles (Nakasu &

Kikuchi, 1985).

Trés peu de donnés existent sur la topologie desngés de virus hyperthermophiles.
En réalité, seul le surenroulement du virus hymernttophile terrestre SSV1 a été étudié. Dans
le virion, le génome est fortement surenroulé pasitent alors que dans la cellule il présente
un spectre assez large de topologies (Natal, 1986). Les études menées sur les plasmides
hyperthermophiles sont plus nombreuses et mettegviglence la diversité des types de su-
renroulement retrouves chez ces derniers. Ainglldemide pSL10, porté pBresulfurolobus
ambivalenscomporte un surenroulement positif prononcé comeneirus SSV1 (Charbon-
nier & Forterre, 1994). pGT5, lui, possede un légarenroulement négatif proche de I'état
relaché (Charbonniegt al, 1992). Enfin, le plasmide pGS5, retrouvé cezhaeoglobus
profondus,est fortement surenroulé négativement tout commepla@smides de procaryotes
mésophiles et les bactéries thermophiles (Lopeziat al, 2000; Charbonnier & Forterre,
1994 ; Guipauekt al, 1997).

Nous n’avons étudié que la topologie de la foribeeldu génome de PAV1 car,
comme nous I'avons montré précédemment, cellescespond a la grande majorité des mo-
lécules d’ADN viral. Dans le but de déterminer kure et le degré de surenroulement du
génome de PAV1, ce dernier est incubé avec trpigisomérases ayant des propriétés diffé-

rentes qui sont réesumées dans la figure 21.
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Forme surenroulée - Forme relaché Forme surenroulée +
v — O — 8
s 85— O
+ ATP + ATP
C _— _—

Figure 21: Mode d’action de la topoisomérase | eucaryotg @e la topoisomérase A

d’Escherichia col(B) et de la reverse gyrase 8alfolobuqC).

La topoisomérase | eucaryote relache 'ADN sureléroégativement ou positivement
(Dynanet al, 1981). La topoisomérase AEScherichia colirelache uniqguement 'ADN su-
renroulé négativement (Pruss$ al, 1982). La reverse gyrase @ailfolobus en présence
d’ATP, relache 'ADN surenroulé négativement etesupule positivement 'ADN relaché
(Mirambeauet al, 1984). Par ailleurs, le plasmide pTZ18R surer&awdgativement, qui est
utilisé comme témoin, est ajouté au génome vina tes incubations avec les trois topoiso-
mérases décrites ci-dessus. Le profil électroplipréten une dimension des ADN de PAV1
et de pTZ18 de obtenu aprés ces incubations estsesge sur la Figure 22.

forme circulaire ouverte et
forme relachéde PAV]

forme surenroulée de PAV1

forme circulaire ouverte et
forme relachée de pTZ18R

Tailles pour un ADN bicaténaire linéa

forme surenroulée de pTZ18R

Figure 22 : Profils électrophorétiques des ADN de PAV1 et d&Z1BR : natifs (A), apres
action de la topoisomérase | eucaryote (B), aptBsrade la topoisomérase AEScherichia
coli (C) et apres action de la reverse gyrasSuléolobugD).
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Sur le profil des ADN natifs (cf Figure 22A), legeux bandes situées dans la partie
supérieure du gel correspondent au génome de PAMS edeux bandes observables dans la
partie inférieure au génome de pTZ18R. Dans chdesrcas, la bande du haut correspond a
la forme ouverte circulaire et la bande du bas faae surenroulée. Sur le profil des ADN
incubés avec la topoisomérase | eucaryote (cf EigaB), la forme surenroulée de PAV1 a
disparu et un smir est visible en-dessous de tadayuverte circulaire. Ce dernier correspond
aux topoisomeres comportant des degrés de relaxdifférents. La forme totalement rela-
chée migre au méme endroit que la forme ouvertailaire. La méme chose est observée
pour pTZ18R avec une meilleure résolution des sapueres. Le profil des ADN incubés
avec la topoisomérase AEBcherichia coli(cf Figure 22C)est similaire a celui obtenu pour
les ADN natifs. Le profil des ADN incubés avec &verse gyrase d8ulfolobus(cf Figure
22D) est tres proche de lui obtenu apres incubatv@t la topoisomérase | eucaryote. Cepen-
dant, une partie des formes surenroulées pergditte Bpoisomeres sont moins visibles. Les
profils électrophorétiques obtenus montrent quéofisomérase | eucaryote, et dans une
moindre mesure, que la reverse gyras8ulélobusrelachent ’ADN surenroulé de PAV1 et
de pTZ18R. Par ailleurs, la topoisomérase Esdherichia coliest inactive sur les ADN,
probablement car elle est trés inhibée par la fasmeerte circulaire. C'est donc l'incubation
avec la la reverse gyrase 8alfolobusqui suggere que 'ADN de PAV1 est surenroulé néga-

tivement.

Dans le but de mieux visualiser les topoisomdegénome viral est soumis a une
électrophorése en deux dimensions. Le tampon aitdis cours de la seconde dimension
contient du BET qui augmente le surenroulemeneanpt ainsi une meilleure résolution des
topoisomeres. Idéalement, ce type de migration rgénge arche ou les topoisomeéres sont
répartis comme expliqué dans la Figure 23 selondegré de surenroulement.

Topoisomeres fortement
2D P

surenroulés
1D‘

Topoisomeéres
relachés

Figure 23 : Schéma explicatif de la migration des topoisoméasss un gel en deux dimen-

sions en présence de BET dans la deuxiéme dimension
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Les profils électrophorétiques obtenus aprés rtigran deux dimensions du génome
de PAV1 natif ou incubé avec deux topoisomérasesofpoisomerase | eucaryote ou la re-
verse gyrase dsulfolobu} sont représentés sur la Figure 24. Dans les proifils, la forme
ouverte circulaire du génome viral est présentel&profil de I’ADN natif, une quantité im-
portante de topoisomeres fortement surenrouléstinégeaent est observable. Aprés incuba-
tion avec la topoisomérase | eucaryote, la fornrersoulée disparait et une bande corres-
pondant a des topoisomeres relachés est visibl&sAipcubation avec la reverse gyrase de
Sulfolobus)es topoisomeres présentent un surenroulementihégzis prononcé que dans
le cas de I'’ADN natif.

Figure 24 : Profils électrophorétiques de 'ADN de PAV1 apragration en deux dimen-
sions : a I'état natif (A), aprés incubation avaddpoisomérase | eucaryote (B) et aprés incu-
bation avec la reverse gyrase Sidfolobus(C).Les fléches indiquent la forme ouverte circu-

laire.

Les résultats obtenus avec la migration électrogilque en deux dimensions confir-
ment ceux obtenus en une dimension, a savoir ¢i&@N’'de PAV1 est surenroulé négative-
ment dans la cellule. Une nuance vis-a-vis du degrésurenroulement mérite cependant
d’étre apportée car I'expérience est menée a 1BfG que la température optimale de culture
pour Pyrococcus abyssst de 95°C. Une précédente détaillée de M. Dugumbntré qu'il
existe une variation de - 0,0105° d’angle/pb/°Cdet, 1993). Si cette valeur est appliquée a

PAV1, la correction a apporter est donc de :

0,0105 x 18 098 x (95-16)
360

= 41,7 supertours

84



Résultats et Discussion

En conditions physiologiques, il y a environ 42 extipurs de moins, ce qui suggére
qgue le génome viral est tres légérement surennoédgmtivement, proche de I'état relaché.
Cette topologie originale rappelle celle observiéezgpGT5 (Charbonniat al, 1992). Mais
comment expliquer une telle topologie ? L’annotatitn génome de la souche GE5 a permis
de mettre en évidence une reverse gyrase et unsivoperase VI (qui relache les supertours
positifs) (Coheret al, 2003). Etant donné que la souche GE23 est refatwnt proche de la
souche GED5, il est fort probable que ces deux eagyrsoient également présentes. Ainsi, la
topologie de 'ADN de PAV1 dans la cellule seraitrésultat d’'une balance entre les activités
antagonistes des toposiomérases de son héte.llRarsaichez les procaryotes, une majeure
partie de I’ADN est surenroulé négativement graseraenroulement autour d’histones (Drli-
ca, 1992 ; Forterret al, 1996). Il a récemment été prouvé que deux preséarchéennes
dites « histone-like », appelées HTz et HMf, sapables de structurer ’ADN sous forme de
chromatine tout comme chez les eucaryotes et déupeoun surenroulement négatif (Mus-
graveet al, 2000 ; Tomschilet al, 2001). De plus, des séquences encodant desnastéi
« histone-like » ont été deétectés dans le génoma deuche GE5 et supportent cette hypo-
thése (Cohemt al, 2003). Le surenroulement est donc peut-étre égaleinfluencé par la
présence de protéines chromatiniennes. Il peuteédgalt s’agir d’'une protéine associée a
I’ADN codée par le virus comme c’est le cas pou2\dhez SSV1 (Reiteat al, 1987).

Le léger surenroulement négatif de ’'ADN PAV1 psut-étre nécessaire a la recon-
naissance des promoteurs viraux par les enzymekgir@éps dans la transcription comme
c’est le cas pour le bactériophage T4 (Albrighal, 1988). Par ailleurs, a haute température,
les supertours positifs sont supposés prévenir NAdDune dénaturation (Kikuchi & Asai,
1984). Le génome de PAV1 est probablement suffisambprotégé dans la cellule héte pour

s’affranchir d’un surenroulement positif.

Les résultats obtenus au cours de I'étude du samement de '’ADN de PAV1 vont
étre valorisés dans une note intitul@@NA of a hyperthermophilic virus is slightly negatiy
supercoiled in its host ceM qui sera soumise a la revdmurnal of Virology(cf Annexe 7).

b. Recherche de méthylations sur le génome viral et le chromosome de
I’hote

Un systéeme de restriction/modification a déjaréig en évidence chez la souche GI-H
de Pyrococcus abyssAinsi, il est envisageable que le génome de PAdIL modifié pour se

protéger d'un tel systeme. Ces modifications petigenrespondre soit a I'introduction de
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nucléotides modifiés due a I'incorporation de dNAtipiques (Mathews & Allen, 1983), soit
a la méthylation de bases azotées apreés la réphid@lagriniet al, 1997). Les méthylations
les plus courantes sont celles de tgpenetdcm Une méthylation est dite de tydamlors-
que I'adénine du site 5 GATC 3’ posséde un groupenméthyle en position NUne mé-
thylation est de typdcmquand la deuxiéme cytosine des sites 5° CCAGGU35'0CCTGG
3’ porte un groupement méthyle en C

Parmi les virus hyperthermophiles, deux ont été&rifecomme possédant un ADN
modifié. Il s’agit de SNDV qui présente des méthglas de typedam (Arnold et al, 2000b)
et de STSV1dont le génome comporte des méthylatityques (Xiangt al, 2005). Ces
deux virus encodent leur propre méthylase. Nousi@vecherché des méthylations de type
dametdcmsur le génome PAV1 et celui de son héte. Poumare,fquatre enzymes de res-
triction (Dpnl, Mbol, BstN et Scril) ayant des propriétés différentes vis-a-vis des snéthy-
lés ont été utilisées.

Le résultat des digestions enzymatiques des ADRAML et de la souche GE23 est

représenté sur la Figure 25.
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Figure 25 : Profils électrophorétiques 'ADN de PAV1 (A) : ifatl) et digéré paBstN (2),
Dpnl (3), Mbal (4) etScrfl (5) et de 'ADN total de la souche GE23 (B) :ih&l) et digéré
parBstN (2), Dpnl (3), Mbol (4) etScril (5).

Dpnl, qui est active uniqguement sur le site 5° GATCd&m méthylé, ne digere ni
I’ADN viral ni le chromosome archéen (cf FiguresAset 25B3). En revanche, la digestion
par Mboal, qui elle est bloguée lorsque le site @atnméthylé, produit un smir dans les deux
cas (cf Figures 25A4 et 25B4). Les génomes de PéiMie son hote ne présentent donc pas
de méthylationglam L’ADN viral et 'ADN de la souche GE23 semblenkb digérés par
BstN (cf Figures 25A2 et 25B2), qui clive les sitesGCAGG 3’ et 5" CCTGG 3’ qu'ils
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soientdcm méthylés ou non. Le méme résultat est observé @uda (cf Figures 25A5 et
25B5) qui est bloquée par une méthylation de des.dies génomes de PAVL1 et de son hote

ne présentent donc pas non plus de méthylations

L’ADN viral n'est donc pas modifié par les dewpés de méthylations étudiés qui
sont les plus courants. Il est tout a fait possguél n’'y ait aucune modification de '’ADN
chez PAV1, comme c’est le cas pour la plupart dasomes de virus hyperthermophiles,
étant donné que ’ADN de son héte n’est pas non piéthylé. Il est également envisageable

gu'’il s’agisse plutét de méthylations atypiquesnooe pour STSV1.

d. Etude du mode de réplication

Le nombre important de copies du génome viral damellule nécessite une réplica-
tion efficace qui est au cceur des processus deigraole PAV1. D’une maniere générale, les
génomes circulaires de virus et de plasmides peéweerépliquer selon trois mécanismes dif-
férents : par cercle roulant, par déplacement dedar selon le mod®. A I'heure actuelle,
aucune étude n'a été menée sur le(s) mode(s) tdeatém adopté(s) par les virus hyperther-
mophiles. Les seules données disponibles concelmptasmide hyperthermophile pGT5. En

effet, il a été montré que ce dernier se réplicarecprcle roulant (Erausa al, 1996).

Le fait que la majorité des gengs PAV1 soient orientés dans le méme sens suggére
un mode de réplication unidirectionnel. Or, le nmés@me de cercle roulant est le mode unidi-
rectionnel le plus répandu. Celui-ci étant caréaéépar la présence d’'un intermédiaire de
réplication simple brin, nous avons recherché wlle molécule pour déterminer si PAV1

utilisait ce mécanisme.

Deux sondes simple brin ont été préparées : unspésifique du brin + du génome
alors que l'autre est spécifique du brin -. Chagoede a été ensuite hybridée sur 'ADN de
PAV1 et dans les deux cas, quatre bandes prinsigalet observables sur la Figure 26. Elles
correspondent aux différentes formes du génomeanti respectivement (de haut en bas) : la

forme ouverte circulaire, la forme linéaire, larfar surenroulée et la forme simple brin.

Les deux profils d’hybridation, représentés surilgure 26, possedent la méme inten-
sité au niveau de la bande simple brin. Si ce sigonaespondait réellement a un intermé-
diaire de réplication, il ne serait présent quelsyprofil révélé avec la sonde spécifique du
brin -. Le résultat obtenu a srement trait auquole utilisé. En effet, celui-ci génére souvent

un peu de forme simple brin aspécifique du faind’legere dénaturation de ’ADN. Celle-ci
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ne correspond donc pas a un intermédiaire de etjolict mais a une forme dénaturée du geé-

nome inhérente a la préparation.

A B

<— forme circulaire ouverte

(= <— forme circulaire ouverte s
- <— forme linéaire

. L <«—forme linéaire w=se B8 @m<— forme surenroulée
— forme surenroulée

Pl hﬂ—forme simple brin

<+— forme simple brin

Figure 26 : Signal donné par I'hybridation des sondes spéafigdu brin + (A) et du brin —
(B) sur 'ADN de PAV1.

PAV1 ne se réplique donc pas par cercle roulargnalysein silico suggérant forte-
ment une réplication unidirectionnelle, le virusréplique donc soit par déplacement de brin
soit suivant un mod®@ unidirectionnel (Del Solaet al, 1998). Le mod® unidirectionnel est
assez rare chez les virus mais il a notamment &t&mévidence chez le phagau cours de
la réplication qui a lieu précocement apres l'itifat (Baranskaet al, 2001). Pour savoir si
PAV1 se réplique suivant un mécanisme de déplaced®hrin ou par un modg les inter-
médiaires de réplication du génome viral pourraéreg analysés par gradient de densité cou-
plé a des observations en MET (comme dans le cahdge@29) et par migration électro-
phorétiqgue en une ou deux dimensions (comme céta ealisé pour le phage(Inciarteet
al., 1980 ; Baranskat al, 2001).

e. Etude des transcrits

Pour I'étude des transcrits, I'approche par RT-R&Rpréférée au northern-blot car
cette technique est plus sensible pour détectekRd¢m rares. De plus, elle permet de déter-
miner précisément quels génes sont cotranscritssiAdles couples d’amorces sont dessinés
de maniere a amplifier une région chevauchant gemes. Dans le cas ou la RT-PCR s’avere
positive, il est possible de dire que les deux gé&unt cotranscrits et la méme manipulation
est répétée de proche en proche. Lorsque la RT43CRégative, il faut tout de méme savoir

si les deux genes sont transcrits indépendammaerd.dutre RT-PCR est alors réalisée avec
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des couples d’amorces dessinés sur chaque germntfrilant tout les résultats, la carte des

transcrits du virus peut étre tracée pas a pas.estidessinée sur la Figure 27.

g IR 37

7 h

Figure 27 : Cartographie des transcrits de PAV1 (T1 a T6) desg@romoteurs (P1 a P6) et
les terminateurs de la transcription (T4 et T5pdéinés par I'analyse de séquence.

Il apparait que les 25 genes prédits sont toussdrds en 6 ARNm notés T1 a T6.
Quatre sont polycistroniques (T1, T2, T4 et T5)eeplus long d’entre eux, T5, couvre les
deux tiers du génome avec ses 13,6 nt. Les trémsssus du brin + sont T1, T2, T3 et T5

alors que ceux issus du brin —sont T4 et T6.

La cartographie des transcrits obtenue confirmealise de la séquence qui prédisait
des promoteurs putatifs comportant des motifs «AAiKe » au début de chaque transcrit.

Pour ce qui est des terminateurs putatifs richethygmine, seuls deux ont été prédits a la fin
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des ARNm T4 et T5. Il est possible que les auttaiemt pas été repérés parce qu'ils sont trop
atypiques.

Chez les trois virus hyperthermophiles pour lesgjlal transcription a été étudiée
(SSV1, SIRV1, SIRV2), les génes sont majoritaireim@ntranscrits et principalement issus
du brin + comme chez PAV1 (Pakehal, 1991 ; Kessleet al, 2004). Les ARNm polycistro-
niques sont tres fréequemment utilisés par les pyotas et les virus pour réguler leurs genes.
Cependant, un ARNm couvrant une portion aussi itapte du génome (prés de 75 %) n'a
jamais été observé chez aucun virus hyperthermmpBil revanche des résultats similaires
ont récemment été observés chez deux plasmidébatenococcalesn cours de caractérisa-
tion : pCIR10 et pIRI48. Des transcrits couvrarggu'a 76 % du génome ont été mis en évi-

dence (Erauso G., Gonnet G., Toffin A., Cheverea&MNrieur D., en préparation).

Etant donné la technique utilisée pour la cartdgepil est possible que le grand
trasnscrit T5 « cache » la présence d’ARNm altgdmatependant, I'intérét pour PAV1 de
synthétiser un transcrit d’'une telle longueur resteore a élucider. En effet, chez les virus,
seuls lesReversivirusvégetaux (le8adnaviruset lesCaulimovirug produisent un transcrit
qui recouvre entierement leur génome et qui leurmpe une réplication par rétro-
transcription (Medberrgt al, 1990).

Plus de 60 % des protéines codées par le tranBerde PAV1 ont des domaines
transmembranaires prédits. Il est possible d'imaggque cet ARNm corresponde a une unité
de transcription ou la majorité des protéines satabut ou partie intégrées dans I'enveloppe
du virion. Les autres protéines de cette unité r@aemt avoir un réle fonctionnel. La coexis-
tence sur un méme transcrit de genes codant psysrd&ines structurales et fonctionnelles a
déja été demontrée chez @Gaulimovirus(Medberryet al, 1990) et urRhabdovirugWang &
Walker, 1993).

3. Etude de deux protéines de PAV1
a. Etude de la protéine 899
» Pourquoi étudier la protéine 899 ?

La protéine 899, constituée de 899 résidus, a umspooléculaire théorique de 101
kDa. Elle est codée par le géne 899 de PAV1. Limmabioinformatique n’'a pas permis

d’identifier de motif ou de domaine conservés seitec protéine. Cependant, le gene qui
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I'encode représente prés de 15 % du génome vitaht Bonné la taille habituellement modé-
rée des genes viraux, la protéine 899 joue probaieun rdle clé dans I'existence du virus.

De plus, elle possede un homologue chez les plasnu@IR10 et plRI48 portés par
les souches d&hermococcaleslu méme nom isolées de sites hydrothermaux distiec
éloignés Si ces observations confirment I'imporeade la protéine 899, elles suggerent éga-
lement que cette derniére ne joue pas un rbletgtalcdans le virus. Enfin, sur les deux
plasmides, les homologues de la protéine 899 somipéron avec une hélicase (Erauso G.,
Gonnet G., Toffin A., Chevereau M. & Prieur D., greparation). Ceci suggéere une implica-

tion possible de la protéine 899 dans la réplicatio génome viral.

Les éléments génétiqgues mobiles se sont déja agFesine source d’enzymes nou-
velles impliguées dans la maintenance du génomeffef) G. Lipps et ses collaborateurs ont
découvert sur le plasmide pRN1 de l'arct@dfolobus islandicusyne enzyme multifonc-
tionnelle de 904 résidus comportant des activitéRP#se, primase et ADN polymérase (Lipps
et al, 2003). Dans ce contexte, il est décidé de fomales travail sur I'étude de la protéine
899 afin de mettre en évidence son rdle chez PA\Sh @articipation potentielle a la réplica-
tion de ’ADN viral. Dans ce but, la protéine 898itdétre surproduite puis purifiée pour en-

suite tester son activtié.

» Surexpression du géne 899

Le fait que tel ou tel vecteur va s’avérer efficamrir I'expression du gene est une
donnée empirique. Il faut donc se ménager un maxirde chances de réussite et afin de
pouvoir surproduire la protéine 899. Le géne 83%eawlifié par PCR puis cloné dans plu-
sieurs vecteurs d’expression : pBAD (InvitrogeriyTplld, pET 25b+ et pET 28a+ (Nova-
gen). De plus, ceci permet aussi d’obtenir desawées de la protéine native. Par exemple,
une queue histidine peut étre ajoutée en C ternpioat faciliter une purification ultérieure
sur une colonne de nickel. La séquence du géeneclg®@ dans les différents vecteurs est
comparée avec la séquence du géne 899 détermmsétulgéquencage du génome viral. Tous
les clonages réalisés dans les différents vectiaxpression sont exempts de mutations sur
le géne 899. Comme la encore, il est impossiblsasteir quelle cellule va permettre une ex-
pression optimale du géne cloné, les différentasstcoctions obtenues sont utilisées pour
transformer différentes cellules d’expression : EIRStratagene), Bl; Rosettd et HMS
174 (Novagen). Les cellules BLRosettd et HMS 174 sont utilisées pour les constructions

en vecteur pET alors que les cellules SGRENt utilisées pour celles en vecteur pBAD.

91



Résultats et Discussion

La protéine 899 n’est pas observable dans lesiexfrotéiques des cellules SURE et
BL»: Rosettd. Ainsi, comme il est illustré dans la Figure 28ulgs les cellules HMS 174
avec les vecteurs d’expression pET 11d et 28a+ gteent une surexpression du géne 899 et
donc une surproduction de la protéine 899 (de pwoidleculaire 101 kDa). La construction en
vecteur pET 28a+ qui code pour une protéine avecqueue histidine en C terminal sera
utilisée pour réaliser la suite des expériencesefiat, celle-ci permet de simplifier I'étape

ultérieure de purification en utilisant une colortgenickel.

A Soluble  Insoluble B Soluble  Insoluble
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Figure 28 : Profils électrophorétiques des protéines contedla@s les fractions solubles et
insolubles obtenues 2 h aprés induction a I'lPT& adlules HMS 174 contenant: (A) le vec-
teur pET 11d non recombinant (T-) ou le vecteur g&d contenant le géne 899 (T+) ; (B) le
vecteur pET 28a+ non recombinant (T-) ou le vecp#tif 28a+ contenant le géne 899 (T+).

Les fleches indiquent la protéine 899.

Sur les profils électrophorétiques des protéingseis des cellules HMS 174 contenant
les vecteurs d’expression pET 11d et 28a+ (cf Eig2B), la totalité de la protéine 899 se
trouve dans la fraction insoluble. De plus, en olemd les cellules HMS 174, aprés induction,
au microscope a contraste de phase, de petitsspdfrtngents sont visibles au niveau du
cytoplasme. Ceci suggere fortement que la prot8®@ serait entierement produite sous
forme de corps d’inclusion. Ce phénoméne peut &miqué par sa taille importante (101

kDa) et également par le fait qu'une grande paieette molécule est prédite hydrophobe.
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Afin de poursuivre I'étude de cette protéine, difits protocoles connus pour amélio-
rer la production des protéines sous forme solubdes nécessiter de purifier les corps
d’inclusion, sont testés :

- 'abaissement de la température de culture ;

- la co-production avec des chaperons ;

- la productionin vitro.

» Essais de production de la protéine 899 sous forme soluble

La premiere technigue consiste a abaisser la teiypé de culture des cellules pour
diminuer la vitesse de synthése de la protéinevé&du cela suffit a rendre la molécule en
partie soluble (Schein, 1989). Les profils électrangtiques des protéines contenues dans les
fractions solubles et insolubles des cellules HM8 fortant le vecteur pET 28a+ contenant
le géne 899 et cultivées a 37°C, 30°C, 26°C ou 185 représentés sur la Figure 29. Il ap-
parait qu’aucune des fractions solubles ne conkzeptotéine 899. L'abaissement de la tem-

pérature de culture n’a donc eu pour effet questirder sa production sous forme insoluble.

Il est aussi possible de co-produire la protéiselimble avec des protéines chaperons.
En effet, les protéines hétérologues ont tendaréteegproduites sous forme insoluble & cause
de leur impossibilité & adopter leur structureiaée native. Le cytoplasme étant un milieu
réduit, la formation des ponts disulfure y estidilé. Les protéines chaperons peuvent alors
aider au repliement des protéines hétérologuemstaugmenter leur solubilité (Nishihaea
al., 1998 ; Trésaugues al, 2004).
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Figure 29 : Profils électrophorétiques des protéines contewlaes les fractions solubles et
insolubles obtenues apres induction a I'IPTG délsiles HMS 174 portant le vecteur pET
28a+ contenant le géne 899 et cultivées a 37°Q;,306°C ou 18°C. Les fleches indiquent la

protéine 899.
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La protéine 899 est donc co-produite avec 5 preteichaperons Hscherichia coli
(DnakK, DnaJ, GrpE, GroEL et GroES) toutes encogéede plasmide pG-KJE3. Pour cela,
ce dernier est introduit dans les cellules HMS p@dant le vecteur pET 28a+ non recombi-
nant ou le vecteur pET 28a contenant le gene 849,l@ surexpression est induite. Au final,
la protéine 899 n’est plus visible ni dans le fi@ttinsoluble ni dans la fraction soluble alors
gue les protéines chaperons sont, elles, bienragps. Ce probleme peut-étre du a la protéine
chaperonne DnaK qui, parfois, débobine completert@eptotéine hétérologue qui est alors

rapidement dégradée (C. Lavire, communication peie).

Comme il est difficile d’appréhender les condisarécessaires a une production de la
protéine 899 sous forme soluble et qu'elles peuedrd atypiques, la productian vitro,
classiquement utilisée dans le cas de protéinegues pourEscherichia coli est également
testée. Les profils électrophorétiques des proséotenues aprés expressianvitro sont
représentés sur la Figure 30. Seuleplgalactosidase encodée par le plasmide pEX1-
GW/lacZ,le témoin positif, est surproduite. La protéine &8isparu des profils électropho-
rétiques.

T+ T- E
— —

94 KD gy M S S

67 kDa-l -
_ -

Figure 30 : Profils électrophorétiques des protéines obteapess expressioim vitro prati-
guée sur le plasmide pEX1-G\W@Z contenant le gene de ffagalactosidase (T+), le vecteur
pPET 28a+ non recombinant (T-) ou le vecteur pET+28antenant le gene 899 (E). La fleche

indique laB3-galactosidase

Aucun des protocoles testés n’a donc permis d’ametlia production de la forme so-
luble de la protéine 899. Etant donné que cettéépre seraita priori, entierement produite
sous forme de corps d’inclusion, nous réalisons exteaction et une solubilisation de ces
derniers.
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» Extraction et solubilisation des corps d’inclusion

Les corps d’inclusion présents dans le cytoplaseseagllules HMS 174, qui portent
le vecteur pET 28a+ contenant le gene 899, somaiexiet solubilisés a I'hydrochloride de
guanidine 8 M. Le profil électrophorétique des pnaes collectées au cours des différentes
étapes est représenté dans la Figure 31. Danadiofr finale, une grande quantité de pro-
téine 899 est récupérée sous forme soluble. Qaatres protéines sont également présentes
mais dans des proportions moins importantes. Cesedes proviennent soit des cellules
HMS 174 soit d’'une dégradation de la protéine 899.

A B

94 kDah— g =

67 kDa jyg

43 kDa j =
a
_J ——— | —
Figure 31 : Profils électrophorétiques des protéines obteapess extraction (A) puis aprés

solubilisation (B) des corps d’inclusion. La fledndique la protéine 899.

L’hydrochloride de guanidine 8 M étant un agentalérant, la protéine virale doit

étre renaturée pour qu’elle retrouve sa structate.

» Renaturation de la protéine 899

Cette étape est particulierement délicate car ahagotéine nécessite des conditions
particulieres. En premiére approche, 80 tamponeauration différents sont donc testés en
microplaque. Lorsque le tampon ne facilite pasf@diement de la protéine celle-ci précipite.
Ce phénomene est détectable par une absorband® rarB4upérieure a 0,04 (Vincentadlt
al., 2004). La valeur des densités optiques mesurddd am at=0 etat =52 h pour chaque

tampon additionné de la protéine 899 est notée kdarigure 32.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
t=0 A [ 0,070 0,064 0,049 0,068 0,0760,026| 0,024 0,042| 0,061 0,037
B | 0,085| 0,096 0,080 0,1190,017| 0,055| 0,063 0,077 0,0620,039
c | 0,097 0,223 0,023]| 0,021 0,032 0,0290,053| 0,003| 0,045| 0,038
D | 0,065| 0,027| 0,073| 0,026| 0,011 0,002 0,008 0,0220,058| 0,026
E | 0,079] 0,041 0,067 0,066 0,136 0,06D,036| 0,063| 0,088 0,133
F 0051 0050 0,095 0,232 0,235 0,000 0,113,003| 0,083| 0,145
G | 0,043| 0,035 0,082| 0,055 0,067 0,065 0,075 0,066 0,122 0)092
H|0,012| 0,035 0,044| 0,051 0,067 0,0720,034| 0,040, 0,038 0,078
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
t=52h A | 0,045] 0,048/ 0,045 0,058 0,048 0,049,035| 0,035| 0,054] 0,044
B | 0,063| 0,112 0,115 0,230 0,105 0,10 0,122 0,129 140{10,082
c 0091 0,221] 0,047 0,108 0,086 0,009 0,093 0,092 830{00,073
D | 0,052| 0,080] 0,066 0,046 0,042 0,05 0,043 0,047 420{00,097
E | 0,053| 0,065 0,060 0,058 0,044 0,0p4 0,045 0,075 760{00,102
F | 0,086| 0,080 0,111 0,080 0,081 0,048 0,073 0,p65 730/00,064
G | 0,090| 0,109 0,096 0,074 0,088 0,0/5 0,091 0,085 930{00,055
H | 0,026| 0,034| 0,057 | 0,039 0,039 0,0320,023| 0,029] 0,030 0,054

Figure 32 : Densité optiques mesurées a 340 nm pour la proB&8@enélangée a chacun des

80 tampons aux tempst=0ett=52 h.

Sur les 80 tampons testés, 27 ne font pas précipitprotéine 899 immédiatement.
Apres 52 h d’incubation, seulement 6 tampons semblolenvenir. Leurs noms correspondent

aux cases dans lesquelles ils sont décrits au wnigeaableau 6 du paragrapie/s.. de la
partie Materief ot Meckode. |ls sSONt dénommés : 1H, 2H, 7A, 7H, 8H et 9H pratéine 899 va

devoir étre dialysée contre ces différents tamgans éliminer 'hydrochloride de guanidine.
Cependant, cette étape nécessitant une certaimtitude protéine, nous ne pouvons tester
gue quatre tampons : 1H, 2H, 7H et 9H.

La protéine 899 est donc dialysée contre ces guatnpons. Les fractions récupérées
apres dialyse sont centrifugées pour éliminer a g protéine qui a pu précipiter. Le surna-
geant est alors collecté. Les profils électrophqués des protéines contenues dans les frac-
tions apres dialyse contre les 4 tampons et dasarleageant aprés centrifugation des frac-

tions dialysées contre les 4 tampons sont représelains la Figure 33.

Il apparait que seul le tampon 1H permet de coesan grande quantité la protéine
899 sous forme soluble. Une réserve peut tout deaerére émise car ce tampon contient 800
mM d’arginine. Or, a de telles concentrations ceti@écule peut agir exactement comme
I'hydrochloride de guanidine (S. Quevillon-Cherugdmmunication personnelle). Il est donc
possible que la protéine soit encore dénaturée.sNidécidons malgré tout d’explorer

I'implication possible de la protéine 899 dansdplication de 'ADN viral.
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A 1IH 2H 7H 9H B 1H 2H 7H 9H
4_
94 kDa‘-—_ — S o 94 kDo
67 kDaomwe
67 kDalle
43 kD

Figure 33 : Profils électrophorétiques des protéines contendess les fractions aprés dia-

lyse contre les tampons 1H, 2H, 7H ou 9H (A) pusglle surnageant aprés centrifugation
des fractions dialysées contre les tampons 1H,72Hpu 9H (B). Les fleches indiquent la

protéine 899.

» Essais de mise en évidence d’une implication de la protéine 899
dans la réplication de I’ADN viral

Le test d'activité réalisé sur la protéine 899 ykak contre les quatre tampons est un
test d’'incorporation de thymine triti€e sur une meatADN simple brin linéaire polyamorcée.
La radioactivité incorporée est mesurée sur un ¢eanpa scintillation et les mesures obte-
nues figurent dans le Tableau 7. La radioactivitésgnte dans les mélanges réactionnels
contenant la protéine 899 est inférieure a cellééduoin négatif. Nous n’avons donc pas pu

mettre en évidence une activité d’incorporatiorttg@nine tritiée par la protéine 899 dialysée.

Tableau 7 :Mesures de la radioactivité (en coups par minumejriporée apres incubation de
la matrice avec la protéine 899 dialysée contrédegons 1H, 2H, 7H et 9H.

Témoin | Témoin | Protéine 899 | Protéine 899 | Protéine 899| Protéine 899
- + dans tp 1H danstp2H | danstp 7H dans tp 8H
Mesure 1 30 3285 10 14 35 30
Mesure 2 45 2624 7 9 23 16
Mesure
moyenne 38 2955 9 12 29 15

Les raisons de cette absence d’activité peuvesitger a trois niveaux. Il peut tout
d’abord s’agir du mélange réactionnel utilisé Idustest d’incorporation qui n’est pas optimal
pour la protéine. En effet, d'infimes variations jold ou de concentration en sels suffisent
parfois a rendre la molécule inactive. De plus,qcigaenzyme nécessite des conditions trés
particuliéres. Ainsi, 'ADN polymérase B et 'ADNotymérase D de l'archéByrococcus
abyssisont actives respectivement a pH 8 et a pH 6,6I0& seule la polymérase B requiert
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la présence de KCI. Le probleme peut égalementepiodes conditions utilisées pour la re-
naturation. Comme il a été expliqué précédemmaenguiantité d’arginine est telle dans le
tampon de renaturation qu’elle peut géner ou mémeptetement empécher le repliement de
la protéine dans sa forme native. Enfin, la pra&89 peut ne pas avoir d’activité ADN po-
lymérase. Cependant, il est possible d’envisag&llgyoue tout de méme un réle dans la
réplication du génome viral en tant que qu’hélicéigase ou primase.

Pour mieux définir son réle biologique, nous avorené une recherche d’interactants
potentiels. Les tests d’interaction sont réalisesré&sonnance plasmonique de surface qui
permet de visualiser en temps réel des interactatr® biomolécules non marquées dans un
flot continu de tamporNous avons testés les interactions de la prot&fed@&lysée contre le
tampon 1H avec trois molécules : de 'ADN simplenpte facteur de processivité de 'ADN
polymérase d€yrococcus abysgappelé PCNA) et une endonucléasePgeococcus abyssi

(Fen 1). Le sensorgramme obtenu dans le cas du P&3Nfeproduit sur la Figure 34.

Signal de résonand®U)
7007

Injection de la pro-
téine 899
5004
300+
[ v
100+
- 100+ P—
Injection de NaOH 10 mM pour
renaturation du biocapte
- 300 : : : : : : : — Temps (sec)
0 70 140 210 280 350 042 490 560

Figure 34 : Profil d’interaction protéine 899 / PCNA obtenteave Biacore X.

Tous les tracés obtenus ont la méme allure quei cdiservé pour le test de
I'interaction protéine 899 / PCNA. Or, ces tracésrespondent a une absence d’interaction.
Ces résultats ne permettent pas de discriminee emg mauvaise renaturation de la protéine
899 et une absence d'implication de cette derrdares le réplication de '’ADN viral. Dans le
but de purifier sa forme native, nous menons uohahe préalable de cette protéine dans

son hote naturel, la souche GE23Ryeococcus abyssi
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» Recherche de la protéine 899 native dans son hote naturel, la sou-
che GE23 de Pyrococcus abyssi

Les profils électrophorétiques obtenus pour lagnet 899 recombinante et pour les
protéines présentes dans la fraction soluble dérdie brut de la souche GE23 Bgrococcus

abyssisont illustrés sur la Figure 35.

T+ E
209 kDa

124 kDa
g

80 kDa :—
49 kDa " E
.—

—
o

Figure 35 : Profils électrophorétiques des protéines contedaes : la fraction insoluble des
cellules HMS 174 portant le vecteur pET 28a+ coatéme gene 899 (T +) ainsi que dans la
fraction soluble de la souche GE23Rlgococcus abys¢A). La fleche bleue indique la pro-

téine 899 recombinante et la fleche orange la preténalysée en spectrométrie de masse.

Il apparait qu'une bande issue de la fraction delde I'archée migre de la méme fa-
con que la protéine 899 recombinante. Aprés anagsgpectrométrie de masse Maldi-tof, il
s’avere qu’'il ne s’agit pas d’'une protéine viral@aisnd’'une protéine de I'hote. Par ailleurs,
I'analyse indique également que la bande ne répalied’un mélange de plusieurs protéines.
Il est tout a fait possible que la protéine natimigre différemment de la protéine recombi-
nante. Si c’est le cas, elle serait un peu au-desslau-dessous de la protéine analysée. Or,
dans cette zone les bandes sont assez peu intrises resserrées. Une analyse en spectro-
métrie de masse LC-MS/MS pourrait étre réaliséetaute cette zone pour déterminer si la
protéine 899 s’y trouve effectivement. Il est cagaant possible qu’elle soit trop peu exprimée

dans son héte pour étre détectée.

Pour découvrir la fonction de la protéine 899, hernin risque d’étre encore long et
semé de problémes techniques. Cependant, en raasamment de la découverte tres récente
d'un autre d’homologue de cette protéine chez uaveau plasmide dd&hermococcales,
PTN2 (N. Soler, communication personnelle), il apiaqu’il s’agit d’'une molécule impor-
tante pour les éléments génétiques qui la possedimsi, comprendre quel est le réle biolo-
gique de la protéine 899 chez PAV1 permettra demmappréhender le fonctionnement in-

time de ce virus encore trés énigmatique.
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b. Etude d’une protéine majoritaire du virus

Des travaux antérieurs ont montré la présenceadi® protéines majoritaires (6 kDa,
13 kDa et 36 kDa) chez le virion de PAV1 (Geslinakt 2003). Cependant, la trés faible
quantité de matériel n’avait pas permis d’accéder stquence des protéines contenues dans
les bandes. Pour établir la correspondance ergngrtdéines encodées par le virus et les cel-
les observables sur le gel, la méme analyse qleesrnehée par C. Geslin et ses collaborateurs

est réalisée en utilisant une quantité non liméatg matériel biologique.

Le profil électrophorétique des protéines obterugmrtir des virions purifiés est re-
présenté sur la Figure 36. Il est assez complaxeectaines protéines de I'hdte semblent per-
sister dans la fraction purifiée de PAV1. Cependenat bande majoritaire d’un poids molécu-
laire proche de 15 kDa est bien visible. Etant dofepproximation de la taille des molécu-
les, cette protéine correspond certainement andeébde 13 kDa mise en évidence au cours

des travaux précédents.

82kDa S

QkDa —

-
33D g :
@kDa — -

19kDa s
16 kDa '

Figure 36 : Profils électrophorétiques des protéines issuesviiems de PAV1 purifiés. La

fleche indique la protéine majoritaire.

La protéine de 15 kDa séquencée par la méthod#gnthEn se révele étre la protéine
121 du virus PAV1. Cependant, un alignement dexg déquences représenté sur la Figure 37
met en évidence que la protéine contenue dansndebde 15 kDa posséde 26 résidus de

moins que la protéine prédite.

Protéine prédite M-T-V-V-V-Y-A-P-T-S-G-W-N-F-R-G-V-W-Q-W-L-N-E-E-D-A-A-M-M-D-A-L-E-D-V---
Protéine séquenceée : M-M-D-A-L-E-D-V-1

Figure 37: Alignement des séquences de la protéine prétdide la protéine séquencée expé-

rimentalement.
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L’hypothése selon laquelle le géne a été mal annetpeut étre écartée. Cependant,
une analyse statistique des peptides signaux ketsothez les archées a permis de déterminer
que leur taille moyenne est de 25 acides aminés aveclivage apres une alanine (Bardy et
al., 2003). Or, le dernier résidu de la partie mantpide la protéine 121 est une alanine. Ceci

suggere fortement qu’elle pourrait posséder unigegignal qui est clivé apres adressage.

Par ailleurs, le clivage N-terminal a déja été obsehez plusieurs protéines virales.
C'est le cas, par exemple, des protéines constitaatéte des phages lambdoides (Black,
1989) et de certaines protéines du virus arcliddB (Pfister etal., 1998). En considérant ces
différents éléments, il est possible de poser klgpse selon laquelle la protéine 121 est en
fait un des constituants protéiques majoritaire$eteveloppe de PAV1, adressé a cette der-

niere grace a un peptide signal.

Des anticorps dirigés contre la protéine 121 paoemteétre synthétisés de facon a ré-
aliser une décoration directe des particules de P des coupes ultrafines. Ceci permet-
trait de préciser la localisation de cette prot&neiveau de la structure du virus, comme cela

se pratique couramment pour les virus végéetauxyblaal, 1998).

L’'analyse de la séquence du génome de PAV1 etdé&moléculaire du virus qui
vient d’étre présentée vont étre valorisées dararticie intitulé «Genome organization and
molecular analysis of PAV1, the first marine hyperhophilic virus-like particle qui va étre
soumis a la revugournal of Bacteriologycf Annexe 8).

lll Recherche de nouveaux virus chez les Thermococcales des sour-
ces hydrothermales océaniques profondes

1. Préambule

La quantité d'informations concernant les virugpdryhermophiles terrestres s’est
considérablement accrue ces dernieres années.venche, I'étude des virus hyperthermo-
philes marins, beaucoup plus récente, a jusqu’septdivré moins de données. De plus, le
nombre d’équipes les étudiant est restreint (seamértrois dans le monde). A I'heure ac-
tuelle, le seul virus hyperthermophile marin déest PAV1. Or, ce dernier n'est pas infec-
tieux (Geslinet al, 2003). Nous avons donc mis en ceuvre une recheehérus pouvant

infecter desThermococcalebydrothermales marines.
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2. Recherche de particules de type viral dans des cultures
d’enrichissement de Thermococcales

Les 65 échantillons bruts sélectionnés serveniodiium pour réaliser des cultures
d’enrichissement d&hermococcaled.a durée de I'incubation a 85°C nécessaire pbteror
une densité cellulaire acceptable varie de 14 @ g(df Annexe 5). Ceci peut s’expliquer par
la quantité tres variable de cellules apportéesderla mise en culture. En effet, 'échantillon
brut n’est pas homogeéne et il arrive de prélever pertie pauvre en cellules ou, au contraire,
une partie treés riche. Au final, 60 cultures présen une croissance avérée de micro-
organismes, pour la plupart trés certainement amp@s auxl hermococcalegtant donné les
conditions de culture utilisées (hétérotrophie,mibtorganotrophie, température de 85°C,

anaérobiose et présence de soufre).

Obtenir 92 % de cultures positives est en accoet glusieurs études antérieures qui
montrent que leFhermococcalesont trés répandues au niveau de I'écosystemeotimgatr
mal (Harmseret al., 1997 ; Takaket al, 2001). Il est possible que les échantillons baqutis
n'ont pas permis le développement deermococcalessoient en réalité beaucoup trop pau-
vres en matiere organique et/ou trop exposeés adefluydrothermal. Ce type d’échantillon
est, en général, beaucoup plus propice a la craiesge micro-organismes autotrophes hyper-

thermophiles comme les méthanogenes.

Les 60 cultures d’enrichissement positives soran@ées en microscopie électronique
en transmission pour détecter la présence de piagice type viral (VLPSs). Finalement, 15
présentent des VLPs et seulement 9 conservent pawntisules aprés plusieurs repiquages de
la culture initiale. Les caractéristiques concetrlaa VLPs observées sont récapitulées dans
les Tableaux 8 et 9 ainsi que dans les Figures 38.e

Le fait que les VLPs ne se maintiennent pas dangetsodans les cultures peut
s’expliquer de deux facons. D’abord, les particldeservables ne sont pas nécessairement
produites par les micro-organismes présents damsi¢dhissement. En effet, il est probable
que ces VLPs, relarguées dans le milieu extérieis pansportées par les courants, soient
prélevées sans leurs cellules hétes. Il est awssilde d’envisager que I'espéce microbienne
qui produit ces particules ait été supplantée [mutbs especes au cours du repiquage de la

culture initiale
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Tableau 8 : Caractéristiques des VLPs ne se maintenant paslalandture d’enrichissement
apres plusieurs repiquages.

Nom de la culture | Origine de | Morphologie | Taille moyenne | Référence des photos
d’enrichissement | I'’échantillon des VLPs des VLPs des VLPs
. MAR Filament
IR-96-01 int 36°N flexueux 925 nm x 25 nm A
MAR Batonnet a
IR-96-C0O3-03 bas 36°N cavité centrale 80 nm x 20 nm B
Cuillere 400 nm X 60 nm C
IR-98-VC MA:,R Batonnet sim-
36°N ole 1300 nm x 20 nm D
EPR ]
EX-08 9°N Citron 130 nm x 60 nm E
EPR )
EX-12 9°N Citron 160 nm x 50 nm F
EPR Batonnet sim-
EX-37 NE 9°N ple 66 nm x 8 nm G

Figure 38 : Photographies des VLPS ne se maintenant pas damstl@e d’enrichissement

aprés plusieurs repiquages observées en MET apli@®tion négative. La barre correspond

a 100 nm.
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Tableau 9 : Caractéristiques des VLPs se maintenant dans fareud’enrichissement aprés

plusieurs repiquages.

Nom de Origine de | Morphologie Taille Référence des photos
I’échantillon brut | I'’échantillon des VLPs des VLPs des VLPs
MAR
IR-95-02 36°N Citron 100 nm x 40 nm H
MAR )
IR-95-02 NE 36°N Citron 200 nm x 60 nm |
Batonnet
X 575 nm x 15 nm
IR-96-01 ext gﬁg‘,ﬁ Simple J
Cuillere 325 nm x 50 nm
. MAR I
IR-96-03 int 36°N Cuilleres 275 nm x 25 nm K
Cuilleres 430 nm X 25 nm
IR-96-04 int MAR Citron a exteny 430 nm x 25 nm L
36°N sions
Batonnet sim- 400 nm x 25 nm
ple
] MAR ]
IR-96-05 int 36°N Citron 120 nm x 45 nm M
Massues 260 nm x 20 nm N
IR-102-04 MAR Batonneta | 185 nm x 20 nm o
37°N cavité centrale
Batonnets a
arborisation 275 nm x 20 nm P
EPR
EX-38 9°N Massue 225 nm x 30 nm Q
EPR ]
EX-39 9°N Citron 225 nm x 100 nm

plusieurs repiquages observées en MET apres dolonaégative. La barre correspond a 100

nm.
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Les particules présentent neufs morphologiesndists et 4 cultures d’enrichissement
présentent plusieurs morphotypes. Les VLPs pelétemtséparées en deux groupes suivant le
critere morphologique. Le premier groupe rassendseparticules filamenteuses rigides et
flexueuses. Les batonnets fins et rigides de 6an8 nm (cf Figure 38G) et les longs fila-
ments flexueux d’environ 925 nm de long et 25 nmadge (cf Figure 38A) sont observées
dans des cultures distinctes. Par ailleurs, traspimologies différentes sont présentes dans la
méme culture d’enrichissement : (1) des batonngidess présentant une arborisation termi-
nale de 275 nm x 20 nm (cf Figure 39P) qui resseraldelle deRudivirusSIRV1, SIRV2 et
ARV1 (Prangishviliet al, 1999 ; Vesterggardt al, 2005), (2) des particules d’environ 185
nm x 25 nm caractérisées par une canalisationatenqui rappelle la structure interne de
SIRV1 et SIRV2 (Prangishvikt al, 1999) (cf Figure 390), (3) des VLPs avec une top
logie intermédiaire ressemblant a des massue&dit sles batonnets plus ou moins rigides
avec une extrémité plus large que l'autre donailietest approximativement de 260 nm x 20
nm (cf Figure 39N). Nous ne savons pas si la dexm@rphologie observée correspond réel-
lement & un nouveau morphotype. En effet, la sireailes particules semble trés flexible car
tous les spécimens n’ont pas exactement la méme alttant donné I'extréme plasticité ap-
parente de ces VLPs, il est possible qu'elles s@pmréalité trés déformées. Ce phénomene a
déja été observé chez le virus PAV1 lorsqu’il ditdans un milieu minimum (Geslat al,
2003). Ainsi, il apparait que la difféerence de pr@s osmotique peut influer la morphologie
des VLPs. Dans le cas présent, il est possibleadjiner que les particules sont tres sensibles
a la différence de pression. Ainsi, étant donnélips sont issues d’échantillons prélevés a
environ 900 m de profondeur, le fait de les culti@gression atmosphérique pourrait entrai-

ner leur déformation.

Le second groupe de VLPs inclus exclusivementpdgscules en forme de citron.
Deux sous-groupes peuvent étre définis sur la dada présence d’'une queue courte ou plus
longue. Les particules du sous-groupe | présenteatmorphologie de citron a courte queue
observée notamment chez PAV1, SSV1 et Hisl (Getlial, 2003 ; Martinet al, 1984 ;
Bathet al, 1998). La longueur et la largeur de ces VLPs santables : de 100 nm x 40 nm
pour les plus petites (cf Figure 39H) jusqu’a 22% x 125 nm pour les plus grandes (cf Fi-
gure 39P). Ces particules sont parfois organiséesette, attachées par leur queue a un
fragment de membrane cellulaire (cf Figure 39Musiurs de ces VLPs semblent posséder
une certaine plasticité car elles des formes eéagént allongées ont pu étre observées. Ces

deux phénomeénes ont pu étre également observéePé\ér (Geslinet al, 2003). La mor-
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phologie de citron semble largement répandue aak@goins du globe étant donné gu’elle a
pu étre mise en évidence au niveau de la ride M&tantique (36°N) et de la ride Est-
Pacifique (9°N) (cf Tableaux 8 et 9).

Le sous-groupe |l est caractérisé des particessemblant a des cuilleres qui posse-
dent une queue plus longue que leur téte en foemmtibn. Ce type de VLPs n’a été observé
que sur les cultures d’enrichissement issues diéitloa de la ride Médio-Atlantique (36°N).
La queue peut-étre rigide (cf Figures 39J et 39K)flexible (cf Figures 38C et 39L). Les
particules a queue rigide ont une téte d’envirofh hth x 40 nm prolongée par une queue
d’'une longueur moyenne de 200 nm. Les VLPs a qtiexéble possede une téte de taille
comparable mais la queue est beaucoup plus loreguelle mesure en moyenne 300 nm. La
plupart des particules en forme de cuillére sotrtbveées en mélange avec des VLPs ayant
une morphologie de batonnets (cf Tableaux 8 eD@hs deux de ces cas, les batonnets pré-
sentent le méme aspect et la méme largeur quaulaseg des cuilleres. Il est donc possible
gu'’ils correspondent a des queues séparées de lectdigures 39J et 39L). Le second mor-
photype rencontré au sein des particules du saugsgrll correspond a des VLPs en forme
de citron présentant des extensions bipolairegifnire 39L). Le corps central fait environ
110 nm x 25 nm et les extensions mesurent appraxiement 160 nm de long. Au total, la
particule est longue de 430 nm. Cette morpholcaypelle celle du virus archéen récemment
décrit nommé ATV. Ce dernier est capable de syisieses deux extensions, de maniére

autonome, a I'extérieur de son hote (Hamal.,2005c).

Cette étude a permis d’explorer pour la premierg I diversité morphologique des
particules de type virale hyperthermophiles marihesrésultat des observations montre une
diversité insoupconnée des VLPs produites parfesmococcaleges sources hydrotherma-
les océaniques profondes de I'océan Atlantiqueeetatéan Pacifique. A I'exception des
formes filamenteuses connues également chez léériesc(Ackermann, 2001), les morpho-
logies observées ici semblent étre caractéristigessvirus d’'archées (Rie al, 2001 ; Ra-
chelet al, 2002). Des particules en forme de citron ont dé&amises en évidence dans divers
environnements, parfois extrémes comme les soutwsdes acides terrestres (pour SSV1),
les milieux hypersalins (pour Hisl) et les sédireatd subsurface (pour la VLPA3) (Maréh
al., 1984 ; Bathet al, 1998 ; Woodet al. 1989). Cette étude agrandit leur répartition a
I'environnement hydrothermal profond. Par ailledes, particules en forme de cuillere et cel-
les ayant une morphologie de citron a extensiopslaires semblent étre inféodée a des envi-

ronnements chauds. De plus, étant donné que censgjotitairement des archées qui peu-
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plent ces milieux extrémes, aucun des bactérioghagenus a ce jour ne possede une telle

morphologie.

Les résultats exposeés ci-dessus ont été valoraes uh article publié en 2003 dans la
revueResearch in Microbiologintitulé «Occurrence of virus-like particles in high tempera-
ture enrichment cultures from deep-sea hydrotheneats» (cf Annexe 9).

3. Recherche de particules de type viral dans des isolats de Thermococ-
cales
a. Par microscopie électronique en transmission
La premiere approche utilisée, pour trouver detiquées de type viral infectant des
souches d@hermococcalesconsiste a réaliser des isolements sur milieldes@ partir des 9
cultures d’enrichissement ou les VLPs se maintieh@g@res repiquage. Chaque isolat est
ensuite observé en MET pour détecter une éventpiedbiuction de particules de type viral.

L’effort d’'isolement permet ainsi d’obtenir 127 lats (cf Annexe 3). Aprés leur ob-
servation en MET, il s’avere qu’un seul, nommé EZx porteur d’une VLP filamenteuse.
Cet isolat est purifié puis rebaptisé KAZA. Le réguobtenu est assez inattendu. En effet, la
particule présente dans l'isolat n’a pas du tount@phologie des VLPs initialement obser-
vées dans la culture d’enrichissement dont ellasssie (cf Figure 391). Ces derniéres sont
des citrons de 200 nm de long au maximum alorslaparticule flamenteuse atteint quasi-
ment la longueur d’1um. Il est donc assez peu fmMebgu’elle soit la résultante d’'une défor-
mation de la morphologie de citron. Une des expboa a ce phénoméne peut étre que
l'isolat porteur de la particule filamenteuse n’epas majoritaire dans la culture
d’enrichissement. Ainsi, les VLPs qu'il produit sent pas détectables en MET car pas assez

nombreuses.

Le nombre de particules découvertes au cours deacail peut paraitre dérisoire. En
effet, le pourcentage d’isolats virosés issus ddsires d’enrichissement IR-95-02 et IR-95-
02 NE ensemencées avec I'échantillon bR+85-02 n’est que de 3,7. Cependant, une étude
récente, menée sur la diversité virale d'un échantde source chaude terrestre en MET, a
montré que le pourcentage de souches viroséeesbdHaring etl., 2005b). Il apparait
nécessaire que le nombre d’isolats analysés sasiidérable pour en découvrir un virosé. Par
ailleurs, la MET permet de ne détecter que desngrproduits en grande quantité par les cel-
lules. En effet, la limite de détection est dé particules.mL* (Ewert & Paynter1980). De

plus, les virus lysogenes, qui sont présents umgmné par leur génome dans la cellule héte,
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sont indétectables. Nous avons donc décidé dettiime seconde approche pour pallier les
inconvénients de la MET.

b. Par Polymerase Chain Reaction

Nous avons choisi la PCR car elle est simple armett ceuvre tout en étant tres sen-
sible. Le gene cible utilisé est le gene 899 de PAMi, comme nous l'avons déja évoque,
possede un homologue chez plusieurs plasmidefhdemococcalefpCIR10, pIRI48 et
pPTN2). Ce gene semble trés conservé car si PAVisasidu bassin Nord Fidjien, les plasmi-
des proviennent de la ride Centro-Indienne et dédla Médio-Atlantique. Ce géne apparait
donc, a priori, comme un bon marqueur. Le coupdendrces dégénérées REP-1S / REP-1AS
est dessiné a partir de I'alignement des difféestagjuences codant pour les genes homolo-
gues. Ces amorces sont ensuite utilisées pouseéalne PCR sur I’'ADN total de 98 isolats
de Thermococcales

Seules trois souches donnent un résultat posis&veir : Pyrococcus abyssbE23
(porteuse de PAV1), CIR10 (porteuse de pCIR10R&t8 (porteuse de pIRI48). Ces dernie-
res correspondent en fait a des témoins posiiiisag pour valider le couple d’amorces des-
siné. Etant donné gu’aucune autre souche ne dans@dal, deux explications peuvent étre
envisagées. Premiérement, le géne conservé eséfpeunoins répandu qu'’il n’est apparu au
début. Cependant, il est également tout a faitiplesgue le couple d’amorce utilisé reste trop
spécifique. En effet, disposer seulement de tréigiences a aligner n’est peut étre pas suffi-
sant pour assurer la dégénérescence des amorcasedses A ce stade, il apparait nécessaire
gu’'un plus grand nombre d’éléments génétiques rashieThermococcalesoient séquen-
cés. S'il s'avere que ces derniers portent égalemaengene homologue au gene 899 de
PAV1, il sera alors possible de concevoir d’auterces moins spécifiques qui permettront
un criblage rapide et sensible pour la rechercheoteeaux virus producteurs ou non de par-

ticules.
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IV. Caractérisation préliminaire deux particules de type viral portées
par une souche de Thermococcales

1. Etude de la souche hote KAZA

Pour déterminer a quelle espéeceTdermococcalesppartient la souche KAZA, sur
laquelle une VLP filamenteuse a été observée, e ge son ADNr 16S est partiellement
séquencé. La séquence obtenue (477 pb) préseftedd@omologie avec le géne de I'’ADNr
16S de la souche MP qui est la souche de réfémmtespecerhermocococcus barophilus
(Marteinssoret al., 1999). Cette derniére présente la particularigdsaitr un taux de crois-
sance deux fois supérieur sous une forte pressidrostatique (40 MPa) par rapport a une
faible pression (0,3 MPa). Nous avons donc décidtudier I'influence de la pression hy-
drostatique sur la morphologie et la croissancéadsuche KAZA. J. Deming et J. Baross
ont montré que les micro-organismes thermophilésgitent un optimum de croissance a
une pression supérieure a la pression existariessite de prélevement (Deming & Baross,
1993). Ainsi, la souche KAZA provenant d'un échboni prélevé a — 2300 m de profondeur

(ce qui équivaut a 23 MPa), elle est cultivée MBa.

Dans un premier temps, nous avons réalisé deswvalbieers au microscope a contraste
de phase des cultures de KAZA. A pression atmogpegrles cellules sont trés irréguliéres
et ont parfois la forme de faucilles. De plus, £kent comme gonflées (jusqu’'a 4 um de dia-
meétre) et tres réfringentes (cf Figure 40A). Avanse, a 35 MPa, les cellules sont rondes et
tres réguliéres. Par ailleurs, leur diametre mogsinclassique pour ddhermococcalegl
pum) et le cytoplasme apparait plus dense (cf FigQB). Des résultats similaires ont déja été

obtenus pour la souche de référence MP (Marteinstsah, 1999).

Figure 40 : Photographie en microscopie optique a contrastghdse de la souche KAZA a

pression atmosphérique (A) et a 35 MPa (B). Laebaprésente 5 um.
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Nous avons ensuite réalisé en paralléle des cueligle la croissance de la souche
KAZA a pression atmosphérique et a 35MPa. Les @sudbtenues, représentées sur la Fi-
gure 41, montrent que le taux de croissance de KAZ#plus élevé a 35 MPa qu’a la pres-
sion atmosphérique. Cette souche apparait adaptéecitre sous une pression hydrostati-

gue importante, celle-ci étant caractéristiqueateenvironnement naturel.
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Figure 41 : Cinétiques de croissance de la souche KAZA a presgmosphérique et a 350
MPa.

2. Description morphologique de la particule de type viral filamenteuse

La particule de type virale observée sur la soUCAZA présente une morphologie
filamenteuse particuliere. En effet, le flamentnéde constitué d’une succession de petites
sous-unités sphériques appariées par deux (cfd-#fik, 42B et 42C). Etant donné sa forme,
elle a été nommeée VLP-TBFP pouikermococcus barophiludamentous particle ». Elle
mesure 900 nm x 20 nm (cf Figures 42A et 42B) nilaest tres fréquent d’observer des
fragments de plus faible longueur dont la tailleeva@e 100 nm a 300 nm (cf Figures 42C et
42D). Ces derniers semblent résulter de cassuees;éfre engendrées par la préparation de
I’échantillon pour la MET. La structure de la VLBFP apparait donc relativement fragile.
Une structure similaire a celle de la VLP-TBFP gddgbservé chez une VLP issue d’'une
source chaude acide terrestre. Cependant, lesusités- qui la constituent ont une forme
triangulaire et cette particule est six fois plosite que la VLP-TBFP. Ainsi, il apparait que
la VLP-TBFP présente des caractéristiques touit dfginales, jamais observées auparavant

dans le monde des virus de procaryotes.

111



Résultats et Discussion

MET aprés coloration négative. La barre représéftenm et les fleches pointent des sous-

unités.

3. Etude de l'influence de la pression hydrostatique sur la morphologie
de la VLP-TBFP

La souche KAZA est cultivée a 35 MPa puis le sgeaat de culture est observé au
MET aprés concentration par ultracentrifugationnt@® toute attente, aucune particule fila-
menteuse précédemment observée a pression atmgsghétest détectée ici sous pression
hydrostatique. Par contre, des VLPs de morpholtEgeequeue sont observables dans les pré-
parations. La structure des VLPs observées sentaldléxible car elle présente des variantes
de trois grands types : le type « haltere », le ky@ extensions bipolaires » et le type « bour-
geonnant ». La forme téte-queue consiste en uaspétérique d’'un diametre moyen de 120
nm et une queue de longueur variable (250 nm a01n&t) et d’'une largeur de 20 nm (cf Fi-
gure 43A). Le type haltére correspond a un batophet ou moins long (en moyenne 300
nm) avec a chaque extrémité des tétes de 120 miradetre (cf Figure 43B). Le type a ex-
tensions bipolaires consiste en une téte d’envli@® nm possédant deux queues d’une lon-
gueur pouvant varier de 50 a 400 nm (cf Figure 48€)type bourgeonnant correspond a un
enchainement de batonnets d’environ 250 nm de ébrde tétes parfois irrégulieres d’'un
diametre moyen de 120 nm (cf Figure 43D). L’enchaient est plus ou moins long et peu
atteindre 1 000 nm de long. Cette nouvelle VLPé&ar&mmeée VLP-TBFP pour khermo-

coccus barophilupolymorphous particle ».
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Figure 43 : Photographies des morphologies de la VLP-TBPRype téte-queue (A), le type
« haltere » (B), le type « a extensions bipolair€¢€) et le type « bourgeonnant » (D) obser-
vées en MET apres coloration négative. La barreésgmte 100 nm.

Deux explications peuvent étre formulées pourigupr ce ne soit pas le méme type
de particules observables a pression atmosphéeigseus pression hydrostatique. Premiére-
ment, la VLP-TBFP n’est peut-étre qu’une partioubm achevée qui ne peut adopter sa forme
définitive que sous pression hydrostatique. Le Itésaorrespondrait alors a la VLP-TBPP
observées a 35 MPa. Cependant, il peut aussi slagileux particules distinctes se dévelop-
pant dans des conditions de pression différentas. l@pondre a cette question, il sera néces-

saire d’avoir acces a leurs acides nucléiquedertra protéines pour les comparer.

4. Etude de la production de la VLP-TBFP et de la VLP-TBPP
a. Etude de la production de la VLP-TBFP

La souche KAZA semble étre curée de la VLP-TBFB tb# repiquages successifs. Il
arrive cependant que la particule réapparaisseadjgprement dans les cultures sans raison
particuliere apparente. En traitant les culturescadle la mitomycine C, la production de
VLPs s’avére stable. Il apparait donc qu'il n'y aspéellement de curage de la souche mais
plutdét une diminution du nombre de particules quit fpar ne plus étre détectable en MET.
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Par ailleurs, nous ne pouvons pas a propremergrpiihduction de la production de la VLP-

TBFP par la mitomycine C, cependant cette derméres assure une quantité suffisante de
particules pour des observations en MET. Nous aators réalisé des cinétiques de la crois-
sance cellulaire et de la production de VLPs esgirée de mitomycine C a pression atmos-

phérique et les courbes obtenues sont représesuéksFigure 44.
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Figure 44 : Cinétiques de croissance de la souche KAZA etrddygtion de la VLP-TBFP

avec traitement a la mitomycine C a pression atmé&sgue.

La souche KAZA ne présente pas de lyse brutaldachise observée aprés 28 h de
culture est tout a fait normale. Ainsi le fait pdiarchée de produire des particules, ne semble
pas perturber sa croissance. En ce qui concerpeothuction de la VLP-TBFP, elle atteint
son maximum aprés 28 h de culture, c’est-a-dirmament ou le nombre de cellules est éga-
lement le plus important. Ce résultat suggéere querdduction de la VLP-TBFP est totale-
ment dépendante de la croissance de la souche KNAnmoins, la quantité de particules
reste faible car elle atteint au maximum ?.4.™". Cependant, le méme phénoméne a déja
été observé pour PAV1 dont la production de virinesdépasse pas 1,6°Jfarticules.mr*
(Geslinet al, 2003). La relation entre la souche KAZA et la VIBFP semble donc étre une
infection permanente sans mort de la cellule igecEtant donné que la production de parti-
cules n’est pas, a proprement parler, inductibdttecrelation correspond a un état porteur,

tres fréquent chez les virus archéens.

b. Etude de la production de la VLP-TBPP

Dans un premier temps, nous avons réalisé dasgresltle la souche KAZA a 35 MPa
avec et sans traitement a la mitomycine C. Nousiwompté les particules dans les deux

types de cultures, en phase de déclin pour s’asquien maximum de VLPs sont relarguées
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dans le milieu extérieur. Dans la culture témoian(iraitée), le nombre de particules est de
2,53.16.mL™ alors que dans la culture traitée il atteint 2,64mL™. Il existe donc une [é-

gere augmentation de la production de VLPs apedétetnent a la mitomycine C, ce qui sug-
gere une faible induction de la VLP-TBPP. Nous &vensuite réalisé des cinétiques de la
croissance cellulaire et de la production de VLRprEsence de mitomycine C a 35 MPa et

les courbes obtenues sont représentées sur leeFgur
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Figure 45 : Cinétiques de la souche KAZA et de productionad¥lLP-TBPP avec traitement
a la mitomycine C a 35 MPa.

La souche KAZA ne subit pas de lyse brutale calyé® observée aprées 12 h de
culture est normale étant donné la rapidité dersssance a 35 MPa. La production de la
VLP-TBPP atteint un plateau entre 20 h et 28 hudeie, puis elle devient maximale at = 32
h. Elle est donc trés importante lorsque la sowesiesn plein dans sa phase de déclin. Ces
résultats mettent en évidence une corrélation datceoissance de I'archée KAZA et la pro-
duction de la VLP-TBPP. Ces dernieres sont doneg preduites par la cellule sous pression
hydrostatiqgue. Cependant, la quantité de partiquieduites est extrémement faible et plus de
dix fois inférieur a ce qui est observé pour la VIBFP.

Nous avons donc cherché des solutions pour augmestte production. Dans un
premier temps, nous avons fait varier la pressimrdstatique en présence et en absence de
mitomycine C. Les particules sont comptées surcdésires de 32 h réalisées a 15 MPa, 25
MPa, 35 MPa et 45 MPa avec ou sans traitementdiaggammes obtenus a partir des comp-

tages sont représentés sur la Figure 46.
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Figure 46 : Production des la VLP-TBPP a différentes presstydostatiques avec et sans

traitement a la mitomycine C.

Sur la culture témoin, la production de la VLP-TB®@st relativement homogene quel-
gue soit la pression appliquée avec tout de mémmaximum a 35 MPa. En effet, la pression
optimale pour la croissance de la souche KAZA seesaux environs de 35 MPa (Deming &
Baross, 1993) et nous avons montré que la produdiola VLP-TBPP est directement dé-
pendante de la croissance archéenne. En revanateua traitement de la culture a la mito-
mycine C, la production de particules atteint urximaim a 15 MPa pour diminuer graduel-
lement jusqu'a 45 MPa. De plus, la mitomycine C Blemaugmenter la production de la
VLP-TBPP a 15 MPa, 25 MPa et 35 MPa. Ce phénomsinpagticulierement prononcé a 15
MPa car la quantité de particules est quasimenbléeupar rapport a la culture témadtn
rappliquant une pression hydrostatique de 15 MPause culture traitée a la mitomycine C,
nous avons réussi a augmenter la production deLRrMBPP d’'un facteur 1,5, ce qui reste

modeste.

Nous avons alors recherché des souchdhdemococcalesapables d’une production
de VLPs supérieure a celle observée sur la soust®®\KNeuf souches ont été sélectionnées.
et parmi elles, 7 appartiennent au gemhermococcugThermococcus barophilusouche
MP, Thermococcus barophilusouche DV1178Thermococcusp. souche ES1Thermococ-
cus fumicolansouche ST557Thermococcus atlanticusouche MA898 Thermococcus hy-

drothermalissouche AL662Thermococcus sicufouche AT1243) et 2 au geriPgrococccus
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(Pyrococcus abysssouche GE23 ePyrococcus abysssouche GE9). Ces souches ont été
cultivées a pression atmosphérigue a 15 MPa aveams traitement a la mitomycine C puis
et les VLPs ont été comptées. Le diagramme réesud@amces comptages correspond a la Fi-

gure 47.
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Figure 47 : Production de la VLP-TBPP par différentes souaeEhermococcalesultivées

a 15 MPa avec et sans traitement a la mitomycine C.

A pression atmosphérique, aucune des souches, mmémées a la mitomycine C, ne
porte de VLP-TBPP. A 15 MPa, quatre souched kdermococcuproduisent des particules
de morphologie similaire a la VLP-TBPR hermococcus barophilusV1178, Thermococ-
cussp ES1,Thermococcus hydrothermasd 662 etThermococcus atlanticUdA898. Cette
production est accrue par un ajout de mitomycin€€&pendant, la quantité de particules ob-

servées reste tres faible par rapport a celle vésarthez la souche KAZA.

5. Recherche d’un acide nucléique chez la VLP-TBFP et la VLP-TBPP

Les techniques classiques d’extraction réalisae¢es particules, concentrées par ul-
tracentrifugation, n'ont pas permis de mettre eiméhwce de 'ADN ou de 'ARN dans la
VLP-TBFP et la VLP-TBPP. La quantité d’acide nuglé étant peut-étre trés faible, nous
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avons décidé de réaliser un test en microscopjsfili@escence sur les deux types de parti-
cules. Les photographies obtenues sont regrouéessial Figure 48.

Figure 48 : Photographies aprés marquage au SYBR Green Indoiriénégatif (eau milliQ)
(A), du témoin positif (PAV1) (B), de la VLP-TBFE] et de la VLP-TBPP (D) observés en

microscopie a épifluorescence.

Etant donné la quasi-absence de signal observéla stigure 48C, aucun acide nu-
cléique ne semble étre présent dans la VLP-TBFIR. dlisence de matériel génétique a déja
été constatée chez une particule de type virahBlateuse possédant des motifs triangulaires
issue d’'un échantillon de source chaude terreBtegprés D. Prangishvili, cette particule se-
rait un assemblage protéique sécrété par la sopiddrictrice en condition de stress (D.
Prangishvili, communication personnelle). La VLPHBpeut également correspondre a une
particule non achevée. En revanche, le signal estrégsur la Figure 48D, bien que d’'une
intensité inférieure a celle observée pour PAVIhjgeue que la VLP-TBPP renfermerait de
I'acide nucléique. La faiblesse de l'intensité sstifie par la faible quantité de particules pro-
duites. Dans le but d’obtenir une preuve directéatesence ou de la présence d’acide nucléi-
gues dans les deux types de VLPs, des expériettogwidationin situ sur des coupes ultra-
fines de suspension de particules sont actuelleeremours. Il pourra ensuite étre envisage
d’utiliser des kits commerciaux spécialisés poaxtfaction acides nucléiques viraux présents

en tres faible quantité.
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6. Purification de la VLP-TBFP et de la VLP-TBPP
Les trois protocoles de purification présentéssdanpartie A aserie/ et Meckode SONt

testés sur la VLP-TBFP sans aucun succes. En gfstpeu de petits fragments de 100 nm
de long sont récoltés dans les fractions purifa@dess que la taille attendue des particules est
de 900 nm. Des contrbles intermédiaires réalisésoars des différents protocoles montrent
gue la particule est trés sensible au PEG, adcdtntrifugation et au CsCI. L'ultrafiltration
tangentielle, plus douce, ne permet cependant pgsudfier la VLP-TBFP car celle-ci ne
semble pas passer la premiere cartouche posséemmodes de 1 000 kDa. D’'une maniere
treés regrettable, aucune manipulation complémentda pu étre faite sur cette particule du
fait de sa trop grande fragilité. En revanche,rigtqrole comportant une ultracentrifugation
suivie d'un gradient de densité nous a permis déigula VLP-TBPP. Les 4 types de mor-
phologies de la VLP-TBPP sont en mélange avec gaslgébris de membranes archéennes.

Il est donc possible que la VLP-TBPP soie constiteié partie par la membrane cellulaire.

7. Etude préliminaire de la structure de la VLP-TBPP

Les traitements au Triton X-100, au SDS et a @dmnase K, qui ont la propriété de
désorganiser les structures protéiques, entraimamtdisparition des VLPs. De petits amas
ressemblant & des pelotes de laine emmélée soatit@miagment observables. Des structures
en cours de désagrégation sont aussi présentesezgramexemple, des particules surdimen-
sionnées aux contours fantomatiques (cf Figure 4®VLP-TBPP est donc majoritairement

composeée de protéines.

traitées a la protéinase K et observées en METsami@ration négative. La barre représente
100 nm.

119



Résultats et Discussion

Par ailleurs, le traitement au chloroforme, quilestsolvant des lipides, est sans effet
notable sur les particules. La VLP-TBPP, tout contesebactériophages téte-queue, n’est pas
enveloppée. La membrane observable au niveau gigelze résulterait donc plutét d’un arte-

fact de coloration.

Nous avons ensuite réalisé une électrophorese 8AFZGE des particules purifiées.
Le profil électrophorétique des protéines conterdsess la fraction obtenue apres purification
de la VLP-TBPP présente 12 bandes majoritairesots pnoléculaires compris entre 23 kDa
et 175 kDa (cf Figure 50).

VLP-TBPP
250 kDa
<+« A
150 kDa
<«— B
100 kDa
_— et C
75 kDa ww <«—D
[ 4— E
<« F
50 kDa G
4_
 pE—
37 kDa <« |
< J
<«— K
20 kD

Figure 50 : Profil électrophorétique des protéines contenwassda fraction obtenue aprés
purification de la VLP-TBPP. Les fleches bleuesdunént les bandes envoyées pour analyse

en spectrométrie de masse Maldi-tof.

Etant donné qu'il est trés probable que certaiest aine origine cellulaire, elles ont
toutes été en cours analysées par spectrométrmmsge Maldi-tof. Les résultats obtenus sont
résumes dans le tableau 10. Il apparait que laritgagtes protéines sont issues de I'héte. Ce-
pendant, il est intéressant de noter que deuxipest®nt un profil trypsique similaire a celui
d’'une protéine hypothétigue d'un cyanophage madfPi2) et a celui d’une protéine de
nucléocapside d’'un virus eucaryote (IBV). Il va dditre nécessaire de micro-séquencer ces

molécules d’intérét pour compléter ces résultaddipimaires trées encourageants.

120



Résultats et Discussion

Tableau 10 : Protéines assignées aux différentes bandes puegiobtenues apres électro-
phorese en SDS-PAGE de la VLP-TBPP purifiée.

Bande Protéine Base de données Score Taux de
assignée utilisée couverture

A Phosphoenolpyruvate synthase PAbyssi30maiO6 6,40e+004 17 %
dePyrococcus abyssi (MOWSE)

B Pas d’identification possible - - -

C Phosphoenolpyruvate synthase NCBI 91 (Mas- 31%

deThermococcus kodakarensis cott)

D Phosphoenolpyruvate synthase PAbyssi30mai06 8,24e+003 15%
dePyrococcus abyssi (MOWSE)

E Protéine hypothétique du cyano- TrEMBL 8,50e-006 27 %

phage S-PM2 (pValue)
F Protéine de nucléocapside du TrEMBL 9,80e-008 21 %
virus de la bronchite infectieusge (pValue)

G Glutamate déshydrogénase de Swissprot 1,37e+009 31 %
Thermococcus littoralis (MOWSE)

H Glutamate déshydrogénase de PAbyssi30maiO6 3,76e+003 18 %
Pyrococcus abyssi (MOWSE)

I Protéine hypothétique d&yro- PAbyssi30maiO6 1,13e+008 26 %
coccus abyssi (MOWSE)

J Protéine hypothétique &yro- PAbyssi30mai06 1,13e+008 26 %
coccus abyssi (MOWSE)

K Enolase de PAbyssi30mai06 2,33e+008 17 %
Pyrococcus abyssi (MOWSE)

L Protéine hypothétique déde- Swissprot 1,83e+004 35 %
thanococcus jannaschii (MOWSE)
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Au cours de ces derniéres anneées, I'essor de kgér@mique virale et les comptages
directs de particules ont permis de propulser iegs\au rang des entités biologiques les plus
abondantes et les plus diversifiées, a tel poiet@uBamford parle d’'une vie biologique dans
un « océan viral ». Les virus représentent, apFeptocaryotes, le deuxieme constituant le
plus important de la biomasse océanique. En dHeguantité de carbone qui constitue les
virus marins est estimée a pres de 200 Mt, ce mtaie un des éléments majeurs de stockage
du carbone organique sur la planéte. La viriosphdheence fortement les grands cycles bio-
géochimiques et méme le climat. De plus, en réeguémpopulations microbiennes par son
pouvoir lytique, elle occupe une place prépondératans la dynamique et I'équilibre des
écosystemes aquatiques. Par ailleurs, les virupadeleur capacité de transfert des génes,
participent a I'évolution et & I'adaptation des ecoomautés microbiennes.

Concernant la diversité, il a été montré que I'daumer est extrémement riche en vi-
rus car 200 L peuvent contenir entre 3 000 et 7 g#tbtypes viraux différents. Et pourtant,
seuls 5 génomes de virus procaryotes marins omndig&rement séquencés a ce jour et 4 sont
des cyanophages. Ceci est dicté par le fait queyksobactéries sont les plus importants pro-
ducteurs primaires au niveau des écosystémes qgestie surface qui dépendent de la pho-
tosynthese. Par opposition, une telle démarcheait’@as encore été menée dans un écosys-
teme basé sur la chiotrophie comme I'environnenhgdtothermal abyssal qui est pourtant
aujourd’hui reconnu comme étant une oasis de vams[te contexte, I'étude du génome de
PAV1 prend tout son sens et apparait comme pioaniggs approches de métagénomique
virale générent des séquences de virus incultiggese permettent pas de pouvoir aborder
I'écologie de I'environnement dans sa globalité. geare d’'étude n’est possible qu’en étu-
diant des systemes hote — virus caractérisés.rchges de I'ordre deBhermococcalesons-
tituent, de part leur abondance et leur diversit@iseau des évents hydrothermaux abyssaux,
une réserve importante de nutriments carbonéseamttphosphatés. C’est pourquoi I'étude

des virus de fiermococcalesevét un intérét tout particulier.
La forme tres originale de citron que présentent S&irus hyperthermophile terres-

tre deCrenarchaeoty Hisl (virus mésophile halophile Eliryarchaeota)et PAV1 (virus

hyperthermophile marin Buryarchaeota semble spécifique des virus du domatrehaea
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En effet, ces trois virus présentent une morphelagnilaire et une aptitude a vivre dans un
environnement dit extréme. Cependant, leurs génsomstotalement différents. Ceci montre
bien que ces virus fuselliformes ont certainemestarigines phylogénétiques différentes. La
forme citron n’est donc probablement qu'une congecg fonctionnelle due a la pression
exercée par I'environnement (pression osmotiquesgion hydrostatique, haute tempétature).
Il serait donc plus judicieux de parler d'« anadog de forme plutét que d’« homologie ».

Dans le méme ordre d’idée, PAV1 étant totalemeffiérdint de ses comparses morphologi-
gues, il est possible d’envisager de proposer wuwalle famille virale dont il serait le pre-

mier représentant.

D’une maniére générale, les virus archéens du phylasCrenarchaeotgpossedent
un pool de genes communs qui leur sont propres. PoRBrangishvili, ces virus ont donc une
origine différente de ceux du phylum desryarchaeotaet des bactériophages. Par ailleurs,
au sein méme des viruskdiryarchaeotail semble qu’il existe deux origines distinctasne
commune avec les bactériophages et une totalenifértedte de tous les autres virus. En
effet, la plupart des spécimens décrits sont dess\ayant une morphologie et une parenté
tres proche des phages. La découverte de la dartieutype viral VLP-TBPP nous montre
gue la structure téte-queue n’est pas réservées@nimens mésophiles. En revanche, SH1,
gui possede une capside polyédrique, est génétentemnés différent des bactériophages. Les
virus en forme de citron, eux, semblent égalemess@der des génomes tres originaux avec

un seul gene qui s’avere étre d’origine phagique.

Une autre grande découverte issue des analysegénétaiques est le fait que plus de
65 % des genes portés par les virus n'ont pas mgiém connue. Mais I'ensemble des tra-
vaux de génomique portant sur les virus hyperthphihes, y compris ceux menés sur PAV1,
montre que ces derniers présentent un taux de géplslins bien supérieur (supérieur a 90
%). Ces virus constituent donc un énorme résedmimouvelles structures protéiques et fonc-
tions biologiques. Un coin du voile a été levé akeedécouverte d’une nouvelle enzyme mul-
tifonctionnelle (aux activités polymérase, primasé&TPase) chez un plasmide hyperthermo-
phile deCrenarchaeotaD’apres I'hypotheése de P. Forterre, les virugiset a I'origine de la
création des protéines intervenant dans les méuasisle réplication, de recombinaison et de
réparation dans le monde cellulaire. Il apparaitcdgu’il est du plus grand intérét d’explorer

ces nouveaux réservoirs de genes que sont leshypesthermophiles. Ainsi, malgré les dif-

123



Conclusion générale et Perspectives

ficultés rencontrées, les travaux réalisés surdgeme 899 de PAV1, il apparait nécessaire de

persévérer dans cette voie.

Le résultat de la « chasse » au virusTéhermococcalesles sources hydrothermales
abyssales engagée lors de cette these est asdemdnaEn effet, si la faible quantité de par-
ticules de type viral isolées était prévisible rlelpiézo-dépendance » est tout a fait originale
dans le monde des virus de procaryotes. Ceci toestne étude miroir a ce qui a été réalisée,
il y a de cela 40 ans sur les bactériophages eiraativation sous pression hydrostatique. Il
semble donc que leBhermococcalesoient un réservoir de virus émergeants (du foesl d
océans) aux propriétés insoupgonnées qui confdesrgspoirs mis dans ce projet de longue
haleine.

Les perspectives a envisager pour ce travail deethéncernent tout d’abord le cycle
viral de PAVL1. En effet, les différents travauxligés jusqu’a présent ont permis de répondre
a de nombreuses questions cependant, plusieurts pegstent a élucider :

- la reconnaissance hoéte — virus se fait-elle eéatint grace a une interaction entre les
glycoprotéines (de la S-layer ou de la membranéh@ee et les protéines virales 676 et
678 ?

- le génome viral pénetre-t-il tout seul dans lBute ou est-ce le virion dans sa totalité ?
Les deux possibilités peuvent également étre egéesade concert.

- le mode de réplication du génome viral adoptéilagellement unidirectionnel, quel
est-il et quelles sont les protéines impliqguéesdanprocessus ?

- la transcription comporte-t-elle des fonctionéqarces et tardives ?

- la sortie des virions se fait-elle par bourgeonest, par excrétion ou par un autre meé-

canisme ?

La découverte de la VLP-TBPP nécessite une étpgefondie pour démontrer qu'il
s’agit effectivement d’un virus. Il est primordidé mettre en évidence de maniere directe la
présence d’'un acide nucléique dans la particulserhit également tres intéressant de tester
son caractere infectieux. Par ailleurs, les obsemnsen microcopie €lectronique en transmis-
sion suggérent que la VLP-TBPP pourrait étre amabkme piézo-dépendant. Ceci sous-
entend que la VLP-TBFP correspondrait en fait guaue de la VLP-TBPP. Pour prouver
cette hypothese, des protéines communes aux dpeg tie particules pourraient étre recher-

chées et une reconstruction tridimensionnelle ttastsres des VLPs pourrait étre réalisée.
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Dans le cadre d’'une approche plus globale, il $enmbéressant de se diriger vers une
approche de génomique structurale et fonctionroier rechercher de nouvelles structures
protéigues et de nouvelles fonctions biologiquedées par les éléments génétiques des hy-
perthermohpiles marins. Cet axe de recherche ¢&teéplace avec la création récente de
I'ACI Deep Hot Vir et de TANRGenoarchaea

Changer d’échelle d’étude et avoir une vue géadtall’environnement hydrothermal
abyssal est également du plus grand intérét. Adesix projets vont étre proposes trés pro-
chainement pour étudier la diversité (ANR Deep Gpst la dynamique (ANR COD) des

populations virales.
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