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| - Les bactériophages

1- Présentation

Les bactériophages sont des virus infectant leebas. Comme tous les virus, ils ne
possedent pas d'activité métabolique propre esetii la machinerie biosynthétique de la
cellule qu'ils infectent pour leur propre réplicati lIs sont présents partout ou des bactéries
sont présentes, c’est-a-dire dans tous les milieugstres et aquatiques, ainsi que dans toutes

les especes animales et végétales.

2- Historique de la découverte des bactériophages

La premiere observation indirecte de phage estitdéen 1896 dans les annales de
I'Institut Pasteur par un biologiste Anglais, H.Han (figure 1) (Hankin 1896). Cette étude
décrit les propriétés antibactériennes d’'une suabstalors inconnue, présente dans les eaux
de la Jumna et du Gange, en Inde, notamment sans@m a limiter la diffusion de la
bactérie Vibrio cholerae responsable du choléra. En 1914, un microbiolegehglais,
Frederick Twort, observe au microscope des zonesugies dans ses colonies de bactéries.
Apres s’étre rendu compte que ces zones étaierdsldtat de la destruction des cellules
bactériennes, il les a ensuite prélevées et traesnai'une colonie a l'autre. Son étude, publiée
en 1915 dans The Lancet (Twort 1915), décrit domc agent doté de propriétés
antibactériennes, mais ne précise pas sa natufie. &n1917, Félix d'Hérelle, un chercheur

franco-canadien décrit I'isolement et les propgété ce qu’il considérera dans un premier
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temps comme un microbe antagoniste (d'Herelle 19&%7)auquel il donna le nom de

bactériophage (du gréaktéria baton ephagein: manger) (Duckworth 1976)

ACTION. BACTERICIDE DES EXUX DE LA JEMNA ET DU GANGE

SUR LE MICROBE DU CHOLERA

Par M. E. HANKIN

laboratoire du gon \ara, Inds

Quand on voil, & la traversée da Gange ou de la Jumna,
au milien d'one des grandes villes indiennes. des miiliers
d’habitants se laver, eux, lears troupeaux et leurs vétements
dans tme ean trouble el sale, et quand on songe que fréquem-
ment des cadavres & moilie bralés trouvent lear dernier asile
dans le fleuve, on est bien excusable de pruser que ces eaux
doivenl étre dangereuses a consommer, el que la vénération

Figure 1. Premiére publication décrivant une obseration indirecte d’'un bactériophage.
Adaptée de (Hankin 1896)

3- Applications

Dans ce méme article, Félix d’Hérelle envisage ldilisation en vue de lutter contre
les infections bactériennes. Cette application, eljg phagothérapie, a été rapidement
reconnue par un grand nombre de scientifiques coétarg une voie possible pour combattre
les infections bactériennes. Ainsi, avant la demeéGuerre Mondiale, des médicaments a
base de phages sont commercialisés par de ggaodiges pharmaceutiques, dddii Lilly
aux Etats-Unis d'Amérique &obert & Carriereen France. En 1934, Félix d’Hérelle fonde
avec G.Eliava en Géorgie un institut de recherchides bactériophages. Néanmoins il doit
quitter précipitamment ce pays quand, durant uisegdandes purges staliniennes, un de ses
collaborateurs est fusillé pour avoir « tenté d’empnner un puits avec des bactériophages ».

Dans le bloc de l'ouest, les recherches sur la gthégapie seront arrétées dans les années
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1940, date a laquelle les premiers antibiotiques stlisés de maniere thérapeutique. Il est a
noter que de nos jours, le nombre de bactériesta@éses aux antibiotiques augmentant
fortement, les recherches visant a développer deaflie phagique ou s’inspirant du mode
d’action des phages suscitent un regain d'intérgtn{fon 2007; Kutateladze and Adamia

2010).

A partir des années 1950, la recherche sur legifiaghages a eu un réle important
dans I'essor de la biologie moléculaire. Ainsixpérience de Hershey et Chase (Hershey and
Chase 1952) a permis de confirmer que I'ADN ée&gupport de I'information génétique. La
premiére identification de 'ARN jouant le réle nfermédiaire lors de la synthése des
protéines, 'ARNm, est accomplie par E. Volkin etAstrachan en 1957, a I'aide de I'étude
de l'infection dE. Coli par le bactériophage T2. De méme, les travaux .@ri3oix et W.
Arber sur les mécanismes par lesquels les bactéeggennent résistantes a l'infection
phagique permirent la découverte des premieresmerygle restriction en 1962 (Dussoix and
Arber 1962). En 1977, le premier génome complat diganisme biologique est séquencé, il

s’agit du génome du bactériophaig€l74 (Sanger, Air et al. 1977).

De nos jours, des phages ou des enzymes de phagesasiramment utilisés en
biologie moléculaire (Livingston 1992) et en bidteologie (Murphy 2012). Parmi les
applications directes, nous pouvons noter la teglenduphage displayl’utilisation du phage
L comme vecteur de clonage pour insérer de I'"ADNsdas bactéries (Lech, Brent et al.
2001), l'utilisation de ligases (phage T4) (Pas2@D8), polymérases (phages T7 et T4)
(Kubista, Andrade et al. 2006) (Finan, Torella et 2012) ou de différents promoteurs
spécifiques (phages T7, T5 et Sf6) utilisés pousuaexpression contrblée de protéines

hétérologues chez les bactéries.
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4- L'importance écologique des bactériophages

Les phages sont de tres loin I'entité biologiquellss abondante sur Terre (Breitbart
2012). Leur concentration peut étre estimée parasdopie électronique, par microscopie en
épifluorescence ou par cytométrie en flux (figu)e Blle varie d'environ 19 phages par
millilitre dans les eaux cétiéres & 3°Jghages par millilitre dans les zones bathypélagiefu
abyssopélagique (a plus de 1000 metres de profondeldiocéan (Guixa-Boixereu, Vaque et
al. 2002; Ortmann and Suttle 2005; Evans and Bands2z012). Leur nombre total est estimé
a environ 18’ a 16%, et le rapport entre le nombre de phages et aigi bactéries est
d’environ 10 (figure 2). Il est fascinant de serésgnter tous ces phages, chacun mesurant
environ 100 nm de long, mis bout a bout : ils ciimstaient une chaine d'une longueur
d’environ 10 & 100 millions d’années lumieres, respondant & 2 a 20 aller-retour vers la

galaxie Androméde depuis la terre, ou encore 2a10T00 fois le diametre de notre galaxie.

[[] Prokaryotes
B Protists
B Viruses

(a) (b)

Figure 2. Comparaison de la biomasse (a) et de I'abhdance (b) des virus avec celles des
procaryotes et eucaryotes dans les océan®es virus sont de trés loin les entités biolog®u
les plus abondantes sur terre. Les phages repeéselat trées grande majorité de cette
abondance. Toutefois, en raison de leur faible eyakssne correspondent qu’a environ 5% de
la biomasse. Figure adaptée de (Suttle 2007).
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Figure 3. Techniques permettant d’estimer la concdration virale en milieu aquatique.

(&) La microscopie électronique par transmission lesique méthode qui apporte des
données a la fois sur I'abondance et sur la mogg®ldes particules virales (Borsheim,
Bratbak et al. 1990). Cependant, a cause des étapancentration, de coloration par
'acétate d’uranyle ou par I'acide phospho-tungstigt de dépot sur la grille, I'estimation de
la concentration virale n’est pas fiable. (b) Lacrascopie en épifluorescence est la méthode
actuellement la plus utilisée (Suttle 2010). Apscentration des virus, leurs acides
nucléiques (ADN ou ARN) sont marqués avec un istlert fluorescent et visualisés au
microscope. Cette méthode permet aujourd’hui urendg fiabilité de la mesure de la
concentration en particules phagiques (Wen, Ortmahnal. 2004; Suttle 2005). (c)
L'utilisation de la cytométrie en flux est plus eéte (Marie, Brussaard et al. 1999). Cette
méthode a haut débit est tres fiable (Brussaard)2@e permet également la quantification
de sous-populations de virus dont le signal derdlscence ou de diffusion de la lumiére
differe.

(a) et (b) : figures adaptées de (Suttle 2007) ; figure adaptée de (Brussaard 2004).
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Les phages ont une grande importance dans la téguylda dynamique et la
biodiversité des populations bactériennes. On estjme chaque jour, $infections virales
ont lieu dans les océans, tuant 20 a 40% des Ext@arines (Suttle 2007). L'influence des
phages sur les populations bactériennes s’effadtuplusieurs maniéres. Premierement, ils
régulent les populations de bactéries a croisséanqaus rapide, phénoméne connu sous
I'expression de «illing the winner» (Proctor and Fuhrman 1990; Weinbauer and
Rassoulzadegan 2004). Ceci permet de préservearie gombre d’especes et la diversité des
génomes bactériens. Les virus sont aussi resp@ssdéltransferts horizontaux de génes entre

différentes especes bactéeriennes, influencant @irsgiéciation chez les bactéries.

5- Classification et morphologie des phages

5-1 Classification

Le tres grand nombre de particules phagiques esici#s a une trés importante
biodiversité. En effet, on estime qu’il y a en moge plus de 10 espéces de phages infectant
chaque espéce de bactéries (Rohwer 2003). Le naidspéces bactériennes étant estimé a
10" (Curtis, Sloan et al. 2002), il y aurait ainsi phls 16 espéces de phages. Cependant, &
cause des fortes contraintes structurales auxgustiat soumises les protéines des phages,
I'énorme diversité génomique des phages se traduiune diversité structurale trés limitée

(Abrescia, Bamford et al. 2012).

I n'existe pas de méthode universelle et systi@matde classification des phages
(Ackermann 2009). Cette classification est fondéecppalement sur :
- leur morphologie (symétrie de la capside (icosagdyi hélicoidale), présence d'une

gueue ou non, enveloppe de lipides entourant Isidap
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- la nature de leur génome : virus a ADN ou a ARNdamucléique linéaire ou
circulaire, double ou simple brin
- les analogies de structure tridimensionnelle elgge protéines qui constituent la
particule virale
- dautres propriétés, comme le mode d'assemblageleosite de fixation sur la
bactérie.
En revanche, la nature de leur hGte n’est peu syppae en compte (Fauquet CM 20050
contraire des analogies structurales, le criteréhdemologie de séquence n’est utilisé que
pour la classification en genre, cette homologim#étrop faible pour classer les phages dans

les taxons supérieurs (Abrescia, Bamford et al2201

Parmi les 100 millions d’especes putatives de phaggulement 5568 ont été décrites
par microscopie électronique (Ackermann 2009). Paeties-ci, 5360 possedent une queue
et une capside icosaédrique. Ces phages apparitean&rdre desCaudovirales et sont
couramment appelés phages caudés. Les autres ploigpess (208 espéeces) sont

polyédriques, filamenteux ou pléomorphes (figure 4)

Il est intéressant de noter qu’'il existe de fortesnologies structurales entre des
familles de virus infectant les trois domaines duamt. Ainsi, les protéines majeures de
capside des phages de la famille désrpesviridag comprenant notamment les virus
responsables de I'Herpés et de la Varicelle chdartime, ont des repliements tres voisins
aux protéines majeures de capside des phagesrdesldesCaudoviralegBaker, Jiang et al.
2005). De plus, ce repliement n'est partagé paurei@utre famille de virus infectant les
Eucaryotes ou les Bactéries. Ceci suggere une @sce® commune a ces 2 groupes de virus.
Il a également été suggéré que certains virus tariéades Archées ont une ascendance

commune avec leSaudoviralegKrupovic, Forterre et al. 2010).
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Forme Aclt_je Famille Nombre d? | Caractéristiques | Exemples Morphologie
nucléique genres/espéeces
Myoviridae 6/1320 Queue_ T4
contractile
Phages
caudés, LTS
_ capside | ADN double | ;0 iidae | 7/3229 Queue longue | 1 o'
icosaédrique | brin linéaire non contractile Spp1
(Ordre des
Caudovirale}
T7, 029,
Podoviridae 4771 Queue courte P22/L,
sf6
brin Microviridae 4/40 . d, P ox174
circulaire capside non
enveloppée
Capside
ADN double contenant
brin Corticoviridae 1/3 plusieurs PM2
circulaire couches
lipidiques
Polyédrique Couche
AD.N .dquk.)le Tectiviridae 1/19 intérieure PRD1
brin linéaire L
lipidique
ARN _S|[nple Leviviridae 2/39 Tr(,es petits Ms2
brin linéaire génomes
ARN _dqut_)Ie Cystoviridae 1/3 Enveloppe 06, 012
brin linéaire lipidique
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ADN simple
brin Inoviridae 2/67 Filaments longs M13, fd
circulaire
. . Tiges longues
Filamenteux Lipo-
ADN double | thrixviridae Al al\_/ec env,e_loppe TVl
brin linéaire Ipoproteique
Rudiviridae 113 Tiges droites | oy 4
sans enveloppe
Pas de capside,
ADN double | Fuselloviridae 1/11 habitat : sourcesf SSV1 ; ,
Pléomorphe brin chaudes _.
circulaire -
- . 7\
Plasmaviridae 1/5 Pas de capside @

Figure 4. Classement et propriété des bactériophaget des virus d’Archaeal.e nombre
d’especes indiqué dans ce tableau correspond aunbreod’especes examinées par
microscopie électronique, il est tiré de (Ackerm&@®7). Les dimensions respectives des
différents exemples de phages présentés dans tanel« morphologie » ne sont pas
respectées. Les exemples de structures sont #répldage T5 (Effantin, Boulanger et al.
2006), T7 : (Agirrezabala, Martin-Benito et al. 3)0px174 : (McKenna, Xia et al. 1992)
PM2 : (Abrescia, Grimes et al. 2008), PRDXAbrescia, Cockburn et al. 2004ys2 :
(Golmohammadi, Valegard et al. 1993),: (Marvin 1990). Les images de microscopie
électronique a coloration négative sont tirées pleage TTV1 : (Zillig, Gropp et al. 1986),
SIRV-1 : (Zillig, Arnold et al. 1998), SSV1 : (Aritdy She et al. 1999).

Figure adaptée de (Ackermann 2009).

5-2 Morphologie des phages caudés

Les phages caudés possedent une capside de symeés&edrique ou pseudo-
icosaédrique et une queue (figure 5). En revanishe’ont pas d’enveloppe lipidique. Leur
capside contient un ADN double brin linéaire. Lgueue possede une symétrie hélicoidale.

Le site de fixation a I'héte se trouve au bout d#ecqueue.
L’'ordre descaudoviralescomprend 3 familles :

- Les siphoviridae (~3200 observations (Ackermann 2009), s6i% des especes
observées). lIs possedent une queue longue, fiegibhon contractile. La famille des

siphoviridaecomprend notamment les phage$iK 97, T5, SIO-2 et SPP1.
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- LesMyoviridae (~1300 observations, sd5% des espéces observées). lls possedent
une queue longue contractile. La famille dégoviridae comprend notamment les
phagesr4 et P2.

- LesPodoviridae(~750 observations, soit 14 % des espéces obserWiées)nt dotés

d’'une queue courte non contractile. Cette famienporte, entre autres, les phages

T7,P22 etd29.
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Figure 5. Morphologie des phages caudésSchéma illustrant la morphologie des phages des
différentes familles de l'ordre de€audovirales De gauche a droite : les phages T4
(Myoviridae, queue contractile), T5 (Siphoviridagieue non contractile) et T7 (Podoviridae,

gueue courte).
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5-3 La Capside des phages caudés

5-3-1 La symétrie icosaédrique

Les capsides des phages caudés sont constituéadtgses copies d’une (ou de deux
pour le phage T4) protéine majeure de téte, qunémt leur architecture icosaédrique, d'un
homo-dodécamere ayant une forme d’anneau formgmbried’'entrée et de sortie de I'ADN,
appelé portale, et parfois de protéines additidesglappelées protéines accessoires.
L’organisation a symétrie icosaédrique de la capsdt partagée par de nombreux virus
d'Eucaryotes et d'Archaea : il s'agit du type dactire qui permet, avec un seul type de
protéine, de maximiser le rapport volume sur sesfatonc d'avoir le plus d'espace possible

pour I'ADN en utilisant le moins possible de pro&s.

Un icosaédre (figure 6) est une figure géométridaet la forme est proche d’'une
spheére. Il est composé de 20 triangles équilatéidentiques et 12 sommets. Il possede un
ensemble d’axes de symétrie par rotation passargqracentre : 6 axes d'ordre 5, 10 axes

d’ordre 3 et 15 axes d’ordre 2. Un axe d’ordre éslectivement 3) signifie que la rotation
d’'un anglez?” (respectivemerﬁg) laisse la figure inchangée. Les axes d’ordrerti situés a

chaque sommet, les axes d’ordre 3 au centre d&@6 triangulaires et les axes d’ordre 2 au
milieu des 30 arétes. Un icosaedre est constitué0Odenités asymétriques. A partir d’'une
unité asymeétrique et en appliquant les symétriésgatemment citées, on construit I'icosaedre

entier (figure 6).
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Figure 6. Représentation simplifiée d’'une capsidecosaédrique Le motif ? représente
une unité asymetrique, qui est, dans les virusridagulation T=1, la protéine majeure de
capside. Les axes d'ordre 5 sont représentés parétoile verte, ceux d'ordre 3 par un

triangle bleu, ceux d’ordre 2 par un carré rouge.

5-3-2 Le nombre de triangulation

La plus simple capside a symétrie icosaédriqueobttnue avec 60 copies de la
protéine majeure de téte, qui est l'unité asymeéeide l'icosaédre. Cette protéine est alors
organisée en 12 pentameres, situés aux sommeisasaédre. Ces pentaméres sont en tous
points équivalents, tant chimiqguement que par rép@deurs interactions respectives. Les
protéines majeures de capside de tous les phagesust a capside icosaédrique sont
constituées d’'un nombre comparable d’acides amieggiron 300. Les capsides de plus
grande taille sont donc composées de plus de pesténajeures. L'unité asymétrique est
alors composée d’'un nombre de protéine supéridur@ nombre est appelé le nombre de
triangulation (Caspar and Klug 1962). La taille degpsides est donc caractérisée par le
nombre de triangulatio. Ce nombre indique également le nombre d'hexansires deux
pentameres a l'aide de la formule :

T=h>+k*+hxk
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ou h et k sont deux entiers positifs et non nuiings sur la figure 7. En effet, en plus des
pentameres formant les angles sommitaux, les agpsidnt le nombre de triangulation est
supérieur a 1 possedent des hexameres, plans,nolesafaces de I'icosaédre. Dans ce cas,
les protéines majeures d’une unité asymétriguedantiquement identiques mais ne forment
pas exactement les mémes interactions avec lessgutotéines majeures. Par exemple une
protéine majeure située dans un pentamere inteamgit 6 autres protéines majeures, alors
gu’'une protéine majeure située dans un hexameseagit avec 7 autres protéines majeures.
Cette légere variation de I'environnement physiborique des protéines majeures de

capside est appelée quasi-équivalence (CasparlagdlB62).

5-3-3 Cas des capsides oblongues

Parmi les 5530 phages caudés étudiés par micr@seectronique, 780 ont une
capside allongée, soit environ 15 % (Ackermann 200n parle alors de symétrie pseudo-
icosaédrique. Dans ce cas, il n’y a pas un maig dembres de triangulation. En effet, les 20
faces d'un icosaedre peuvent se decomposer enc&8 farmant les extrémités et 10 faces
formant la section intermédiaire. Le premier nomtbeetriangulation correspond a la section

terminale de la capside. Comme pour les capsidsadédriques, il vaut :

T=h®>+k*+hxk

Le deuxieme correspond a la section intermédiflise. définit comme étant égal a :

Q = hlhz + hlkz + klkz

Le nombre de protéines majeures de capdide déduit des deux nombres de triangulation :

N =30(T + Q)
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Figure 7. Le nombre de triangulation T. (a) Exemple d'un icosaédre avec un nombre de triangulation
égal a 13. 2 pentameres sont au minimum séparés par 3 hexameres dans I'axe des h et 1 hexamere
dans l'axe des k, d’ol son nombre de triangulation. (b) Quelques exemples d'icosaedres avec
différents nombres de triangulation. Entre parenthéese est indiqué le couple (h,k).
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6- Assemblage et maturation de la capside

6-1 Cycle de vie du phage

Le cycle infectieux commence par la fixation du tBaophage sur son récepteur
membranaire, puis par I'éjection de I'ADN de lasidg et son transfert dans le cytoplasme
bactérien. A ce stade, on distingue deux typesad#étiophages : les phages lytiques et les
phages tempérés. Les phages lytiques n’effectuemteycycle lytique, alors que les phages
tempérés, suivant les conditions d'infection, peiveffectuer les cycles lytiques ou

lysogéniques (figure 8) (Dodd, Shearwin et al. 2005

Lors d’'un cycle lytique la machinerie biosynthéggde la bactérie est détournée au
profit de I'expression du génome viral, permettsatréplication et la synthése des protéines
virales puis lI'assemblage de nouvelles particulgfectieuses. La libération des virions

s’effectue ensuite par lyse bactérienne.

Lors d’'un cycle lysogénique, le génome viral eségné au génome bactérien : il est
alors appelé prophage. Ce prophage est incapalde dipliquer de maniére autonome. Une
protéine appelée répresseur empéche la transoriples génes viraux. Le prophage se
répliqgue en méme temps que le génome bactérieren@apt, sous certaines conditions de
stress, le génome viral est excisé et « sort »hilantosome bactérien, ce qui enclenche le

cycle lytiqgue (Oppenheim, Kobiler et al. 2005).
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Figure 8. Schéma général du cycle de vie d’'un phagkes phages tempérés peuvent
effectuer les cycles lytiques et lysogenes, auraoetdes phages lytiques qui n’effectuent
que le cycle lytique.

25



6-2 Assemblage du virion

Le processus d’assemblage d’un virion infectieuxeesgrande partie similaire pour tous
les phages de I'ordre d€saudovirales(figure 9) (Aksyuk and Rossmann 2011). Il implique

plusieurs processus :

- la formation d’une proto-capside vide d’ADN, appefiFocapside.

- le retrait de la protéine ou du domaine « d’échddge » ayant permis la formation de
cette procapside

- l'accroissement du volume de la capside par urraggement conformationnel des
protéines majeures de capside. Ce changementustlest appelé expansion.

- I'entrée de 'ADN dans la capside, ce processust&@ncomitant avec I'expansion de
la capside

- un éventuel renforcement de la stabilit¢ de la idapspar ajout de protéines
accessoires ou par pontage covalent entre les rog&pss. Chez certains phages il y a
également fixation de protéines appelées protédeesiécoration. Le réle de ces
protéines n’est pas connu.

- la fermeture de la capside par une ou plusieurséipes appelées protéines de

fermeture.

Ensuite, chez leBodoviridae les protéines de queue sont attachées a la eagesid
maniére séquentielle (Camacho, Jimenez et al. 1%#er, Khayat et al. 2009). Chez les
Siphoviridaeet lesMyoviridaela queue est assemblée de maniére indépendastatfadhée

a la capside, au niveau de la portale.
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Figure 9. Schéma général des étapes de lI'assemblags capsides de phage caudé ainsi
gue les protéines impliquées-igure adaptée de (Steven, Heymann et al. 2005).

6-2-1 Formation de la procapside

La procapside est composée de la portale, de negltqgppies de la protéine majeure
de capside ainsi que de multiples copies d’'uneépretappelée protéine d’échafaudage. Chez
la plupart des phages, les sous-unités de la peotéajeure de capside ne peuvent pas s’auto
assembler en capside a la géométrie adéquate usangrotéine d’échafaudage nécessaire
pour « monter » cet assemblage (Fane and Pre\&0i@®). En effet, pour le phag9, une
mutation de la protéine d’échafaudage conduitfariaation de capsides isométriques, et non
allongées, qui sont donc trop petites pour encapsiensemble du génome phagique (Choi,
Morais et al. 2006). Chez le phage T4, 'absencedtt protéine conduit a la formation de
structures cylindriqgues de grande dimension, n@blegi pour la suite de I'assemblage du
virion (Kellenberger 1990). Pour le phage P22 caltgence induit d’'une part un assemblage
de particules aberrantes et d’autre part une wtebassemblage beaucoup plus faible
(Casjens and King 1974). Il a été récemment manied les interactions entre les protéines

majeures étaient plus faibles dans la procapsid@2@eque dans ces particules aberrantes. La
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protéine d’échafaudage, en interagissant sur plisiEtes de fixation de la protéine majeure,
permet de stabiliser la forme procapside (Zlotnikhanovsky et al. 2012). La structure de la
protéine d’échafaudage du phagl9 a été déterminée par cristallographie (Morais,
Kanamaru et al. 2003). Elle indique que cette jmetést un homodimere structuré en coiled-

coil qui interagit avec la protéine majeure de t@edes interactions ioniques (figure 10).

Chez les phages T5 et HK97 la protéine d’échafaaiadegst pas codée par un gene
séparé des autres genes de capside, mais cettomoatant assurée par une extension N-
terminale de la protéine majeure de capside apfmt@aine d'échafaudage (Duda, Martincic

et al. 1995; Huet, Conway et al. 2010).

(a) (b) (c)

Figure 10. Echafaudage de la procapside du pha@e9. (a) Structure cristalline du dimere
de la protéine gp7, protéine d’échafaudage2® (b) Coupe équatoriale de la reconstruction
a partir d'images de cryo-microscopie électronigiéela procapside de29. Cette coupe
montre I'échafaudage de la procapside formant dedes concentriques. (¢) En gris : coupe
axiale de cette reconstruction. En rouge : strectcristalline de gp7 inséré dans cette
reconstruction.

Figure adaptée de (Morais, Kanamaru et al. 2003).

Les mécanismes par lesquels la protéine d’échafeudait sur la forme de la
procapside sont malgré tout mal connus, de mémdeguetapes menant a la formation de la

procapside. Il est probable que I'assemblage sii¢idepuis la portale (Valpuesta and
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Carrascosa 1994). Cette structure, par laquélleN! entre et sort de la capside, est formée
par douze copies de la protéine portale (JohnsdrCaiu 2007). Chez T4, elle interagit avec
la membrane bactérienne via une protéine échafaugagplémentaire, et I'assemblage
s’effectue a partir de ce point de nucléation (Miaoth, Zachary et al. 1989). Cependant, cet
ancrage a la membrane des procapsides durantdseimbalage n’'a été démontré chez aucun
autre phage. De plus, certains phages, comme PRZRA (Dokland, Wang et al. 2002) et
HK97 (Duda, Martincic et al. 1995) peuvent formesdrocapsides sans la présence de la
portale. Mais bien sUr, ces procapsides ne pewpanencapsider 'ADN et donc former des

virions infectieux.

6-2-2 Maturation de la capside

Apres la formation de la procapside, les domainepmtéines échafaudages sont
éliminés de la capside. Dans le cas des bactégeslp29 (Bjornsti, Reilly et al. 1983), T7
(Cerritelli, Conway et al. 2003) et P22 ces pratéisortent intactes de la capside et chez P22
elles peuvent étre réutilisées plusieurs fois passemblage d'autres procapsides (King and
Casjens 1974). Chez le phagg9, la sortie de cette protéine pourrait étre itepiar ses
interactions avec I’ADN, et serait donc concomigaavec I'encapsidation de celui-ci (Morais,
Kanamaru et al. 2003). Chez les phages HK97 APZ4 et T5 les domaines ou protéines
échafaudages sont découpées par une protéaseghigitgliminées avant I'encapsidation du

génome et I'expansion de la capside (Aksyuk andsiRasn 2011).

Le transfert de 'ADN dans la capside est assuréipaomplexe enzymatique appelé
terminase. Elle comprend deux sous-unités : une-goité appelée petite terminase qui
reconnait I'’ADN a encapsider et d’une sous uniti@lgtique appelée grande terminase dont

I'activité ATPase fournit I'énergie pour transpartd&DN dans la capside a travers la portale.
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La force produite par les terminases des phad®s A et T4, mesurée par pinces
optiques, est supérieure a 60 pN ; la vitesse djgsidationn vitro quant a elle varie selon la
guantité de génome a encapsider, de 29 ,(taille du génome : 19,3 kbp ) a 1800 (T4, aill
du génome : 168,9 kbp) paires de bases par seqoemhesttant une encapsidation du génome
entier en 2 a 3 minutes (Casjens 2011; Smith 2QkLprande terminase possede également
une activité DNAse, qui clive les concatémeres dWWproduits par la réplication de 'ADN

viral, permettant I'entrée d’'une unité de génommsdzhaque capside (Rao and Feiss 2008).

La structure atomique de la protéine constituangrende terminase du phage T4,
gpl7, a été déterminé par cristallographie et leonstruction par cryo-microscopie
électronique de la procapside de T4 complexé avéerininase montre que cette derniere est
un pentamere de gpl7 figure 11 (a). La structurdadeetite terminase d’'un phage de la
famille desPodoviridae sf6, a également été résolue par cristallograffigiere 11(b)) (Zhao,
Finch et al. 2010). Elle suggere qu’elle forme umeau situé en dessous de la grande

terminase, qui elle-méme se fixe a la portale.

L’étape d’expansion consiste en un réarrangemeunttatal de la capside qui se
traduit par un accroissement d’environ 50% du va@umeérieur de la capside. Les détails de
cette étape, qui est nécessaire a I'encapsidaidowt le génome du phage, sont développés

dans la section 6-3.
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Figure 11. Structures cristallographiques d'une pdate et d’une grande terminase.(a)
Les structures cristallographiques de la portalepdage SPP1 (en rouge) et de la grande
terminase du phage T4 (domaine N-terminal en uejaune, domaine C-terminal en cyan)
sont insérées dans la carte de densité électrodigwemplexe procapside-grande terminase.
Cette carte de densité électronique a été obteauerpo-microscopie. La grande terminase
correspond a un pentameére de la protéine gplhaknha droite, vu en coupe du domaine N-
terminal de ces protéines, ce domaine ATPase folgnergie nécessaire a I'encapsidation.
En bas a droite, le domaine C-terminale permetalger I'ADN concamérique une fois
'encapsidation du génome complet achevé. (b) &tracristallographique (résolution : 1,65
A) de la petite terminase du phage sf6, un phagargnant a la famille déodoviridae Les
huit monomeéres de la protéine gpl sont coloriés ave couleur différente. Cette structure
montre un anneau dont le centre forme un tunnellgoael pourrait traverser I'ADN. (a) :
figure adaptée de : (Sun, Kondabagil et al. 2008) ; figure adaptée de (Zhao, Finch et al.
2010).
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Apres les étapes d’encapsidation de 'ADN et d’'ewgian, il existe chez certains
phages un processus de stabilisation de la cap€dez HK97, cette stabilisation est
effectuée par un pontage auto-catalytique qui faleseliaisons covalentes entre les protéines
des capsomeéres adjacents, générant un réseau eledipin mail» ou cotte de malilles,
indispensable a la viabilité du phage. Chez legebd4, L ef, les protéines SOC, DEC et
gpD patrticipent a sa stabilité en se fixant aurrfiaices entre trois hexameres et en les liant
ensemble (figure 34). Cependant, si la présengpbeest indispensable pour I'encapsidation
de tout le génome dek (Fuller, Raymer et al. 2007), les protéines SOMEC ne sont
indispensables que pour la stabilité des particuleles a des pHs et des températures

extrémes.

Certains phages fixent, a la surface de leur capsdies protéines appelées protéines de
décoration, qui ne sont pas indispensables a timfsité et pour lesquelles aucun effet
stabilisateur n'a été mis en évidence. La décaralies capsides est traitée dans la troisieme

partie de cette these.

6-2-3 Etapes finales de I'assemblage du virion

La derniére étape de lI'assemblage de la capsideaefgrmeture par des protéines
spécifigues qui constituent également le site datibn de la queue, terminant ainsi
I'assemblage du virion infectieux. Le cas le migécrit est celui du phage SPP1 pour lequel
deux homo-dodécameres appelés connecteur et bo(Chimva, Gowen et al. 2003; White,
Sherman et al. 2012)Ces deux dodécameéres forment avec la portaleomplexe appelé
“barriere” (hote : « gatekeeper » en anglaiqui permet d’empécher la sortie prématurée de

'’ADN hors de la capside (figure 12). La capsideagh P22 est, elle, fermée par deux
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protéines connecteurs (gp4 et gpl0) et une protéauehon (gp26) (Olia, Bhardwaj et al.

2007).

(@ (b) (€)

Figure 12. Représentation des protéines formant lportale, le connecteur et le bouchon

du phage SPP1(a) Représentation de la protéine gpl5 formardnneau dodécamerique, le
connecteur. La structure de la protéine gpl5 saut¢é obtenue par RMN. Ce modéle du
connecteur est inséré et contraint dans sa cartgdedsité électronique obtenue par cryo-
microscopie électronique. (b) Représentation depidatéine gpl6é formant un anneau
dodécamérique, le bouchon. La structure de la imtp16 seule a été obtenue par RMN. Ce
modele du connecteur est inséré et contraint daarse de densité électronique obtenue par
cryo-microscopie électronique. (c) Vue d’ensembds @tructures pseudo-atomiques de la
portale (en bleu), du connecteur (en magenta) dicdichon (en vert) obtenus par RMN et
contraints séparément dans leur carte de densiéa@hique correspondante. Figure adaptée
de (Lhuillier, Gallopin et al. 2009).

Il existe 4 familles de protéines de fermeture aydes repliements similaires. La
premiere comprend la protéine gpl5 du phage SRPdrotéine gp6 du phage HK97 et la
protéine gp4. Les 3 protéines connues de cettdléastint des connecteurs constituées de 3
ou 4 héliceso entourant un cceur hydrophobe (figure 13 (a)). kaxdeme famille est
composeée de petites protéines analogues a la mpeotgW, protéine bouchon du phage

(Cardarelli, Pell et al. 2010). Cette protéinefesinée de deux hélicesreliées par un brifi
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(figure 13 (b)) (Maxwell, Yee et al. 2001). Les mioes de la troisieme famille partagent un
repliement en tonneghti ainsi que de grandes boucles non structuréeg®irobiles (figure
13 (c)). Au contraire de la protéine gpl6 qui esbduchon de la capside de SPP1 (Lhuillier,
Gallopin et al. 2009), la protéine gpFll n'est peExessaire pour éviter la sortie de 'ADN de
la capside du phade La fonction putative de cette protéine qui se f&xr la capside pleine
de X apres la protéine gpW est de former une interfammessaire a la fixation de la queue
(Cardarelli, Pell et al. 2010). La quatrieme famille protéines de fermeture est composée de
protéines de phage a queue courte. Ces protémegmsisent en trimeres pour former de fines
aiguilles qui ont deux fonctions : celle de ferntercapside et celle de percer I'enveloppe
bactérienne de I'hote et ainsi de former un congloitr le passage de '’ADN phagique vers le
cytoplasme bactérien (Bhardwaj, Walker-Kopp et28I09). La protéine gp26 du phage P22
est 'exemple le mieux caractérisé de cette fandieprotéines ; elle est formée par deux
hélicesa surenrouléescpiled-coil) séparées par une héliget mesure 248 de long (figure

13 (d)).

6-3 L’expansion de la capside des phages caudés

L’étape d’expansion a été étudiée chez des phagestanant aux trois familles des
Caudovirales : chez HK97 (Hendrix and Johnson 20412) (Dokland and Murialdo 1993)
(siphoviridag, chez T4 (Ray, Oram et al. 2009yoviridag et chez P22 (Jiang, Li et al.
2003) podoviridag. C’est une étape vraisemblablement incontournddies la formation des

capsides de tous les phages caudés.
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Figure 13. Structures atomiques de protéines appaghant aux 4 familles de protéines de
fermeture. (a) Structures atomiques des monomeres des mest@pl5 (gauche), gp6
(centre) et gp4 (droite) des phages SPP1, HK922t R structure de gpl5 a été obtenue par
RMN (Cf. figure 12) (Lhuillier, Gallopin et al. 200, les structures de gp6 et gp4 ont été
déterminées par cristallographie (Cardarelli, Lanale 2010) (Olia, Prevelige et al. 2011).
(b) Structure atomique du monomeére de la protép/ glu phage\, obtenue par RMN
(Maxwell, Yee et al. 2001). (c) Structures atomgwkes monomeéres des protéines gpl6
(gauche) et gpFll (droite) des phages SPPIL €les structures ont été obtenues par RMN
(Lhuillier, Gallopin et al. 2009) (Maxwell, Yee at. 2002). (d) Structure cristallographique
du trimére de gp26, formant le bouchon de la capsid phage P22 ainsi que l'aiguille
permettant de percer I'enveloppe bactériennesdienonella entericdors de son infection
(Olia, Casjens et al. 2007). Codes d’accession :pgpl5 (SPP1) : 2KBZ, gp6 (HK97) :
3JVO, gp4 (P22) : 3LJ4, gpW)(: 1HYW, gpl6 (SPP1) : 2KCA, gpFIh): 1KOH, gp26
(P22) : 2POH. Figure adaptée de (Tavares, ZinrinJasal. 2012).
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De nombreuses études cinétiques et structuralgghéonomene d’expansion ont été
réaliséesin vitro sur le systeme modele de la capside du phage HE8ite procapside
modele est uniguement constituée de la protéineurajde capside gp5 et elle ne contient
pas la protéine portale. Elle est obtenue par goession chek. colide gp5 et de la protéase
de maturation qui clive le domaine d’échafaudagetteC procapside est appelée P-2.
L’expansion peut étre déclenchée vitro par de nombreux traitements chimiques (urée,
glycérol, chloroforme...) (Duda, Hempel et al. 1998),physico-chimiques, en particulier
I'acidification a pH 4 (Hendrix and Duda 1998). &lpeut également étre induite par

chauffage sur la procapside du phage P22 (ParkiePeevelige 1998).

6-3-1 Déclenchement de I'expansion et lien avec I'e ncapsidation de ’ADN

Des expériences d’encapsidation effectuées in vingec le phag@ montrent une
forte baisse de la vitesse d’encapsidation lorswiren 30% du génome est encapsidé
(Fuller, Raymer et al. 2007). Cette baisse de s#t@sété interprétée comme une conséquence
de I'expansion de la procapside. Cette interpiatadist étayée par une étude antérieure, qui a
montré par microscopie électronique que I'expansimervient quand 10 a 50% de 'ADN
phagique est encapsidé (Murialdo 1991). L’expansiemit donc initiée par I'encapsidation
de I'ADN. La structure de la procapside aprés ¢jevalu domaine d’échafaudage du phage
HK97 (Prohead Il, ou P-2) a été résolue par ct@jedphie (Gertsman, Gan et al. 2009). Elle
montre que la surface interne de la procapsideasposée majoritairement d’acides aminés
acides, ce qui crée une charge négative globadatige dans la procapside de I’ADN, chargé
négativement, pourrait tres vraisemblablement cné®e perturbation qui induirait son
expansion. Par ailleurs, il a été montré que I'espanin vitro de la procapside de P22 était
inhibée par une forte concentration en chlorureaium, ce qui suggere que cette expansion

est induite par des interactions électrostatigBeskier and Prevelige 1998). De plumsyivo,
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l'initiation de l'encapsidation de 'ADN de T4 esécessaire et suffisante pour provoquer
'expansion des capsides (Jardine, McCormick et 1#898). Dans [I'état actuel des
connaissances, I'hypothese la plus probable est doe le phénoméne d’expansion soit

provoqué par la répulsion électrostatique entr®RPet les acides aminés tapissant l'intérieur

de la capside.

L’hypothese que I'expansion pourrait fournir unetipade I'énergie nécessaire pour
encapsider 'ADN a également été proposée (Senid®3)2 Cependant, les capsides
expansées du phage T4 sont compétentes pour I'sdadipnin vitro, cette étape n’'aurait

donc pas besoin d’'un éventuel apport énergétiqgnantaede I'expansion (Jardine, McCormick

et al. 1998).

6-3-2 Les étapes d’expansion du phage HK97

Expansion

Protéolyse du domaine
d’échafaudage

coat subunit (gpS)
hexons & pentons

il AR
TeNid P
k- ASSEMBLY ?
) d
)
¥/

protease

portal (gp4)
(gp3)

Pontage inter-capsomere

Figure 14. Vue d’ensemble de I'assemblage et deXpansion de la capside du phage
HK97. Les différents intermédiaires dans la formatienalcapside expansée (H-2, a droite)
a partir des protéines isolées (a gauche) song Wamire : la procapside avec (P-1) et sans
(P-2) le domaine d’échafaudage, le premier étatimédiaire de I'expansion (E-1) et I'état dit
« ballon » (E-4). L'étape d’expansion permet decfaiasser le diameétre de la capside de 540
A (P-2) a 660 A (H-2), soit un doublement de volurfigure adaptée de (Veesler, Quispe et

al. 2012).
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Le processus de maturation in vitro de la capsidplthge HK97 est particulierement
bien décrit. La premiere transition apres acidifaratransforme la procapside P-2 en un état
intermédiaire appelé EI-1 (figure 14). Cet étatlEdst plus grand et plus anguleux que I'état
P-2. Des études par diffusion des rayons X auxspetigles (SAXS) ont montré que la
transition intervient de maniére stochastique surmpbpulation de procapsides, sans état
intermédiaire détectable. A partir de I'état El‘dtablit un réseau de pontages covalents entre
les protéines des capsomeéres adjacents (figureALpartir d'un nombre critique de pontages
formés (~60%), la capside est soumise a un changestractural important consistant en une
nouvelle augmentation de sa taille et conduisanh@& forme arrondie. Cette capside est
appelée ballon ou EI-4. A ce stade tous les postageéte effectués, sauf ceux qui relient les
pentameres aux hexamerds.vitro, la formation de ces pontages doit étre initiée ypse
neutralisation a pH7. Aprés formation des dernpoatages, la capside acquiert sa forme

définitive, elle est appelée H-2.

En plus de la structure de la procapside P-2,ttestares atomiques des formes EI-4
et H-2 ont été résolues par cristallographie (Gpeir et al. 2006). De plus, la structure de
I'état intermédiaire E-1 a été récemment détermpaecryo-microscopie a une résolution de
9.3 A (Veesler, Quispe et al. 2012). Ces donnéesigttent de visualiser les changements
structuraux qui ont lieu durant I'expansion. Aueau de la protéine majeure de capside, il y a
peu de changement de structure secondaire, a pjeanenotable de torsions de 3 bripet
d’une flexion concomitante au déroulement partiahd hélicea (figure 16 (a)) (Gertsman,

Gan et al. 2009).

Les changements de structure quaternaire des caps®sont en revanche saisissants
(figure 16 (b) et (c)). Dans la procapside P-2destéines majeures sont orientées de facon
radiale par rapport a la surface de la capsides @oe dans la capside expansée H-2 ils sont

tangentiels a cette surface. Il en résulte queal&geur de H-2 est beaucoup plus faible que
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celle de P-2 (20 A contre 40 A). Les hexaméres dedtant aplatis, ils occupent une surface
plus importe que celle de P-2, permettant a laidapsxpansée d’avoir un volume presque
deux fois supérieur a celui de la procapside. D&apart, dans la procapside P-2 le principe
de quasi equivalence n’est pas respecté : les ram’ont qu’'un pseudo axe de symétrie
d’ordre 2 et sont donc obliques. L'apparition dexé de symétrie d’'ordre 6 au centre des
hexameéres s’effectue des la transition vers |'étaermédiaire EI-1. En revanche les

interactions entre les différents hexameéres somarguablement stables durant toutes les
étapes de I'expansion, ce qui participerait a &biité des capsides malgré les importants

réarrangements structuraux induits par ce processus

Le processus d’expansion a également été étudépdiint de vue structural par cryo-
microscopie électronique et reconstruction sumlesges\ (Lander, Evilevitch et al. 2008),
T7 (Agirrezabala, Velazquez-Muriel et al. 2007;dgriVelazquez-Muriel et al. 2011) et P22
(Chen, Baker et al. 2011). Comme pour le phage HK®@8% reconstructions montrent un
important amincissement de la capside durant I'esioé. Les modeéles quasi-atomiques des
capsides avant et aprés expansion ont été déterraipartir de ces reconstructions et de la
structure de la protéine majeure de capside de H#®F. Ces modeéles indiquent notamment
gue la symétrisation et I'aplatissement des hexesn@uarant I'expansion, processus ayant été
observés pour le phage HK97, sont également peesemtir les phageg, T7, P22.
Cependant, aucune structure cristallographiqueagside ou de protéine majeure de capside

n'a pu étre obtenue chez d’autres phages caudadK@ie.
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Figure 15. Pontage inter-capsomére de la capside dedK97. (a) Structure
cristallographique de la protéine majeure de capdiel HK97. Cette structure est issue de la
structure de la capside expansée (H-2). Les acdesés glutamate E363, lysine K169, et
asparagine N356 participent au pontage inter-capsmryant lieu pendant I'expansion. lls
sont respectivement coloriés en orange, rougeeet ) Schéma de la réaction chimique du
pontage entre la lysine K169 et I'asparagine N3B6tte réaction est catalysée par le
glutamate E363. (c) A gauche : vue d’ensemble @is trapsomeres adjacents. Les triangles
représentent les quasi-axes de symétries d’ordfeddoite, vue zoomée de l'interface entre
les trois capsoméres, montrant les acides aminggjués dans le pontage.

(@) et (c) : figure adaptée de (Dierkes, Peebled.e2009), (b) : figure adaptée de (Wikoff,
Liljas et al. 2000).
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Figure 16. Changements structuraux de gp5 et des Xmméres de gp5 durant
I'expansion. (a) Représentation de la structure atomique de gp® idsua procapside (P-2)
et de la capside expansée (H-2). Les trois flissibissant une torsion lors de I'expansion
sont coloriés en rouge ; I'hélice subissant une flexion concomitante a son déroulemen
partiel est coloriée en bleue (b) Vue d’'une unisgnaétrique (c’est a dire sept protéines
majeures gp5 : six formant un hexameére et une idsuepentamere) de la capside de HK97
a différentes étapes de I'expansion. De gaucheidedet de haut en bas : procapside (P-2),
état intermédiaire (EI-1), état ballon (El-4) etps@e expansée (H-2). (c) Les mémes
structures sont vues de profil. La structure déat’éntermédiaire EI-1 a été obtenue en
contraignant la structure d’'une protéine majeustigsde la P-2 dans la carte de densité
électronique de I'état intermédiaire. Cette cameddnsité a été obtenue par reconstruction a
partir d’images de cryo-microscopie électroniqueés@iution: 9.3 A). Les deux
représentations correspondantes ont été adaptgd&edsler, Quispe et al. 2012). Les autres
structures ont été obtenues par cristallographi2 :(PGertsman, Gan et al. 2009)), El-4 et
H2 : (Gan, Speir et al. 2006)). Figure crée avdodeiel Pymol, en utilisant les coordonnées
de la banque de données PDB (P-2 : 3E8K, EI-4 P2&6H-2 : 2FT1).

7- Le bactériophage T5

7-1 Présentation

T5 est un phage lytique qui infedke coli. Il appartient a I'ordre deSaudovirales Il
posséde une queue longue non contractile ce qulasse dans la famille d&yphoviridae
(figures 5 et 17). Cette queue mesure 2500 A dgulear et est formée par I'empilement de
40 trimeres de la protéine majeure de queue, pffantt, Boulanger et al. 2006). Cette
organisation est atypique parmi les phages domidaie présente habituellement une symétrie
hexamérique. La partie distale de la queue eststmieture complexe formée d'une partie
conique et d’'une fibre centrale au bout de laquedlesitue la protéine pb5, qui se fixe au
récepteur bactérien FhuA, induisant I'ancrage dagphdans I'enveloppe bactérienne et
I'éjection de I'ADN (Letellier, Boulanger et al. 2@). T5 posséde une capside icosaédrique

d’environ 900 A de diamétre contenant son génomme ADN double brin de 121 kpb,
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compacté en structure quasi cristalline. Cetteidapsle triangulation T=13, est composée de
775 copies de la protéine majeure de téte, pb&stiép en 11 pentameéres et 120 hexameres,
et de la portale, un oligomere formé de 12 copeéekagrotéine pb7. La structure des capsides
expansées vides et pleines d'ADN a été résoluecparmicroscopie et reconstruction
d'image avec respectivement une résolution de P® &t (Effantin, Boulanger et al. 2006)

(figure 19 (a) et (b)).

Figure 17. Présentation structurale du phage T5Au premier plan représentation du
phage T5 a partir des structures résolues de neamédépendante de la capside, du tube
hélicoidal et de la partie distale de la queue. dtesctures de la capside et du tube ont été
déterminées a l'aide de cryo-microscopie électnomiqcelle de la pointe distale par
microscopie électronique a coloration négative g, Boulanger et al. 2006). Le
connecteur ainsi que les différentes fibres de gusant représentées schématiquement en
jaune. En arriére-plan: Cliché de microscopie électronique par coloratizégative de
plusieurs phages TEn haut a droite Vue de la section centrale de la reconstruction
tridimensionnelle de la capside pleine d’ADN de Tgermettant de visualiser 'ADN
compacté sous une forme quasi-cristalline. Figuteptée de (Effantin, Boulanger et al.
2006).

pb8 et la protéine majeure de capside de HK97 gpprésentent que 18% d’identité
de séquence, mais possedent tres vraisemblabldmenéme repliement (figure 18). Ce

repliement est commun a plusieurs phages appattesan 3 familles de l'ordre des
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Caudovirales, notamment les phages P22 (Jiang,dli 2003), T7 (lonel, Velazquez-Muriel
et al. 2011), T4 (Fokine, Leiman et al. 2005)p29 (Morais, Choi et al. 2005). Il existe
cependant une différence notable entre ces deugipes : les acides aminés impliqués dans
le pontage inter-capsomere du phage HK97 ne senpigsents dans le phage T5. Un modéle
de la capside de T5 utilisant la structure desarapses de gp5 a été effectué (figure 19 (c)).
Ces capsomeres s’inseérent parfaitement dans ka dartiensité électronique de la capside de
T5, a I'exception de la boucle E{oop, voir figure 15 (a)) responsable du pontage chez
HK97. Au centre de chacun des 120 hexameres ldtéarisst pas occupée par la protéine

gp5 ; elle correspond a la protéine de décoraibh(, dont la fonction est inconnue.

pb8 174 FYETIFSQRIRIRDLQKHREVVGARFEELPMSSKIETVLVEPDAGKATWVAAS
gp5 116 LIOPMOIPGISIMPGLRAYTIRDEL AQGRTERNAE YVRIZEVFTNNAD- - - -
-arm

pb8 224 ' TYGTDTTTGE[EVKGALKEIHFSTYKLAAKSFITDETEERATFS[ELPLLRK
gp5 162 |-VVAEKALKPIESDITFSKQTANVKTIZHWVQASRQVMD-APMEQSYINN

pb8 274 TEAHAVSIFEEAFM S[€-KP| LT-LASEDSAKVVTEAKADGSVL
gp5 210 YGLELKE GQLLN; DNLE{EANKVA-T---[---YDTSLNATGD
pb8 322 VTAKTHSKLRRKLGRHGLKLEKLIEIVSMDAYY E[)E[EWQDVAQV-GN
gp5 253 TREDI HATIYQVTESEFSASGI\JANPRDWHNI INIEGRYIFGGPQ-
pb8 371 DSVKLQGQ-VGRLY]| VSEYFPAKANSAE| IVYKDNFVMPRQRAV
gp5 302 - AFTSNI PTKAQAL- - - - G GGFDMASQVWDRMDA
pb8 420 RE[N--Q--AGMQRDAYYVTQRXVNEQRY(FANGVVS[EIIYAAS 458
gp5 342 SIHEDRDNFVNMLTILCEERLABAHYRPTALL FSSGS 385
(@) (b)

Figure 18. Analyse de séquence de la protéine pb@) Alignement de séquence du
domaine mature de pb8 (acides aminés 174 a 458)lay@otéine gp5 du phage HK97. Cet
alignement exclut les 14 acides aminés N-termirdripb8 et a été effectué manuellement a
partir de la structure cristallographique de gp&dé pdb : 2ftl) et du modéle structural de
pb8 obtenu a l'aide du serveur PHYRE (Kelley andri@ierg 2009) (b). Le bras N et la
boucle E sont encadrés respectivement en rougeretRigure adaptée de (Huet, Conway et
al. 2010).

Comme pour le phage HK97 (Conway, Duda et al. 189%ontrairement aux autres
phages caudés étudiés jusqu’alors, le domainetgtalice la protéine majeure de capside de
T5 est fusionné a un domaine d’échafaudage, app€lémaine, qui n'est pas codé par un

géne séparé. Ce domaine de 159 acides aminésvéspat la protéase de maturation pbll
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apres l'assemblage de la procapside. Bien que ex@s dbmaines ne soient pas homologues,
ils sont tous les deux prédits avec un repliemantdices surenrouléesdiled-coi) (figure

20 (a)).

Hexamere

pb10 Pentameére

(@) (b) (€)

Figure 19. Structure de la capside de T.5a) Reconstruction tridimensionnelle de la cagpsid
pleine d’ADN du phage T5 a partir de clichés deoemyicroscopie électronique (résolution :
20 A). Les 775 copies de la protéine majeure dsidapb8 sont coloriées en bleu, les 120
copies de la protéine de décoration pb10, situéesatre de chague hexamere, sont coloriées
en rouge. (b) Vue en coupe de la reconstructionéoiente. Les fleches noires pointent vers
les couches de I'ADN compacté dans un état quasdtatin. (c) Représentation des
capsomeres de la capside de HK97 insérés danstéadeadensité électronique de la capside
de T5 (en gris). La densité non occupée par gubquée par la fleche noire, correspond a la
protéine de décoration. Figure adaptée de (EffaBtmlanger et al. 2006).

7-2 L’assemblage in vitro de la procapside

La protéine pb8 dotée de son domaine d’échafaudgip8p), produite par
surexpression chez E. Coli et purifiée par chrografohie d’affinité se présente a I'état de
capsomere (hexameére et/ou pentameére) (Huet, Comtvaly 2010) (figure 20 (b)). L'auto-
assemblage vitro de ces capsomeéres est régulé par la concentatitcons monovalents et

divalents ; suivant ces concentrations cet asseyalgaut conduire a la formation de tubes ou
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de procapsides (figure 20 (c) et (d)). Comme pesrphages HK97, P22, T4 eR9, la
séquence de la protéine pb8p contient donc tomferlmation nécessaire pour s’assembler en

procapside, sans la présence de la portale.
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Figure 20. Domaine d’échafaudage et assemblage intro de pb8. (a) Prédiction de
domaines en hélices surenrouléesiléd-coi) des protéines pb8 (haut) et gp5 (bas). Les 160
(pb8) et 104 (gp5) premiers acides aminées cornelgpt auA-domaine. (b) Capsomeéres de
pb8p visualisés par microscopie électronique aratitm négative. La barre représente
50 nm. (c) Visualisation par microscopie électraleich coloration négative de tubes de pb8.
Ces tubes sont formés aprés incubation pendansemeine des capsomeres de pb8p dans
une solution contenant 100 mM de NaCl. La barreéssnmte 100 nm. (d) Visualisation par
cryo-microscopie électronique d’'une procapside 8e formée par incubation pendant 24
heures des capsoméres de pb8p dans une solutimnaon10 mM Tris pH 7.6 et 40 mM
CaCb. La double fleche noire montre une structure tadmesurant 20nm de long, le
domaine d’échafaudage. Cette procapside est compaer la procapside sans le domaine
d’échafaudage (e), obtenue par infectioBsttherichia Coliavec un mutant de T5 incapable
d’encapsider 'ADN (mutant AMN5, (Zweig and Cummi@973)). La barre représente 25
nm. Figure adaptée de (Huet, Conway et al. 2010).
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Il - Introduction méthodologique

1- La diffusion des rayons X aux petits angles

La diffusion des rayons X aux petits angles est mé¢hode couramment utilisée en
biologie structurale pour étudier, a basse réswiyties macromolécules ou les assemblages
de macromolécules en solution. Elle permet de ohiéter la masse molaire, la taille et la
forme des objets étudiés. Elle est complémentage chéthodes structurales a haute
résolution, comme la cristallographie. Contrairetn&rcette derniere, elle ne nécessite pas
'obtention de cristaux. Elle permet notamment dia&rir des informations sur des
changements structuraux en réponse a des varial®marametres externes et permet une

étude résolue dans le temps de ces changemertisisdox.

1-1 Rappels historiques

La diffusion des rayons X aux petits angles dédié&a caractérisation d’objets
biologiques est aujourd’hui une méthode bien étafplii a nécessité plusieurs décennies de
développement. Les rayons X, a la base de cettaitpe, ont été découverts en 1895 par le
physicien allemand Rdntgen, ce qui lui vaudra kenper prix Nobel de physique en 1901.
Dans les années 1930, André Guinier mit au poietairambre de diffraction des rayons X,
appelée "chambre de Guinier", permettant d'étulfiediffusion des rayons X au voisinage
immédiat du faisceau incident, c’'est-a-dire auxetitp angles » (Guinier 1938). Les
premiéeres expériences de SAXS effectuées sur demlitons biologiques ne permettaient

que la détermination de parameétres simples, corameybn de giration (Guinier and Fournet
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1955). Cette technique a ensuite beaucoup progragseé I'utilisation du rayonnement
synchrotron (années 1970) puis avec l'apparitioardihateurs de bureau de puissance
suffisante (années 1980-90) et le développemergragrammes permettant I'interprétation
des données de SAXS et la modélisation struct@rgiartir de ces données, notamment la

série ATSAS, initite par D.Svergun a I'EMBL de Hawuby (ttp://www.embl-

hamburg.de/biosaXs(Petoukhov, Franke et al. 2012).

1-2 Théorie de la diffusion des rayons X aux petits angles

Le principe du SAXS repose sur l'interaction entrefaisceau de rayons X ayant une

longueur d’onde de I'ordre de I'angstrém et lestlins composant I'objet étudié.

1-2-1 La diffusion par deux électrons

Prenons le cas de deux électrons, respectivemeseplen O (origine) et en B
(coordonnéeg) (Figure 21). La source de rayons X est supposés Mintaine, et

I'observation se fait a I'infini, donc les faisceaincidents et diffusés sont paralléles. Le
vecteur d’onde de l'onde incidente va_;dt celui de l'onde diffusée suivant l'angled 2

vautEl. La diffusion étant élastique, la norme du vectéande de I'onde incidente est égale

a celle du vecteur d’onde de I'onde diffusée :

ol = | =
ol = [Fa =5
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tront d’onde

Détecteur

Figure 21. Trajet de deux rayons diffusés par deuglectrons situés en O et en B.

La difféerence de marche optique vaut :
Al = HB + BH' = A*.§y — A7.§; = —A7.§

kKo - _ ki

aVGC.g‘)O:ﬁ,Sl:;etS‘):S‘)l—S‘)O

%

S0
RN, —
S1 S

Le déphasage entre les deux ondes est donc :
Ap = =2n 7.5 =—q4.7

avecq = 2ms
L’amplitude de diffusion par un électron de cooméesr vaut alors :

F(§) = Aofe a7
ou f est le facteur de diffusion de I'électron &§ I'amplitude de I'onde incidente. Nous

considérerons dans la suite qugf = 1.
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1-2-2 La diffusion par N électrons

On considére maintenant la diffusion par une paldiconstituée dé&l électrons de
coordonnées respectivgs(figure 22). L'amplitude de diffusion de la supesjiion de toutes

les ondes diffusées est:

= YYVVVYY

&
=

Figure 22. Schéma de rayons X arrivant sur une stieture de N atomes.

En réalité, les électrons sont délocalisés autesrrbyaux atomiques. On considére
donc la densité électronique de I'objet irradi@), égale au nombre d’électrons par unité de
volume. Le grand nombre d’électrons de la particumjpose le passage au continu, la somme

se transformant en intégrale, on obtient donc:

F(@) = f p(P)ei87qy
74

Cette amplitude est donc la transformée de Fodeda densité électronique.
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1-2-3 Diffusion d’une particule en solution

En pratique les particules étudiées sont en soluti®e qui nous intéresse est la
diffusion des rayons X liée aux particules d’inté&g€non la diffusion liée aux molécules du

solvant :

F@ = [ 0@ = p e iav 1)
%4
ou p, est la densité électronique du solvant, estiméename.

Les particules étudiées sont soumises a l'agitatimermique ; durant le temps
d’exposition aux rayons X (environ une secondels earticules possédent toutes les
orientations par rapport au faisceau de rayonseXplDs toutes les molécules étudiées ont des
orientations difféerentes par rapport a ce faiscedunsi seule la moyenne sphérique de

I'intensité diffusée est accessible expérimental@me

I(q) = (1(@) = (F(QF" (D) (2)

4msin(0)

ou F*(q) est le complexe conjugué de I'amplitude de diffaset g = |g| = . La
longueur d’'ondet est constante lors d’'une expériencaiaif) ~ 6 aux petits angles, q est

donc proportionnel au demi-angle de diffuston

Deux conditions sont requises pour une analyseeci@rdes courbes de diffusion :
l'idéalité et la monodispersité de la solution. Usution est dite idéale s'il n'y a pas
d’interaction entre ces particules. Pour une sofuidéale composée de N particules ayant

chacune une diffusiofj(q), l'intensité totale diffusée vaut :

N

@ =) 4@ @)

j=1
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Pour une solution monodisperse l'intensité diffupée chacune des particules est

identique, donc l'intensité totale diffusée vaut :

I(q) = Ni(q) (4)

Pour une solution idéale et monodisperse, la medaré€intensité diffusée totale,
accessible expérimentalement, permet donc de déerntiintensité de diffusion d’'une
particule, qui renseigne sur sa masse molaireaifla et sa forme. Ces deux conditions
doivent donc étre vérifiées lors des expérimentatiba monodispersité dépend du protocole
de purification et peut notamment étre estiméegphEDS-PAGE et par diffusion dynamique
de la lumiere (DLS). Lidéalité est théoriquemeriteimte si les particules sont sans
interaction. En pratique elle est évaluée en affettdes mesures a différentes concentrations

pour veérifier que les courbes de diffusions sodépendantes de la concentration.

1-2-4 La loi de Guinier

La loi de Guinier stipule que la courbe de diffusid’'une particule peut étre

approximée par une gaussienne au voisinage dgifieri

quﬁ)

1(q) = I(O)e_< 3

avec R, le rayon de giration, pouvant s’exprimer :

_J, 7@ = p)dv
[, (0@ — ps)dv

2
Rg

Ce rayon de giration correspond donc a la moyepordérée par le contraste de densité

électronique, du carré de la distance au centreagse.

La loi de Guinier peut s’écrire sous sa forme ldabarique :

52



RZ
nl1(@)] = n[1(0)] - £ g2

Ainsi en tracant le logarithme népérien de l'intensiffuséeln[I(q)] en fonction de

2
q?, la pente de cette courbe ve%?t ce qui permet de déterminer le rayon de girafRmur un

objet « plein », cette grandeur est un « indice>nan-sphéricité. En effet, dans le cas ou la

densité électronique est uniforme dans la particalesidérée, pour un volume donné le plus
petit rayon de giration est celui d’'une spherergeRr, = \ER. A volume égal, plus I'objet

est allongé plus le rayon de giration est importaint objet creux, et a plus forte raison un
objet en forme de couche sphérique, c’est-a-dire @orce d’orange », a aussi un rayon de

giration plus grand que celui d’'une sphere pleine.

Typiquement, un photon sur 1@ 10 photons incidents est diffusé (Winick and
Doniach 1980). Les rayons non déviés sont arrédésip cache appelieamstogfigure 23),
I'intensité diffusée a l'origind (0) est donc inaccessible expérimentalement, maisildd
Guinier en permet néanmoins une bonne approximab@pres les équations (1), (2) et (4),

I'intensité diffusée peut étre exprimée comme :

2

1(q) = N{ j () — py) e~ av| )
174

On en déduit :

2

10) = N{ j () - py)dv]| )
174

On peut en déduire une expression de l'intensftasdie a I'origine :

2

VsoicM (meNA

10) === —psvp>
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avec Np la constante d’AvogadroV,,, le volume de la solution sous faisceau,la
concentration massique de la protéMesa masse moléculaira, son nombre d’électrom,,

son volume partiel spécifiqgue et la densité électronique du solvant. Le volume iglart
spécifique peut étre estimé d’apres la séquenda pwtéine. La connaissance de l'intensité
diffusée a l'origine permet donc de déterminer dai@re approchée la masse molaire, ce qui

permet de connaitre I'état d’oligomérisation d@daticule en solution.

Rayons diffusés D
5 Beam- <, Courbe de
stop

Rayons X : Rayons non déviés “— diffusion
Source de Y j nay — =
rayons X A ) » =
Echantillon
Détecteur
5
P(r) I(q)
05
Transformée 005 Moyenne
de Fourier sphérique
< 0,005 <
Soustraction
du tampon
0,0005 +
0 500 0,004 0,054 0,104
r (&) q(Ah)

Figure 23. Vue d’ensemble d’'une expérience de SAXS du traitement des résultatsEn
haut : schéma du montage expérimental d’'une experide diffusion des rayons X aux petits
angles. La partie « source de rayons X » compraumde la source lumineuse proprement dite
(anode tournante ou synchrotron), le systeme optgumettant de sélectionner une longueur
d’'onde précise et de collimater le faisceau.

D’autre part, pour chaque expérience de SAXS ivent de vérifier la linéarité de
lintensité diffuséeln[I(q)] en fonction deg?, et ceci pour différentes concentrations. En
effet, une diminution del(0) quand la concentration augmente est une indicat

d’interactions répulsives entre les particules udifintes, le rayon de giration aura alors
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tendance a étre sous-estimé. A l'inverse, une antatien del(0) quand la concentration
augmente est une indication d’interactions attvactiu d’agrégations ; dans ce cas le rayon

de giration sera surestimé.

1-2-5 La fonction de distribution des distances

Bien que la courbe de l'intensité diffusée en famctde I'angle I(q) soit reliée a la
forme de la particule en solution, la fonction dgtribution des distances P(r) en permet une
représentation structurale plus aisée (figure 24). P(r) représente I'histogramme des
distances entre chaque paire d’éléments diffusargsi-a-dire d’électrons, de la particule
étudiée. Mathématiquement, c’est la transforméeateier inverse de l'intensité diffusée :

sin(qr)
qr

P(r) = ;—ﬂf q*1(q) dq

Cependant l'intensité diffusée n’étant connue qureusie gamme fini€qin, Gmaxl,
le calcul de la P(r) ne peut se faire en utiliséirgctement cette formule. Alternativement, ce
calcul peut étre effectué par la méthode de lasfemmée de Fourier indirecte (Glatter 1977)
qui en pratique, peut étre exécutée par les pragesiGNOM (Svergun, Semenyuk et al.

1988; Svergun 1992) ou GIFT (Bergmann, Fritz e2@00).

A noter que le diametre maxima},,, de la particule s’obtient avec la P(r) : il s’agit
de la valeur de pour laquelle cette fonction s’annule. Pour urcalatorrect de la fonction de
distribution des distances il est nécessaire deatel les données dans une gamme angulaire

dont le plus petit angle est suffisamment petit ¢k&o1980) :

T

Qmin <

Dmax
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D’autre part, le rayon de giration ainsi que I'nséé diffusée a l'origine peuvent
s'obtenir a l'aide de la fonction de distributioresd distances en utilisant les formules

suivantes :

Dmax
, fo r2p(r)dr
R‘g = Dmax
Zfo p(r)dr

Dmax

1(0) = 471.[ p(r)dr

0

Alors que la loi de Guinier ne s’applique que densegion des petitg, cette méthode
alternative utilise l'intégralité de la courbe d#fugsion. Elle est donc moins sensible aux
interactions répulsives ou attractives entre lesiqudes ou a la présence d'oligomeres. La
comparaison des résultats issus des deux méthatiedgalement un bon contréle de la

validité de ces résultats.

Figure 24. Exemples de courbes d'intensité de diffionI(q) et de distribution de
distance P(r). Courbes théoriques d’'une boule (rouge), d’'unndye de grande hauteur
(h > R) (vert), d’'un cylindre de petite hautelur< R) (jaune), d’une couche sphérique (bleu)
et d'un solide composé de deux boules reliées partige infiniment fine (magenta). Figure
adaptée de (Svergun and Koch 2003).
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1-2-6 Le probléme des radicaux libres

Les rayons X interagissent avec I'eau en provogsantionisation (figure 25). Les
molécules d’eau ionisées perdent un électron, eligah une molécule d’eau cationique
H,O". L'eau cationique est un acide fort qui perd rapiént un proton au profit de I'eau
environnante, formant un radical QH.es électrons perdus réagissent avec des mosecule

d’eau pour donner des radicaux (Bensasson 1993).

Rayons X
H,0 —> H,0*+e

H,O* —> H* + HO-
e +H,0 —> HO + H-

Figure 25. Equations chimiques de la formation desadicaux libres pendant I'exposition
a un faisceau de rayons X.

Ces radicaux libres sont tres réactifs. lls oxydestprotéines ce qui provoque des
modifications structurales (pontage intra-protéiate)’agrégation de ces protéines (pontage
inter-protéines) (Kuwamoto, Akiyama et al. 2004¢l&peut altérer grandement la qualité des
mesures de SAXS et compromettre leur interprétatmtamment la valeur du rayon de
giration et de lintensité diffusée a l'origine, imagalement de la P(r). L'identification de la
présence de tels dégats d’irradiation se fait idld’a’une comparaison des spectres obtenus
apres différents temps d’exposition. L'utilisatiofagent réducteur tel le DTT permet de
limiter ces dégats d’irradiation, cependant le D@ peut pas étre utilisé en condition

fortement acide (pH 4).
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1-2-7 Reconstitution de I'enveloppe moléculaire al  ’aide du programme

GASBOR

Outre les données précédemment citées, la techd&&AXS permet de reconstituer
ab initio et a basse résolution I'enveloppe moléculaireadprotéine étudiée. Je décris ici le
programmeGASBOR (Svergun, Petoukhov et al. 20@)i a été utilisé pour déterminer
I'enveloppe de la protéine pb10, pour laquelle neaiglisposons d’aucune autre information
structurale. Ce programme est basé sur la modsélisde la protéine étudiée par une chaine
continue de pseudo-résidus, chacun étant représenténe sphére de diamétre 3,8 A centrée
sur la position du carboneet ayant une densité électronique égale a la tde@ksctronique
moyenne d’'un acide aminé. L’algorithme, qui est#bss le principe du recuit simulé, permet
de minimiser la fonction :

E(r) = y* + aP(r)
ou r représente les coordonnées des pseudo atgrhesrrespond a la différence entre les
données expérimentales et les données calculéestia ¢u modele, divisé par la barre

d’erreur :

1 zn: [(C(S))IDR(SJ') - CIexp(Sj)

x° =
n-leg a(s;)

P(r) est une fonction de pénalité permettant d’élimilesr modeles ayant une forme non
compatible avec celle d’'une protéine, notammeniriedéles discontinus, etest choisi pour

permettre au termeP (r) de contribuer pour 10 a 50 % a la fonctitr).

La non-unicité de la solution de reconstructionngtEoppe moléculaire par SAXS
impose de calculer plusieurs fois (au minimum 1€nJeloppe a partir des mémes données
de diffusion, et de comparer les résultats obteanscalculant la différence spatiale

normalisée (NSD) (Kozin and Svergun 2001). Cetendeur est une mesure de la similarité
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entre des ensembles de points dans un espacednisionnel ; plus elle est petite et plus les
ensembles de points sont similaires. Pour desolgentiques la valeur de la NSD est de 0,
dans le cas du programme GASBOR une valeur deréode 1 permet de conclure a une

bonne similitude des enveloppes.

2- La décomposition en valeurs singulieres (SVD)

2-1 Définition

La décomposition en valeurs singulieres est unl autithématique permettant
d’analyser des jeux de données en mettant en éeddes caractéristiques de ces données.

Elle est basée sur la factorisation suivante dma&icem a coefficients réels ou complexes :

m = usv’ )
ou s est une matrice rectangulaire diagonale etv sont deux matrices unitaires, c'est-a-dire
queuu’ = uTu =1 etvv” = vTv = I, uTetv” étant les matrices transposéesudet v, etl
étant la matrice unité. La matrisecontient les valeurs singulieres de la matngequi sont
par convention rangées par ordre décroissant. @wdteice est alors déterminée de fagon

unique.

2-2 Exemple de la décomposition d'une matrice a coe fficients réels

On considére la matrice suivante :

m:[_31 é ﬂ

La matriceu s'obtient & I'aide des vecteurs propres de laicetnm'.
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Les valeurs propres de cette matrice shnE 12 et 4, = 10 avec pour vecteurs propres
.11 1 : _ R L
assomes[ 1] et [_ 1]. La matriceu s’obtient aprés ortho-normalisation de la matdoat les

colonnes sont composées des vecteurs propnesnde

1
“:ﬁ[i —11]

La matricev s'obtient de la méme maniére & partimafen.

1 [¥E 25 VB

Les coefficients de la matrice s sont nuls sauflsutiagonale qui est composée de valeurs

propres non nulles dam’ ou dem'm (qui sont identiques) :

=" oo o

Finalement, nous pouvons effectuer la décomposi®ia matrican en valeurs singuliéres :

1 V5 2v5 5
m=[> 1 ﬂzﬁ[i —11][\/;_2 \/2_0 8] 2\1/6 _f 5

2-3 Application a I'étude d’'un ensemble de courbes

La technique de SVD peut étre appliquée sur un neblge de courbe pour en
déterminer certaines propriétés. Elle permet notantrde déterminer le nombre minimal de

courbes nécessaires pour générer, par combinaigire, chaque courbe.
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2-3-1 Courbes théoriques sans bruit de fond expérim  ental

En pratique, chague colonne de la matricest associée a une courbe ; la valeur de
I'ordonnée de chaque point d’'une courbe forme weffaient de cette colonne. Si I'abscisse
comporte a points et que I'ensemble est composée arirbes, alors la matrice m sera de
dimensionb X a. La décomposition en valeurs singulieresmdgermet de déterminer les
matricesu, s ett qui veérifient I'équation (5). L’information contee dans la matrice est
particulierement importante. Le nombre de ses mefits non nuls, c’est-a-dire le nombre de
valeurs singuliéres, est égal au rang de la matnice’est-a-dire au le nombre minimal de
courbes nécessaires pour générer, par combinarszairé, chaque courbe de I'ensemble. La
matriceu contient les vecteurs de bases, c’'est-a-dire ¢esbes a partir desquelles il est
possible de reconstituer I'ensemble des courbegqrémier vecteur de base correspond a la
moyenne de toutes les courbes de I'ensemble ;tihesnalisé : l'intégrale de la valeur
absolue de ce vecteur vaut donc 1. Le second veettde vecteur orthogonal au premier
vecteur qui minimise la différence entre chacune deourbes de lI'ensemble et sa
reconstitution par les 2 premiers vecteurs proptes vecteurs suivants sont définis de la
méme maniere, ils sont orthogonaux les uns auwesutia matrices contient les projections

de chaque courbe sur chacun des vecteurs propres.

L’application de la décomposition en valeurs sliggas a I'étude d’un ensemble de

courbes est illustrée par les exemples suivants.

Exemple 1

Considérons deux courbes, d’équatipn= cosx et yz; = cos 1.3x, définies pour
x € [0,4m]. Soit € un ensemble de courbes générées par combinaistmiré de ces deux
courbes, défini pay, = 0.1n X y, + (1 — 0.1n) X yg, avec n compris entre 0 et 10 (figure

26). Toutes ces courbes étant combinaison linéereleux courbes, la décomposition en
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valeurs singulieres de la matrice représentanséetble€ ne fait apparaitre que 2 valeurs
singuliéres non nulles (table 1). De plus, il essgible de reconstituer parfaitement chaque

courbe a partir des deux premiers vecteurs prdqfigese 26 (c)).

1,5 - (a) 0,15 - (b)

Figure 26. Analyse SVD deg, un ensemble de courbes qui sont combinaison linéade

2 courbes. Visualisation des 11 courbes de I'ensemblda), des deux vecteurs propres
associés aux deux premieres valeurs singulieresifisi que de la reconstruction des courbes
de 'ensemble€ a partir de ces deux vecteurs (c). La courbe émjar vecteur propre est
tracée en bleu et celle du deuxiéme vecteur prepreuge.
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Valeurs
singuliéres ¢ ¢, %,
1% 30.28 30.28 30.30
2°m 22.68 23.00 22.68
37me 0 13.7 0.8
4°m¢ 0 0 0.6
0 0 ~0.6
11°™ 0 0 0.5

Table 1. Valeurs singulieres issue de I'analyse S\Miks ensemble€, €, et €,.

Exemple 2

Ajoutons maintenant la courbe d’équatwr- cos 1.6x, qui n'est donc pas une
combinaison linéaire dga ou deyg, a I'ensemble€ et appelons ce nouvel ensemkig
(figure 27 (a)). La décomposition en valeurs sieges de la matrice représentant cet
ensemble fait maintenant apparaitre 3 valeurs grgs non nulles (table 1). L'utilisation des
2 premiers vecteurs ne permet pas de reconstidsecdurbes de I'ensemblg, la courbe
d’équationy = cos 1.6x notamment est tres mal reconstruite, alors quididation des 3

premiers vecteurs le permet parfaitement (figur¢c2 et (d)).

2-3-1 Courbes expérimentales

En pratique les courbes expérimentales sont néoms&at bruitées, intéressons-nous donc a
I'effet de ce bruit expérimental sur la décompositen valeurs singulieres avec I'exemple

suivant.

Exemple 3

L’ensemble€, est composé de toutes les courbes de I'enselaexquelles on a
ajouté une fonction aléatoire d’amplitude +0.0hfie 28 (a). Les 11 valeurs singuliéres ne

sont pas nulles, mais les deux premiéres sont fliesngrandes que les suivantes. Seuls les
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vecteurs propres associés a ces 2 valeurs sirgplliege sont pas distribués aléatoirement
autour de zéro, les vecteurs propres suivant ndergncompte que du bruit expérimental
(figure 28 (b)). L'utilisation des 2 premiers veate permet la reconstitution des données, au
bruit expérimental prés, tandis que I'utilisation ™ vecteur ne permet que d’ajouter du

bruit de fond aux données reconstituées (figuré&cp8t (d)).

1,5 - (a) 0,15 - (b)

0,05 -

o P / \ ~)
0,05 - f
o1

-1,5 - -0,15 -

_1/5 - ‘1,5 -

Figure 27. Analyse SVD dé€,, un ensemble de courbes qui sont combinaison linéade

3 courbes.Visualisation des 12 courbes de I'ensemBle (a), des trois vecteurs propres
associés aux trois premieres valeurs singuliérgaifisi que de la reconstruction des courbes
de I'ensemble€; a partir des deux (c) et trois (d) premiers vetepropres. La courbe
d’équationy = cos 1.6x est tracée en noir. La courbe du premier vecteyprp est tracée en
bleu, celle du deuxieme vecteur propre en rougelét du troisieme vecteur en vert. On peut
constater le fait qu’elle est trés mal reconstitagec les deux premiers vecteurs propres
uniguement mais trés bien reconstituée en utililgsntrois premiers vecteurs propres.

64
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Figure 28. Analyse SVD dé&,, un ensemble de courbes qui sont combinaison linéade

2 courbes.Visualisation des 11 courbes de I'ensemble (a), des trois vecteurs propres
associés aux trois premieres valeurs singuliereaifisi que de la reconstruction des courbes
de I'ensemble€, a partir des deux (c) et trois (d) premiers verstgropres. La courbe du
premier vecteur propre est tracée en bleu, celldadixieme vecteur propre en rouge et celle

du troisieme vecteur en gris.
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lll- Présentation de la thématique de recherche

Head Protein pb8p Protease Portal pb7 Decoration Protein
(including A-domain) pb11 12 copies as a pb10
775,copies c 6 dodecameric ring 120 copies
—@
d2 N\ ¢ © X ;A4
|
e L Capside mature
Procapside P-1 Procapside P-2

proteolysis

> >

pack{aging
‘,&‘ §\ Tern;in‘\ase
N dsDNA

A-domains

removed

Figure 29. Schéma de I'assemblage et de la maturati de la capside du phage T5En
rouge sont encadrées les deux étapes de cetteati@isur lesquelles portent mes travaux de
recherche : les étapes d’expansion et de décordédia capside. Figure adaptée de (Huet,
2010).

Si le phage T5 a été abondamment étudié, notamtegmirocessus de fixation au
récepteur membranaire et d’éjection de '’ADN (Lie] Boulanger et al. 2004), I'étude de sa
structure et de son assemblage est plus récente.ptamiéres étapes de l'assemblage
conduisant a une procapside compétente pour |'sidapon et impliqguant la protéase de
maturation pbl1 viennent d’étre décrites (Huet, Wapyn et al. 2010) (Zivanovic et alen
préparatior) (figure 29), cependant les étapes de maturateriadcapside n'ont pas été
décrites de maniére détaillée comme chez le ph&$¥ H.'intérét d’étudier cette étape chez
T5 est multiple. D’'une part, la capside a un nombee triangulation plus important
(respectivemert = 7 etT = 13), ce qui implique un nombre d’interactions entrasunités

significativement supérieur. D’autre part, nouspdsons d’'un mutant de T5 qui permet la
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production de procapside P-2, intermédiaire phggigue de I'assemblage dont on peut
étudier la maturation, alors que les travaux efféstsur la capside de HK97, ont été menés
sur une capside reconstituée a partir de la p@tdiajeure surexprimée chiz Coli, et qui

ne contient donc pas la portale.

L’objectif de mon travail de these était d’appores données concernant :

- I'expansion de la capside, notamment la présenesteglle d’états intermédiaires, la
coopérativité des changements structuraux ainsil’qnpact de ce processus sur la
stabilité de la capside

- La décoration de la capside. Il s'agissait de ¢araer la protéine de décoration sur le

plan structural et d’étudier sa fixation sur lasidp.
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Etude cinetique du processus d’expansion
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I- Introduction

1- Etudes cinétiques de I'expansion du phage HK97

1-1 Etude de la premiere phase de I'expansion

La transition entre I'état procapside P-2 et lenges état intermédiaire d’expansion
El-1 peut étre induite par acidification a pH~4leEh été étudiée par des expériences de
SAXS résolues dans le temps (Lee, Tsuruta et &5)20.es courbes SAXS, enregistrées
toutes les 5 secondes pendant les 5 minutes suigaitification, sont présentées dans la
figure 30. Les points isobestiques suggerent lagmée de seulement deux états lors de cette
transition. L’analyse SVD effectuée sur I'ensemibds courbes SAXS permet de déterminer
le nombre d’espéces de capsides qui contribuesigmal de diffusion des rayons X. Cette
analyse indique que seules les deux premiéres rgalngulieres sont significativement
supérieures aux 58 autres et que les deux premeetsurs propres seuls sont suffisants pour
reconstruire 'ensemble des courbes SAXS. Celainafla présence de seulement deux
états qui peuvent étre distingués par SAXS, c'aitéqu’il n'y a pas d'état intermédiaire
dont la forme ou la taille soit significativemenfférente des états P-2 et EI-1. Ceci montre
que la transition est coopérative a 'intérieurrducapside : tous les capsomeres sont dans le

méme état (P-2 ou EI-1) (figure 31).
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Figure 30. Analyse par SAXS résolue dans le temp® dia premiére étape de I'expansion
de la capside du phage HK97(a) Ensemble de courbes SAXS au cours de I'expardes
procapsides P-2 aprés acidification a pH 3.8. Gmagbes ont été obtenues toutes les 5
secondes pendant 5 minutes. La courbe en pointidéespond a I'état P-2 non acidifié.
(b) Reconstitution de I'ensemble des courbes expriales par les deux premiers vecteurs
issus de l'analyse SVD. (c) et (d) Fraction de ppsitde P-2 (échelle logarithmique) en
fonction du temps aprés acidification a pH 3.8 (étion la plus rapide) et pH 4.1 (évolution
la plus lente). Les lignes continues correspondent « fits » obtenus avec le modéle de
simple exponentielle (c) (équation 6) et avec wmorentielle double (d). Figure adaptée de
(Lee, Tsuruta et al. 2005).

Cependant une transition irréversible sans étatrirédiaire donne lieu a une cinétique
du premier ordre, c’est-a-dire dont les concerdrsjE;]| et[Ex] en especes initiale et finale

varient suivant la formule suivante (cf. démongraen annexe) :
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[Ei] = Coe™ (6)

[Er] = Co(1 —e™*)

ou C, est la concentration initiale en espece initidllela constante de vitesse de la transition.
Or la variation de la concentration en procapsid2 €n fonction du temps déterminé
expérimentalement par SAXS différe légerement msigisificativement des résultats attendus
par ce modele (figure 30 (c) et (d)), ce qui peut éterprété par I'existence de plusieurs
états conformationnels de la procapside P-2, €matsne peuvent pas étre distingués par
SAXS. Cependant, les données n'ayant pas été céegpavec un modele de transition
impliquant I'existence d’'un état intermédiaire yigible » par SAXS, I'analyse effectuée ne

permet pas de conclure quant a I'existence d’uéttdlintermédiaire.

Figure 31. Schéma des différents chemins réactionsgossibles de la transition de I'état
procapside a I'état expansérigure adaptée de (Lee, Tsuruta et al. 2005).

1-2 Etude de la seconde phase de I'expansion

La cinétique de I'étape de transition entre letsé-1 et EI-4 a également été étudiée
(Lee, Gan et al. 2008). L’acidification de la prpsa@le P-2 a un pH inférieur a 4 permet de

produire des capsides a I'état EI-1 et EI-2 (R@&®ng et al. 2005) (figure 32). L'état EI-2
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fait référence a des particules de forme et dietsiinilaires a ElI-1 (les états El-1 et EI-2 ne
peuvent donc pas étre distingués par SAXS) maig¢ torpontage covalent entre leurs
capsomeres a débuté. La neutralisation a pH 7 ajgsides dans I'état EI-1/2 provoque leur
passage vers I'état EI-4. Comme pour la transigotre I'état P-2 et I'état El-1, I'analyse
SVD de I'étude par SAXS résolue dans le temps de ¢mnsition indique qu’il N’y a pas
d’état intermédiaire suffisamment stable et ddetall de forme suffisamment différente de

I'état initial et de I'état final pour pouvoir étdistingué par cette méthode.

EI-1/EI-2

Figure 32. Conditions d’expansion in vitro de la cpside du phage HK97 L'acidification

a pH 4,4 des procapsides provoque leur expansiei’@éat EI-1 puis vers I'état EI-4. Un pH
inférieur & 4 inhibe la transition de I'état El-bu EI-2 vers l'état El-4. La stratégie
expérimentale permettant d’étudier cette transitionsiste a acidifier a pH 3.9 un échantillon
de procapsides puis a le neutraliser a pH 7. Figdagtée de (Veesler, Quispe et al. 2012).

2- Présentation de la thématique de recherche

Les étapes de I'expansion de la capside du phag@7Hsont aujourd’hui bien
caractérisées d’'un point de vue cinétique, maite aaractérisation n'a été effectuée pour

aucune autre capside de phage. L’intérét d’acqdésrdonnées sur I'expansion des capsides
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d’autres phages réside dans le fait que, malgrétnésegrande conservation de la structure
tridimensionnelle des protéines majeures de capsitiez les phages caudés, le pontage
inter-capsomeéres spécifigue au phage HK97 poufa@tie de ce phage un modeéle non
représentatif des autres phages caudés. L’'accuonulde données cinétiques permettrait
ainsi de mieux caractériser les mécanismes de éfpe indispensable a la formation de tous
les virions deLCaudovirales La production de la procapside P-2 nous permétudier la
cinétique de cette étape en vue d’obtenir desnmitions sur son mécanisme, notamment sur
la coopérativité ou sur I'existence éventuelle af@) intermédiaire(s). Cette procapside est
produite par infection avec un mutant de T5, igd’'aonc d’'un véritable état intermédiaire
physiologique de I'assemblage du virion, composé&deotéine majeure de capside maturée
et de la portale, alors que les travaux effectuésascapside de HK97 ont été menés sur une
procapside reconstituée a partir de la protéinecunaj surexprimée chez. Coli, qui ne

contient pas la portale.

lI- Etude cinétique de I'expansion

1- Résumeé de l'article

Apres avoir purifié la procapside P-2 produite @dé d’'un mutant de T5 dont la
terminase est inactivée, nous avons caractérigaila et sa forme par SAXS et par cryo-
microscopie électronique. Nous avons ensuite déérndes conditions permettant son
expansionn vitro, par acidification et baisse de la concentratiocidorure de sodium. Nous
avons verifié par SAXS et par cryo-microscopie g@ique que la forme et la taille des

capsides apres expansion étaient celles des capdete virions matures. L’analyse par
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calorimétrie différentielle (DSC) des états compataexpanse de la capside a montré une tres
importante stabilisation de la capside. Il est tenque cette stabilisation, du méme ordre que
celle observée lors de I'expansion de la capsidphdige HK97, est ici obtenue sans pontage
covalent entre les capsomeres, par un « simplesrarggement structural des protéines

majeures de capside.

L’étude cinétique de ce processus par diffusioradyique de la lumiére (DLS) nous a
ensuite permis de déterminer l'ordre de grandeutechps caractéristigue de cette étape.
L'étude de la cinétique par SAXS résolue dansngpse(avec un stopped-flowpus gpermis
de montrer la grande sensibilité de ce temps d@iatitiue vis-a-vis du pH.'analyse par
décomposition en valeur propre des séries de couBBe&XS au cours du temps montre que
I'étape d'expansion est hautement coopérative 'gétniua pas d'état intermédiaire dont la

forme ou la taille differe significativement deatstcompact et gonflé.
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Abstract

Capsids of dsDNA bacteriophages initially assembleito compact procapsids,
which undergo expansion upon the genome packagin@his shell remodeling results
from a structural rearrangement of head protein sulunits. It is a critical step in the
capsid maturation pathway that yields final particles capable to withstand the huge
internal pressure generated by the packed DNA. Herave report the study of the
expansion process of the large capsid (T=13) of dadophage T5. We purified the
intermediate form prohead II, which is competent fo packaging the 121 kbp dsDNA
genome and we investigated its morphology and dimsions using cryo-electron
microscopy and Small Angle X-Ray Scattering. Decresing the pH or the ionic strength
of prohead Il solution triggers their expansion, caverting them into thinner and more
faceted capsids isomorphous to the mature virion ptcles. At low pH, prohead Il
expansion is a highly cooperative process, withowny detectable intermediate. This
two-state reorganization of the capsid latticgper se leads to a remarkable stabilization of
the particle. The melting temperature of expanded % capsid is virtually identical to that
of more complex shells that are reinforced by intessubunit crosslinking (HK97) of by
additional cementing proteins (T4). T5 capsid withits “simple” two-state conversion
thus appears to be a very attractive model for inv&igating the energetics of the large-
scale allosteric transition that takes place uponhe genome packaging of dsDNA

bacteriophages.
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Introduction

Tailed bacteriophages, which represent more tt%&h 6f bacterial viruse§ have an
icosahedral capsid containing a densely packedldatianded DNA and a tail that serves to
deliver the genome into the host cell. Their asdgmmto structurally well-defined and highly
stable infectious particles proceeds through treerably of the DNA filled capsid that is
completed by addition of the tail. The long tailMyoviridae and Sphoviridae is assembled
in a separate pathway and connected to the maty®gd; while theail proteins of short
tailed Podoviridae are sequentially added to the capsid. Basic miesiin assembly and
maturation of icosahedral capsids of dsDNA bacpdrages have been determined from
studies of small capsids (Triangulation number Tef7/phages HK97, P22, SPP1, T7 and
of the larger capsid of phage T4 by combining lgatal, biochemical and structural data
(reviewed in Refs. 2, 3,4). Viral DNA is transpattento a preformed procapsid. A
scaffolding protein guides the correct assemblihisf initial shell, which is built from several
hundred copies of a major coat protein (two inc¢hse of T4) arranged as pentamers at the
vertices and hexamers at the faces of the icosahedrdodecameric portal protein forms the
gate, at a unique vertex, through which DNA is pagd and released at the onset of
infection. DNA transport into the procapsid is d@nmv by the terminase, a two-subunit
enzymatic complex that, together with the portabt@n, constitutes the packaging
machinery®. Structural and functional characterization of teeminase” & ° and portal

10:11 1235 well adn vitro studies of DNA packaginy’ ** *is starting to shed light

proteins
on the molecular mechanism of DNA translocation. ADplackaging is coupled to major

structural rearrangements of the coat protein sithileading to a two-fold volume expansion
of the capsid and allowing it to accommodate thHlegenome. Head completion proteins then

seal the portal and form the fastening point fer til *°. It is now becoming established that

the capsid proteins of most tailed dsDNA bacterag@s (coat, portal, head completion) share
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common folds despite a remarkable divergence iin seguences’, which basically explains

the similarity in the mechanisms that govern capsgembly.

Invitro studies combining cryo-EM and X-ray crystallogrgphethods have provided
a high-resolution description of the structuralrr@aagements of the capsid protein subunits
associated to the expansion. The most completehdaia been obtained with the portal-less
procapsids of the lambdoid phage HK97, which canabsembled irE.coli cells from
overexpression of the coat protein gp5 and the heatdration protease gp4. Gp4 specifically
cleaves the N-terminal-domain of gp5 that plays the role of the scaffoddprotein, yielding
empty procapsids that can be maturateditro by various chemical treatmettsHK97
procapsids swell in a two-state transition withpapulated intermediate, as shown by time-
resolved SAXS experiment8.This expansion is accompanied by thinning of thellsand
involves twisting as well bending motions of spiectielical and 3-sheet regions of the gp5
subunits®® 2! Such a large-scale cooperative transition withtiglarefolding of the coat
protein occurs in a similar way in phages*fand P23 which share with HK97 the same
overall fold of gp5 protein. Expanded capsids aighlly stable particles that sustain a
pressure of ca. 60 atmospheres generated by tiselgigracked DNA? Some mature capsids
are strengthened by ultimate modifications, suclmee-subunit auto-catalytic crosslinking
of the coat protein in HK97 or the addition of cementing outer capsid protéinthe case of

Lambda®® and T4%’.

The in depth understanding of the structural ametgetic determinants of the capsid
maturation requires investigating diverse phage etspdand in this respect, the large size
capsid of bacteriophage T5 is an advantageousmsysi®& icosahedral capsid contains a
single chromosome of 121750 bp dsDNA. Its structume solved at 20 A resolution by cryo-
EM and image reconstructidfi (geometry T=13, 900 A diameter) and a schematibefT5

head assembly pathway has been recently estabfi&hEde first procapsid form, Prohead I,
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is built from 775 copies of the head protein pb@&aged as 11 pentamers and 120 hexamers,
from the portal pb7 lodged at the twelfth vertexi &mom the head maturation protease pb1l1l,
which subsequently cleaves all protein subunitee #B8 residue-long capsid protein pb8
sheds its N-terminal scaffolding domain (159 resgjuyielding pb8m (MM 32.9 kDa), while
the 10 N-terminal residues from pb7 (43.8 kDa) afl as both N- and C-termini of pb11 are
released (manuscript in preparation). This gengmatein trimming converts prohead | into
prohead Il with a molecular mass of 26.0 MDa. Pgokg of the T5 genome into prohead Il
yields the expanded mature capsid that is theredday one head completion protein and

decorated by the dispensable protein plf1@hich binds to the center of pb8 hexanférs

Here we produced and purified T5 prohead Il byhgsa mutant deficient in DNA
packaging. The prohead Il particle is free of amgf®lding domain and constitutes the
assembly intermediate form competent for DNA paokggWe triggered its expansian
vitro by acidification or decrease of the salt conceiaina We characterized the morphology
and dimensions of prohead Il and expanded capsi@rigg-EM imaging and static SAXS
measurements and we analyzed the swelling transitiging time-resolved SAXS
experiments. T5 prohead Il converts in a highly pmrative way into an expanded capsid
with the same size as the mature capsid resultorg iin vivo DNA packaging. Expansion of
the T5 large size capsid illustrates the all-ohimg transition that has been previously
proposed to be a ubiquitous structural reorgamnatif the capsid shell induced by DNA

packaging.
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Results

Characterization of compact prohead Il and expandedapsid by cryo electron

microscopy and static SAXS measurements

To investigate the expansion of T5 capsid we preduand purified prohead Il as
indicated in Materials and Methods. The protein position of prohead Il includes the
processed head proteins pb8, portal pb7 and pbHitested by SDS-PAGE (Fig.S2). The
change in capsid radius upon expansion is assdaidtk an increase in hydrodynamic radius
large enough to be easily measured by DLS. Inwlaig, we determined that decreasing the
concentration of NaCl below 100mM at neutral pHsmalicapsid expansion. Native proheads
Il stored in 20 mM Hepes buffer pH 7.6 containing NaCl and the same sample dialyzed
against 20 mM Hepes buffer pH 7.6, without NaClevienaged by cryo-EM. The prohead Il
population contained homogeneous round-shapedcigartinat did not display any internal
structure (Fig. 1a). They exhibited a shell thidsef ~ 50 A, with inner and outer diameters
of 590 A and 690 A (+10) A respectively. The diagzsample contained larger particles with
a thinner wall, exhibiting the faceted morphologpital of mature capsid shells. These had a
maximum diameter of 930 (+10) A as measured betv2eeeartices along the icosahedral 5-
fold axis. The inner and outer dimensions meashetdieen two faces along the 3-fold axis
were 790 A and 840 A (+10) respectively, givinghelsthickness of ~ 25 A (Fig. 1b). This
full and homogeneous change in the capsid morplahttgsted that TS5 prohead Il could be
converted into stable expanded particles by decrgasnic strength. A small fraction of the
capsid population in the starting sample (5%-8%jewexpanded capsids of the same shape
and size as the dialyzed ones, indicating that tsp@ous expansion of a few prohead Il

occurred throughout the purification, storage gilodEM steps. Noteworthy, is the presence
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in prohead 1l samples of bilayer vesicles (~ 15%hef population) with a diameter ranging
from 200 A up to about 1000 A. These contaminatirgmbrane vesicles arose from lysis of
the host bacteria upon infection by TSAMNS5 and dodt be totally separated from proheads

Il during purification. Vesicles were still presantthe dialyzed sample.

We used Small Angle X-ray Scattering (SAXS) toreleterize bulk populations of
prohead Il and expanded capsids in solution. ThXSAattern of a spherical shell is
composed of a series of minima and maxima, thetipnsof which is characteristic of the
overall dimension of the particle, while the heigiitmaxima and the depth of minima are
characteristic of the sphericity of the particlesl ahe homogeneity of the population. For
both prohead Il and expanded capsid the SAXS pati@re typical of a spherical shell (Fig.
2a); over the angular range of our study [0.0046 %13 A%} 9 and 15 minima are visible in
the prohead Il and expanded prohead patterns tasggcThe first minimum is observed at
q = 0.0101 A in the prohead Il pattern and at q = 0.0085iA the expanded capsid pattern;

this shift is characteristic of an increase inglee of the particle.

The two distance distribution functiong(r), are shown in Fig. 2b. The regular
increase in p(r) values with r followed by a shdrpp to zero is typical of hollow spheres
with a diameter equal to R« The p(r) of prohead Il exhibits a low but cleall extending
out to 860 A (Fig. 2b), betraying the presencehia sample of a small fraction (~ 6%) of
expanded proheads already observed on electronognaphs. After subtracting the
corresponding percentage of the expanded prohaadomfile the maximum diameter of
prohead Il particles could be estimated to be 72@#ly slightly larger than the 690 A
estimate of cryo-EM. The corresponding value fopaded capsids was about 860 A (£10)
A, significantly smaller than the value of 930 (3¥0derived from cryo-EM for the diameter
of in vitro expanded capsids. This significant discrepanclyphserved in the case of prohead

I, is due to the faceted structure of the exparzigasid. The cryo-EM estimate was measured
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across the 5-fold axis. In SAXS, the maximum distameasured is close to the distance
between two opposite faces of the icosahedron whédarger distances between the tips of

pentons around 5-fold vertices do not contributeugi to be clearly detected.

Cryo-EM imaging of the acid-induced expansion of pphead I

To investigate the content of T5 capsid solutianrdy maturation we used the ability
of acidic pH to inducan vitro expansion of prohead Il. Preliminary DLS measursie
allowed us to determine the pH range that triggemdplete expansion of prohead Il in less
than 30 minutes without causing significant damé&mgecapsids. Complete expansion was
obtained by reducing the ionic strength 2.5 fold anbsequent acidification by mixing with
sodium acetate buffer as described in MaterialsMathods. Thus expansion resulted from
lowering the ionic strength and the pH value. Asayof capsid samples expanded at low
ionic strength (dialysis) or at low pH (mixing) gasimilar values of hydrodynamic radius

and polydispersity.

Prohead Il samples were acidified at pH 4.30 aathpdes for cryo-electron
microscopy were prepared 1, 5, 8 and 30 minutesr atidification. The proportion of
expanded capsids increased with time as showngrld;i 1d and le. At 8 minutes, the
majority of the 554 selected particles were compacheads (69%) with only 26% of
expanded capsids while, at 30 minutes, all of tb2 2ounted particles were expanded
capsids. These two populations of particles digaathe shape, thickness and diameter
characteristic of the native prohead Il or of thganded capsid observed at neutral pH
(Fig.1a and 1b), with no detectable third statean&garticles with the same thickness (~25
A) and angular shape as the expanded capsid lplayiisg at least one broken side (Fig. S3)

can be noticed. This damage to the thin wall ofaexied capsids may be due to the rapid pH
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drop from pH 7.6 to ~ pH 4 used to trigger expamsamd/or to the effect on capsids of
sample preparation by cryo-electron microscopy im@agdisruptions induced by the surface
tension of the thin film of ice). Time-resolved SB&Xxperiments (see next section) indicated
that disruption of the capsid at acidic pH wasra event in solution and was very likely an
electron microscopy artefact. Interestingly, theydation of membrane vesicles in the sample
of prohead Il decreased after the pH drop from % 186 ~1% of the total number of particles

(Fig. S3).

Time-resolved SAXS study of acid-induced prohead léxpansion

We performed time-resolved SAXS experiments to itoorthe course of prohead Il
expansion and to check for possible intermediaatestthat could have gone unnoticed in
electron micrographs. Using a stopped flow devasedetailed in Materials and Methods) we
induced capsid expansion by acidifying proheadamgles at the pH values of 4.30, 4.26,
4.23 and 4.17. Eighteen SAXS patterns were collefbe 1s at 60s intervals, starting 4
seconds after acidification. The first pattern vedsiost identical to the reference SAXS
pattern of prohead Il measured at neutral pH (8E). From the p(r) profile, we determined
that the fraction of expanded capsid in proheagrifr to acidification and at t=4s seconds,
was~ 6%. The absence of vesicles in acidified proheadpée may explain the very small

shift of minima and maxima to larger angles (Fi§).S

The distance distribution functions p(r) compufezm the first and the last frames
yielded estimates of the outer diameters of 72d 860 A (+10) A respectively, which are
identical to the dimensions of prohead Il and exigahcapsids derived from the static
measurements. For each set of spectra, the minmdansaxima of the scattering curves

exhibited a progressive shift to smaller angle dher course of the transition, indicating an
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average increase of the particle size (Fig. 3)s Bhift was faster at pH 4.26 than at pH 4.30,

suggesting a pH-dependence of swelling kinetiocsudised below.

For all data sets at all pH values we observesdcesttering points (Fig. 3a-3b). This
suggests that all curves are linear combinationsndf 2 curves: the scattering patterns of
prohead Il and of the expanded capsid. Distanceilmition functions p(r) were computed
and scaled to the same integral value as explambfthterial and methods. In all profile sets

we observed a crossing point common to all curizegs @c-3d).

SVD analysis

To confirm the two state transition hypothesisgasged by our cryo-EM analysis and
our observation of isoscattering points in TR-SAX&a sets, we performed a Singular Value
Decomposition (SVD) analysis of SAXS data. This meatatical analysis is based on the
decomposition of the set of experimental pattems iset of orthogonal basis vectors and
yields the minimum number of vectors necessarycimant for the entire data set within
experimental uncertaintiegg. the dimension of the data set (see the Materidl Mathods
section for details). This number is equal to thenher of different scattering species in

solution.

We present in some detail the analysis of a dettaecorded at pH 4.26. The mere
examination of the singular values is informatitree first two singular values are 25.18 and
2.51; whereas the third and fourth are 0.12 an@lg@).@nd the last fourteen singular values lie
in between 0.057 and 0.014. The third singularevéilhws appears to represent less than 0.5%
of the first one. While the first and second eigmtors exhibit a smooth dependence on
(Fig. 4a), as befits a scattering pattern or aalimr@mbination thereof, the third and fourth

eigenvectors exhibit sharp, seemingly random Janat around zero (Fig. 4b), likely to
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represent experimental noise. Their much highemgity at lower angle is due to the much
higher experimental intensity - and associated maicey - scattered at these angles. This
interpretation is supported by the study of theetidependence of the projection of the
experimental curves onto these basis vectors (#@g.and 4d). The projections of the
experimental curves onto the first and second veee monotonic functions of time and are
smooth too. In contrast, the projections of theeexpental curves onto the third and fourth

basis vectors exhibit a random evolution with time.

Finally, if an ensemble of curves has a dimensipthe reconstruction of each curve
as a linear combination of the first L eigenvectasing equation 2 with N=L should be
identical to the experimental curve within expennta® uncertainties. Fig. 5a displays one
experimental curve recorded at pH 4.26 togetheh w# reconstruction for L=2. The two
curves appear to be indistinguishable. The agreemenost convincingly represented by the
distribution of reduced residuals shown in Fig. ®hjch are randomly distributed between

+2 and -2.

In conclusion, all mentioned criteria allow usaonclude that all curves recorded at
pH 4.26 are linear combination of only the firsiot@igenvectors. The swelling transition is
concerted, all-or-none, and only involves initiahgpact prohead Il and expanded capsid, the
fractional concentration of which increases withei The same analysis was performed on
data sets recorded at pH 4.23 and 4.30 and led tiset same conclusion of a concerted

expansion.

In the case of data at pH 4.17, the third singuédoe is much larger with respect to
the first one (4%s 0.5%) and the time dependence of the projectiexpérimental curve on
the third basis vector is not clearly random. Trhesy be attributed to the occurrence of capsid

breakage due to the very low pH, as suggesteddfilling up of minima in the last frames
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recorded at this pH. We may have reached hereotherllimit of the pH-range compatible

with capsid integrity.

Expansion kinetics

The fraction of expanded prohead as a functiotheftime after acidification at pH
4.30, 4.26, 4.23 and 4.17 was determined from tRESAXS experiments in two different
ways: using the pair distance distribution andetelution of the projections of experimental
curves on the second eigenvector in our SVD amalysee Materials and Methods for
details). These two methods gave identical resuits the time evolutions derived from the
SVD analysis are shown in Fig. S6. We believe thasetic curves are meaningful over the
first 600 seconds (ten first frames). We strongigpect the later part is perturbed by artefacts
due to the need to displace the sample in the lad@mmeach frame, which caused the dilution
mentioned in Materials and Methods. While we coaddirect this effect and while SVD
analysis is independent of concentration, it appéaat the effect on the kinetics are more
deleterious. We therefore limit ourselves to semasgitative considerations. The most
striking feature is the remarkable pH-dependenceth® transition time scale. The
transformation of half the capsid population isctesd at around 550 s, 270 s, 180s and 110 s,
at pH 4.30, 4.26, 4.23 and 4.17, respectively. &mansion phase is preceded by an apparent
lag-phase with a pH-dependent characteristic tiflee strong pH-dependence of the
expansion rate may be the cause of our diluticefast spoiling the later phase of the process.
Indeed, despite the pushing buffer was supposédve the same pH as the final buffer, this
cannot be guaranteed within 0.01 pH unit. Therefaredetailed kinetic analysis has been

attempted.
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Stability of expanded T5 capsid

To address the question of whethervitro transition of T5 prohead mimics the
physiological process and yields the final confaioraof T5 capsid, the thermal stability of
prohead Il and of the expanded capsid was invdstigay differential scanning calorimetry.
The resulting thermograms exhibited a unique ttemmsat 77°C and 96°C for prohead Il and
expanded capsid respectively (Fig. 6). This spetdadncrease in the melting temperature
shows that expansion greatly stabilizes T5 capamarkably, the thermogram displayed no
peak below 77°C, indicating that heating did naduice any significant conformational
rearrangement of proheads Il before denaturatiot arfortiori did not trigger their

expansion.

Discussion

The comprehensive description of the assembly ammturation pathway of
bacteriophage T5 capsid relies on the characteraif intermediate states that can be
isolatedin vivo or assembled from recombinant proteins. We haewipusly shown that
assembly of T5 icosahedral T=13 proheads | canaeed outin vitro, starting from the
major head protein with its scaffolding domaih These structures display the radial
organization of the scaffolding domains within tloesahedral structures and provide a
morphologically faithful model of the physiologicarohead I, even though they do not
include the portal vertex. In this work, we havedastigated then vitro expansion of the
physiological precursor prohead Il obtained witle t(R5AmMN5 mutant inactive in DNA
packaging. Preparing the mg amount of highly pedifprohead Il required for TR-SAXS
experiments was a challenge. Indeed, infection adtdyial cells with TSAMN5 mutant

yielded fewer particles than overexpression ofdiesid genes as reported for the portal-less
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particles of phage HK9%. We thus used large volumes of bacterial lysatescarried out
two chromatography steps to achieve a high degfe@udfication, while recovering
substantial amounts of prohead Il. Although som&aminating bacterial membrane vesicles
were still present in prohead Il samples, theserditd hamper the characterization of the
compact and expanded capsids by electron microscbipgir contribution to the SAXS
patterns obtained from static and time-resolvedegrpents had no significant impact either

on the analysis of the expansion process (see helow

In vitro expansion of T5 prohead Il yields the mature capdishell

The purified T5 prohead Il samples included alnesdtrely unexpanded particles that
could retain their compact state as long as theyevkept in the presence of high salt
concentrations (> 500 mM NacCl). The presence oérg minor fraction of expanded capsids
(typically 3-5% of the population, as attested by analyses) reflects the intrinsic
instability of TS5 proheads, which are metastabtermediates primed to gain a lower energy
conformation. Most probably all proheads Il werethie compact conformation in the cells
and underwent expansion durimgvitro handling. The same observation was done with the
prolate prohead of bacteriophage T4 (T=13, Q=219,dnly other large size procapsid that
has been previously purifiett as well as with the smaller size procapsid of phag? or

portal-less prohead Il of HK9?.

We induced total expansion of prohead Il in a adl@d manner by modifying the
ionic environment of the capsid protein subunitese Two methods used — pH lowering or
ionic strength decrease - yield expanded capsids&ifaceted morphology and dimensions
are very close to those of the capsids of T5 virioontaining the genonfé The swelling

transition involves an increase in the shell inaéiameter fronta 590 toca 790 A, which
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leads to~ 2.4-fold increase of the capsid volume with a elative thinning of the shell from
50 A to 25 A. This coordinated swelling, thinningdaangularization of the capsid shell has
been previously reported for several phages, amdrigh HK97* T7 %2 T4 3 and P22
that all built their capsid shell from the same ar@nal HK97 gp5-like protein. Such
remodeling of the capsid architecture results frstmuctural modifications of the capsid
protein subunits and from their rearrangement withie shell, which take pla¢e vivo upon
DNA packaging.lt is thought to be a general mechanism for capsiduration of dsDNA
bacteriophages. In view of the good agreement kmiwthe dimensions of our empty
expanded particles and the T5 mature capsids wevbethat than vitro induced transition
studied here reflects what happens upon the ploggaal expansion process. As sequence
similarities and structure predictions based o and image reconstruction indicate that
the T5 capsid protein pb8 also adopts the gp5-fBldwe propose that T5 prohead Il

undergoes expansion through similar movementsesietitommon protein subunits.

Kinetics of the swelling transition

We have seen that the later part of kinetics wieseal by the consequence of the
dilution effect caused by the requirement of brirggiresh solution into the SAXS measuring
cell before each frame. This was not necessarjigncase of HK97 where 60 or 90 frames
were collected on the same sample with no mentfaetectable radiation damagé This
seems to suggest that our T5 capsid exhibited dmigher sensitivity to radiation damage.
However, using estimates for various experimendahmeters given in the paper by Lee et al.
19and in the instrumental paper reporting on thetimyer monochromatot® the number of
photons per capsid appears to be of the same ofdaragnitude for one frame in our
experiments and 90 frames in HK97 measurements.apparent higher sensitivity in our

case is essentially due to the much lower numbeapsids and to the significantly smaller
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beam-cross section at the sample level at the SWHeinline. A marked pH-dependence of
the expansion rate is the most striking featurergmeg from the very elementary analysis we
deemed warranted. Indeed, we observe a 5-foldaseran speed for a 0.13 pH unit reduction
in the pH of the solutioni.e. a 25% increase in proton concentration. This msilar to
observations made for HK97 swelling transition frgrohead Il to EI-I and suggests a
similar interpretation in terms of protonation d@fable residues, most likely aspartate and
glutamate residues. A high cooperativity in probamding is likely to underpin the strong pH-
dependence. The second characteristic of the ti@mskinetics, different from HK97
observations, is the existence of a lag phasejuhation of which is also pH-dependent. This
suggests that a preliminary phase, following prditration takes place, possibly involving
local conformational change of pb8, which makessitig competent for expansion that
subsequently occurs in an asynchronous way amoagcdpsid population. As already
mentioned in the study of HK97 kineti¢$ little information can be retrieved from kinetic
measurements in bulk solution, as compared witbtidrmeasurements on individual capsid
particles. The complexity of the kinetics, unexpecin the case of a two-state concerted
transition, probably reflects heterogeneity in eitlor both prohead Il and expanded capsid
populations associated with the large number o$iptes distributions of titrated groups over
the several hundred molecules forming the partitheés heterogeneity can be energetic but
also locally conformational without any differenae the overall size of the particle as

monitored by both cryo-electron micrographs and SAdétterns.

Expansion matures T5 prohead Il into a highly stabé capsid

Bacteriophage capsids are extraordinarily robustromolecular assemblies. Indeed,
once the virion genome has been packaged by thep&Wered terminas® tightly packed

DNA exerts a strong internal pressure on the capsil estimated to bea. 60 atm®.
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Furthermore, capsids have to withstand possiblereat hostile conditions in the different
ecosystems inhabited by their hosts, such as e&tp#is, presence of detergents or proteases,
variable temperature. Virions have developed varistnategies to produce capsids with the
required properties. HK97, for which successiverimiediate states and mature capsid are
available at near atomic resolution, uses a ungfueegy. gp5 protein is endowed with the
autocatalytic capability of joining each subunitt®o of its neighbors by a covalent link
between the side-chains of Lys 169 and Asn®$56his ensures the high stability of the final
product of a multi-step maturation process, asegised by DSC measurements showing that
HK97 Prohead Il and EI-I denature at very simi@nperatures, 86 and 83 °C respectively, as
compared to 96°C for the cross-linked Head'llOther phages such as ¥4and lambd&®
possess more complex shells that are reinforceddoijtion of cementing proteins at a late
stage of their maturation process. For instancageir4 empty expanded capsids, in which
gp23 capsomers are bonded by the Soc cementingjrprbtave a reported Tm value of 88°C,
5°C higher than in the absence of sdc Finally, phages T7 and P22 are well-studied
representatives of another group of viruses thatsiraple capsid expansion to achieve their
mature stable conformation. It has been recentlpwshusing cryoEM and 3D image
reconstruction that the molecular reorganizationlf @fhexamers upon maturation involves
refolding events of the T7gpl10 protein similar twge of HK97gp5* (tilting, in-plane
rotations and radial expansion of their subunit dms). The P22 capsid is assembled from a
gp5-like protein that includes an extra Ig-like dom (Telokin domain) forming external
protrusions at the capsid surface. This extra donsaiequired for procapsid assembly but not
for stabilization of the expanded sh&li“® Our results clearly show that T5 belongs to this
latter group, with its apparently simple and direwturation process: structurally, since no
stable intermediate state can be detected betwedtegd Il and the expanded capsid, and

energetically, as the latter exhibits a great &tgbwith a Tm of 96°C identical to that of
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HK97 Head Il and 20°C higher than that of proheadAlthough mature T5 capsid is
decorated by the accessory protein pb10, pb1GsiEedsable for phage developm&htThis
strongly suggests that T5 gains its final stabitliyough the reorganization of pb8 subunits
that takes place upon expansion with no need falitiadal chemical modification or
accessory proteins. Whether the portal controlspittdead expansion and contributes to
stabilize the expanded capsid remains an openiqagsthich has been addressed for phages
T4 * T7 %2 and P22%. The expansion of the physiological T5 proheadeflects the
involvement of all the capsid components includthg recently identified head protease.
Further investigation using modified prohead lraguired to determine the role of pb7 and

pbll.

Conclusion

It is now well established that all dsSDNA bactphages use fundamentally common
structural elements and similar assembly pathwayerm highly stable infectious particles
capable of replicating within their target hostanbroad variety of ecosystems. However
much remains to be done to unravel the detailedecotdr mechanisms that control the
maturation of bacteriophage capsids. Our resultS'®rsupport the idea that the one-step
expansion represents a widespread strategy ta tireenaturation of a large, T=13 as well as
of smaller T=7 capsids and to strengthen the cegisatl after DNA packaging. T5 is a model
of choice for investigating how a very “simple” tvgtate cooperative expansion converts the

prohead shell into a highly stable capsid isomougtto the final virion head.
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Materials and Methods

Production and purification of prohead I

Empty prohead Il was produced from infectiorEotoli F cells by T5stAmN5 amber
mutant lacking functional terminase. Due to theealoe of DNA packaging, capsid assembly
stalls after proteolytic maturation of prohead tbiprohead Il by the protease pbl1l (Ref. 29
and manuscript in preparation). Prohead Il wasfigdriby precipitation with PEG, followed
by centrifugation in glycerol gradients and aniottleange chromatography essentially as
previously described®. In order to ensure high purity of the large antsuof prohead I
required for SAXS experiments, we modified theiatiprotocol and added a second step of
anion exchange chromatography. Prohead Il elutedh fthe final chromatography on
HiTrapQ HP column (GE Healthcare) in 50 mM Tris ®ufpH 7.6, 400 mM NacCl. It is
noteworthy that metastable T5 prohead Il have atsp@ous propensity to expansion, which
was circumvented by using freshly purified pargcend a high salt concentration storage
buffer. Prohead Il were dialyzed against 50mM Hepgfger (pH 7.6), 1M NacCl, and finally
concentrated to 2.5 g/L by centrifugation throughigon Ultra-4 30K filter units and stored

at 4°C.

Expansion of prohead Il

Prohead Il expansion was induced in two differgays. In static SAXS experiments,
prohead Il sample stored in 50mM Hepes buffer p& IM NaCl was dialyzed against a
50mM Hepes buffer pH 7.6 for 48-72 hours. In tireealved experiments, prohead Il
expansion was triggered by a rapid drop in pH, whith sample previously diluted 2.5 fold
into distilled water to yield a final salt conceatton of 400 mM NaCl. We checked by static

SAXS measurement that this limited desalting sidmdt induce significant expansion of the
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capsids over a few hours range. The acid-triggéraasition was initiated by mixing the
diluted prohead Il sample with an equal volume & InM sodium acetate buffer at various
pH values. Final buffer solutions were 80 mM sodiaretate, 10mM Hepes, 200mM NacCl at

pH values, 4.30, 4.26, 4.23 or 4.17.

Cryo-electron microscopy

4 pL droplets of capsid samples were depositechary grids (Quantifoil R2/2)
previously glow discharged for 30 seconds usingudter coater (Quorum Technologies) and
plunge-frozen in liquid ethane using a commerc@aatus (EMGP, Leica). Imaging was
performed using a 200kV FEG (Field Emission Gungroscope (JEOL, 2010F) at Genopole
(Institut Pasteur). Images were collected usingvadose system (MDS, JEOL) with a CCD
4K X 4K camera (ultrascan, Gatan) at a magnificat®50,000 and about -1 pm defocus. At
such a magnification, the pixel size was 2.2 A. Samples of prohead Il (2.7 g/L in 50mM
Hepes buffer pH 7.6, 1M NaCl) as well as dialyzegasded capsid (1.9 g/L in 50mM Hepes
buffer) were not diluted prior to vitrification. Famaging acidified prohead Il over the course
of expansion process, acidification of the sampées vriggered as described above (final
concentration 0.5 g/L, final pH=4.30). Aliquots werollected at given times (1, 5, 8 and 30

minutes) and the swelling transition was arresteditoification into liquid ethane.

Solution Small-Angle X-ray Scattering

SAXS experiments were carried out on beamline S@/#Xthe SOLEIL synchrotron-
radiation facility (St-Aubin, France). The incidebheam energy was 12.00 keV, and the

sample to detector (Aviex CCD) was set to 4415 mhe useful scattering vector range was
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4nsing

0.0046 <q < 0.13 A, whereq = , A is the wavelength an2b the scattering angle.

During exposure, the solution was contained in artgucapillary of 1.5 mm in diameter,
within a vacuum path from the sample to the detedtor static measurements the solution
was continuously circulated through the capillaging the local automated pump system.
The maximum exposure time causing no detectablatrad damage was determined by
comparison of successive frames in a preliminargsueement without circulation. Several
frames (typically 30) of 1-s each separated by5asOpause were successively recorded for

both sample and buffer.

SAXS data were normalized to the intensity of thensmitted beam, put on an
absolute scale using the scattering by wateand background subtracted using the local

dedicated program FoxTrot.

Time-resolved measurements

Time-resolved SAXS experiments were carried ouhgisa stopped-flow device
(SFM-400 from BioLogic company) inserted into adthg developed circuit to meet the
specific requirements (described below) of T5 larggpsids as shown in Fig. S1
(Supplemental Material). TS5 capsids are large fiadicles with icosahedral symmetry
(diameter of ~690A for prohead I, ~840A for expanded prohead). Scattering patterns
therefore exhibit series of deep minima and maxitin@,position of which is defined by the
particle size while the depth is strongly dependasnthe size monodispersity of the solution.
In order to record the first minima without instremtal distortion and also to be able to
calculate the distance distribution function p@gta at very low scattering angle were

required @i,Dmax < 77, Where D, IS the particle diameter). Using the conventional
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stopped-flow measuring capillary required the idtrction of two windows in the beam
upstream and downstream of the “in air” capillahatt caused an unacceptably high
background scattering level in the smallest anguéarge. We therefore connected the
stopped-flow apparatus, installed sideways to teaniline, to the SAXS measuring cell
contained in an evacuated vessel. This resulteddimmatic reduction in background level at

these scattering angles making the experimenttfieasi

The solution of prohead-Il (2.5 g/L in 50 mM Hepg#l 7.6), 1 M NaCl) was first
manually diluted 2.5 times with water and introdiige syringe 1. Particle expansion was
initiated by rapid mixing of the prohead Il solutivith 160 mM sodium acetate buffer at the
appropriate pH (syringe 2) to yield the desirediffipH in the mixed solution. Preliminary
Dynamic Light Scattering measurements had shownhthierange of pH that induced the
capsid expansion is narrow (44 pH < 4.3): using a lower pH-value causes capsid
destruction while a higher pH-value does not indagpansion in a time scale compatible
with SAXS measurements. Expansion of the majoritgapsids within the above pH-range
was observed after 2 to 15 minutes. TR-SAXS expanis were performed at four pH
values: pH 4.17, pH 4.23, 4.26 and 4.30. The piatisf pH determination was 0.02 pH unit

but the accuracy of absolute pH values was 0.0bmt

During each experiment we mixed 200 pL of prohkéaample and 200 uL of acetate
buffer during 6 seconds. This slow mixing preverttedding up of too high a pressure in the
quartz capillary. A series of time-resolved measwaets were made starting 4s after the end
of mixing. For experiments at pH 4.30, 4.26 and3418 1s-exposures were recorded every
minute. At pH 4.17, 18 1s-exposures were recordenlye30s. Radiation damage tests had
shown that capsids swollen at low pH cannot todeeat X-ray exposure of more than 1 s. In
order to prevent capsid degradation due to rachatiamage 6 pL of final Hepes/acetate

buffer were pushed using syringe 4 between eaclsume@ent so as to bring freshe(
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unirradiated) low pH sample into the beam. The nemdd possible successive shots before
the mixed solution finishes was determined in pnglary measurements using a tryptophan
solution and the UV-Vis Fiber Optics system whidtlovas to measure the sample absorption
directly on the quartz capillafyy. After about ten moves leaving the absorbance amgid a
gradual decrease in absorbance was observed forseacessive move due to dilution with

the buffer used to displace the solution in theustr

Data processing and internal pattern normalization

The distance distribution function p(r) is thetdizution of the distances between any
pair of scattering elements within the particleisltthe Fourier transform of the scattering

curvel(q):

I(q)sm(qr) dq

p(r)-2n2j

In this study the p(r) function was calculatedrirthe measured intensity I(q) in the g-
range [0.0054 &, 0.1285 AY using the program GNOM. The radius of gyration can be

derived from p(r) function using the following exgsion:

Dmax
Rz_jo r<p(r)dr

- Dmax
Zjo p(r)dr

The scattered intensity extrapolated to the origir0) can also be expressed using the

p(r) function:
Dmax
1 (0) = 4nj0 p(r)dr

[(0) is proportional to the scattering particle noollar masd$ and concentratioq:
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whereN, is the Avogadro number, c is the mass concentratighe particleM its molecular

mass,m, its number of electronsy, is the particle partial specific volume ang,the

electronic density of the solvent. 1(0) was obsdrte be constant over ten frames before
decreasing during the rest of the transition, ireagent with the dilution tests observed with
the tryptophan solution. Since the swelling traasitunder study is a single particle process
and, therefore, is independent of sample concémtrate corrected for the effect of dilution

by rescaling the p(r) to a constant integral. Nibigt the solution was pushed using final

buffer, therefore not changing the pH during dduati

Singular Value Decomposition (SVD) analysis

The SVD analysis is a very general method used di@rohine the number of
independent species distinguishable by a givenrempatal technique during a transition
process, without prior knowledge of the patternghefindividual species. First applied to the
analysis of SAXS patterns by Fowler et*al*’ it has since been often used in SAXS-
monitored conformational transitions of allostemzymes “®, folding and unfolding

§9; 50; 51

processe and viral structural transitiorts' >

The set of N background corrected experimental esynof M points each, are
considered as the elements of a magitM xN). The K" column of this matrix represents
the K" scattering framey(q) normalized by the intensity at zero angl€0). This matrix can

be decomposed as follows :

A(M xN)=U(M x N)w(N xN)B(NxN) (1)
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where the matrixy consists of N columns; (q) which are the orthonormal basis vectors,

the diagonal non-negative matrix contains the singular values wf the decomposition,

arranged in decreasing order, aBd contains the normalized projectiori?ifk of the K
experimental curve on the basis vectpr Following Eg. (1), each experimental pattern can

be expressed as :

INNCHE ZW, U (o) )

In most experimental situations, only the firstdrmbs significantly contribute to the

reconstruction of the experimental scattering peefin Eq. (2). The w(>L), which have
very small values while the correspondibﬁ display random fluctuations around zero as a
function of k, only account for measuring noiserdpresents the number of independent
scattering curves distinguishable by SAXS during thansition or, in other words, the
minimum number of structural states involved in $helling process.

The number L is determined by examining the evotutvith time of the projections
b}( of the experimental curves on the basis veatgrthe shape of the basis vectars, and
checked by calculating the following chi-squareuealnormalized by the experimental error

o"(q) :

2 1 b (I :xp(ql ) - lgalc p(q ))2
XP - (NM _1) ZZ{ O_k(q )2 (3)
where Ié‘a,qp(q) is the best reconstruction of th® kxperimental curvd :Xp(qi) using the

first p components in Eg.2. L is the minimum vabig for which )(5 <1. The final and best

control is provided by the examination of all reddcesidual distributions obtained for p=L:
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I (la(xp(qi ) B I:alc,L (qi )
o“(a)

R«IL((Qi):

which should be randomly distributed between -2 -8Rdor all scattering angles.

Let us underline that the basis vectargq) are not the scattering curves of the L independ

species or structural states.

The analysis was performed using a special versiothe SVDPLOT program from the
ATSAS suite®® providing the reconstructionl;kamp(q) of all experimental curves for any p

value (courtesy of V. Volkov). Analysis was resteit to the g-range [0.0046°A0.0391 A']

SO as not to introduce noisy intensities at lasgattering angle.

Quantification of prohead Il and expanded prohead ppulation during the expansion

process

The time dependent fractions of prohead Il andaegpd prohead after acid-induced
maturation were determined in two different waysjng the pair distance distribution
functions and the projections onto the second basitor in SVD analysis respectively. The
last frame of the TR-SAXS data set recorded at p?6 4s almost superimposable to the
scattering pattern of the expanded prohead (Fig. BHerefore, we considered that the
solution contained 100% expanded proheads andtbheestattering pattern as a reference for

scaling.

The p(r) function of a mixture is a linear combioa of the p(r) functions of the

individual components. Since only two componengsiavolved in the expansion transition
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of T5 capsid, a direct measurement of the expawdedid proportion for thé"iframe Fexp,

can be derived from the set of p(r) profiles. Ttaises the particularly simple expression:

J'rrz p; (r)dr
expj — -

F —
:
J-rlz Pend, pH a2e(r)dr

in the case where; nis larger than the initial prohead Il maximal deter, so that both
integrals have only contributions from expandedsi®d We used;#720 A, p=860A while
PendpHa26(r) 1S the distance distribution function of the ldistme of the experiment at pH

4.26.

The use of the time dependence of the projectito the second basis vector is a
model independent approach to quantify the timelutom of the fraction of expanded
capsids. This fraction was computed using the ptes b, b, and k.4 of the scattering
pattern onto the second basis vector at a givea itirat the beginning (first frame) and at the

end of the transition:

_ (bl - bend) L (Fexpend - I:exp;L)
expj (b _ bl) + I:exp,end
end

The fractions at the beginnirfg,,1 and at the end of the transitiéia,end Were calibrated

using the pair distance distribution approach.

Differential Scanning Calorimetry

DSC was carried out using a MicroCal model VP-DS€Cans were performed at a
rate of 1°C/minute for temperatures ranging fromt@0100°C. Prohead Il (0.4 g/L) and
capsid expanded by the dialysis protocol (0.4 gd4ge above) were dialyzed in 25 mM

sodium phosphate buffer, pH 7.6, 200 mM NaCl. Allusons were thoroughly degassed
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before recording spectra. Each measurement wasqeddy a baseline scan with the buffer.

The heat capacity of the solvent was subtracteth ftbat of the protein sample before

analysis.
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Figure Captions

Figure 1. Cryo-electron microscopy analysis of probad Il and expanded capsids.

(@) Cryo-electron micrograph of a prohead Il samfdencentration: 2.5g/L), showing
proheads Il (1) and one membrane vesicle (2). \&ssicave diameters ranging from 200 to
1000 A and are distinguishable from capsids byrthen-regular shape and the presence of
two membranes. (b) Cryo-electron micrograph ofahpad Il sample (concentration: 1.9 g/L)
dialyzed against 20 mM Hepes buffer (pH 7.6), withNaCl, showing expanded capsids (3)
and vesicles (2). (c) and (d): Cryo-electron micapips of a prohead Il sample acidified to
pH 4.30 in 200 mM NaCl, as described in Materiald Methods. The expansion process was
arrested by vitrification of the samples after 8gnd 30 (d) minutes. Only prohead Il (1) and
expanded capsids (3) were observed without anyciddtie intermediate states. No vesicle is
seen anymore. (e) Fractions of prohead Il (blud)expanded capsid (red) upon acidification.
“Compact” and “expanded” correspond to the nativehpads sample and dialyzed capsids

sample respectively. The total number of capsidst=a is approx. 2900.

Figure 2. SAXS patterns and distance distribution dinctions p(r) of prohead Il and

expanded capsid.

(a) SAXS patterns of prohead Il (blue) and expangedead (red). Prohead Il sample was
diluted 2.5 folds into water at a final concentratof 1mg/l in 20 mM Hepes pH7.6, 400 mM
NaCl. Expansion was triggered by dialysis of thehgad sample against a 20mM Hepes

buffer pH 7.6, as described in Material and Methdl} distance distribution functions p(r)
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of prohead Il (blue) and expanded capsid (red) edetpfrom the corresponding scattering

patterns using GNORA.

Figure 3. Time resolved SAXS patterns and distancéistribution functions p(r) of

prohead Il during acid-induced expansion.

Prohead Il sample (concentration: 1g/l) was mixét an equal volume of acetate buffer to a
final concentration of 80mM acetate, 10 mM Hepex] 200 mM NaCl at a final pH of
4.26 (a) or 4.30 (b) to initiate the transition. 83 patterns were recorded during 1s at 60s
intervals. In both graphs (a) and (b), the firstveu(in blue) corresponds to the capsids
acidified during 4s. The red curve correspondsaasi acidified during 964s (a) and 1024s
(b). The distance distribution functions p(r) arerided from the experimental scattering

patterns at pH 4.26 (c) and 4.30 (d).

Figure 4. Singular value decomposition of one expnent at pH 4.26.

The first (continuous line) and second (broken)libasis vector are shown in (a), the third
(continuous line) and fourth (broken line) basistee are shown in (b). (c) Projections of the
experimental curvesnto the first (continuous line), second (brokere)ibasis vectors. (d)
Projections of the experimental curvasto the third (continuous line), fourth (brokend)

basis vectors.

Figure 5. Restoration of time resolved patterns usg only the first two eigenvectors

from the SVD analysis.
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(a) The circles corresponds to the experimental SAXattering pattern recorded 8 minutes
after the pH drop down to pH 4.26. The continuans torresponds to the restored intensity
using the first two basis vectors. (b) Curve of thstored intensity minus the experimental
intensity divided by the experimental uncertaintgdiced residuals), as a function of the

momentum transfer.

Figure 6. Calorimetric recording of prohead Il (continuous line) and expanded capsid

(broken line).

A sample of freshly purified proheads Il was diggzagainst 20 mM Hepes buffer pH 7.6
during 24 hours to induce expansion. Both nativehpads and expanded ones were then
dialyzed against 25 mM sodium phosphate buffer p&§ Z00m M NaCl for calorimetric
recording. The dramatic fall of the excess heatacdp after T, is explained by protein
aggregation following capsid dislocation. Becaudetlos aggregation, thermodynamic
parameters such at;,, and T, cannot be determined. HoweVvEf can be approximated by
the temperature at which the maximum of each cigveached. Both native and expanded
prohead samples were checked by negative staivhdgle expanded sample included 3% of
proheads II, which explains the small peak at adotin°C in the thermogram of expanded

proheads.
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SUPPLEMENTAL FIGURES

A two-state cooperative expansion converts the procapsid shell of bacteriophage TS5 into a highly stable
capsid isomorphous to the final virion head

Olivier Preux, Dominique Durand, Alexis Huet, Aurélie Bertin, Claire Boulogne, Jeannine Drouin-Wahbi,
Didier Trévarin, Javier Pérez, Patrice Vachette, Pascale Boulanger
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Figure S1: Schematic representation of the experimental setup for TR- SAXS measurements.
Syringe I: prohead II (Img/mL) solution in 20mM Hepes buffer pH 7.6, 400mM NacCl.

Syringe 2: 160mM sodium acetate buffer adjusted at the appropriate pH in the range [3.90-4.25] to yield after
mixing with an equal volume of Prohead II solution (syringe 1) samples at final pH values of 4.30, 4.26, 4.23
and 4.17.

Syringe 3: 20mM Hepes buffer pH 7.6, 400mM NacCl (capsid buffer before mixing)
Syringe 4: 80mM sodium acetate buffer, 10mM Hepes buffer,200mM NaCl (capsid buffer after mixing).

Before starting the experiment, valves (5), (6) and (7) were in position 0, 1 and 0 respectively.
A typical experiment was run as follows: i) 200uL of prohead II sample and of acetate buffer were mixed and
pushed into the SAXS measuring unit. The 2-way valve (7) was in position 0 in order to avoid over pressure. ii)
Immediately after mixing, valve (7), was rotated in position 1 to keep the mixed solution in the SAXS
measuring cell. iii) 2 seconds after mixing, we recorded the first frame. iv) Valve (5) was then rotated into
position 1 and 6puL of a 1:1 mixture of Hepes and acetate buffers (Syringe 4) was used to push the same volume
of the acidified prohead II solution contained in the tubing connecting the valve (5) with the SAXS measuring
cell. The prohead sample was thus renewed to prevent radiation damage generated by the high-brilliance
synchrotron source. The tubing volume (220 pL) allowed us to perform 18 cycles of SAXS recording followed
by sample renewal. With this number of frames we could monitor the complete expansion process prohead II at
pH 4.26. v) In parallel with the first cycle of step (iv), 200uL. of Hepes buffer (syringe 3) were pushed into the
waste to chase away the acetate buffer from mixing chamber, thereby preventing premature acidification of the
prohead II sample in syringe 1 (the Biologics stopped-flow apparatus does not contain any internal valve). vi)
Between each experiment, the system was thoroughly cleaned via valve (6) using a commercial Hellmanex®
solution and finally rinsed with the mixture of Hepes and sodium acetate buffers (syringe 4).
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Figure S2: Protein composition of TS prohead II. SDS-PAGE (4-20% Precise Protein Gel, Thermo
Scientific) shows the major head protein pb8 (32.8 kDa), the portal pb7 (43.8 kDa) and the head protease pb11
(15.8 kDa). The three prohead II components have undergone proteolytic cleavage by pbl1 upon maturation of
prohead I into prohead II (manuscript in preparation).
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Figure S3: Cryo EM imaging of acid-induced expansion of proheads II. a) Histogram of the fractions of
prohead II (dotted bar), expanded capsids (vertical lines), vesicles (oblique lines) and broken expanded capsids
(solid bar) out of the total number of capsids and over acidification time. “Compact” corresponds to the native
prohead sample, “expanded” corresponds to the dialyzed capsids. The total number of capsids counted is
approx. 2900. b) Cryo-electron micrograph of a prohead II sample at pH 4.30 in 200mM NacCl flash-frozen 8
minutes after pH drop. Compact proheads II (1), expanded capsids (2) and broken expanded capsids (3) can be
seen.
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Figure S4: Comparison of the SAXS patterns of capsid expanded by dialysis against a S0mM Hepes
buffer pH 7.6 (broken line) and by acidification at pH 4.26 (continuous lines). The latter curve corresponds
to the last frame of TR-SAXS experiment. The SAXS pattern of the dialyzed capsids is the average of 20
frames of 1 second exposure while the scattering curve of the acidified capsids is a unique 1 second frame and
is therefore noisier. Except for the noise level, the 2 curves show a great similarity. Cryo-EM analysis showed
that dialyzed capsids are only composed of expanded capsids; this suggests that the last frame of TR-SAXS
measurements after acidification at pH 4.26 also corresponds to expanded capsids.
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Figure S5: Comparison of the SAXS patterns of a prohead II sample (broken line) with the first frame of
TR measurements following pH-drop (continuous line). The two curves are very similar. The very slight
shift towards larger angles of the acidified capsid pattern is probably due to the disappearance of vesicles
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Figure S6. pH dependence of expansion kinetics. The time-dependent fraction of expanded prohead
after acidification at pH 4.30 (triangle), 4.26 (square), 4.23 (diamond) and 4.17 (cross) were computed
from (a) the pair distance distribution and (b) the time-dependence of the projections on the second
basis vector in SVD analysis as described in Material and methods. The later phase of the kinetics that
is altered by dilution artefacts is shaded.



llI- Modeles cinétiques de I'expansion

L’analyse SVD des données SAXS présentée danscléarontre qu'il n'y a pas
d’état d’'intermédiaire détectable par SAXS duraakpansion, c’est-a-dire pas de capsides
ayant une forme globale et/ou une taille différasde états compact et expansé. J'ai effectue
'analyse de I'évolution des populations respedivd® capsides compactes et de capsides
expansees dans le but de déterminer la présentabsence d’état(s) intermédiaire(s) non

détectable(s) par SAXS.

Considérons la transition irréversible en une étajest-a-dire sans état intermédiaire,

entre I'état compact et I'état expansé:
C }&) E
La constante cinétique eki=1/r;, our; est le temps caractéristique de cette étape.
Les concentrations des capsides compafiest[expansée<£] sont alors égales a :
[C] = Cye Kt

[E] = Co(1 — e™"1%)

En faisant I'hypothése d’une transition en une esdétape, la fraction de capsides expansées

s’exprime donc par cette formule :

Gexp,t =1-—eft (7)
Or cette expression ne peut pas rendre compte aleseds expérimentales (figure 33 (a)),
notamment du fait que I'évolution rapide ne se edche quau bout d’'une dizaine de

secondes.
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L’évolution des populations de capsides compadiexgansées ne pouvant pas étre
décrite par un modele de transition consistant @& seule barriere d’énergie, nous avons

essayé d’en rendre compte avec un modele inclumétat intermédiaire :

kq k2

C->C"-E
Les constantes cinétiques soki=1/r; andk,=1/r,, 71 et z, étant les temps caractéristiques

respectifs des étapes 1 et 2.

Ce troisiéme état, noté " (e peut pas étre différencié de I'état compact3#eXS ou par
microscopie électronique, il pourrait consisterugre capside dont les capsomeres ont subi

des réarrangements structuraux locaux.

La dépendance temporelle de la concentration d#s &spéces de capsides est
entierement déterminée par les constantes cinétigke et k, (voir I'annexe 3 pour la

démonstration de ces formules):

k4 . k4
= —kat _ —kqt
[E] = Cy 1+k2_k1e <1+k2—k1)e ]

La fraction de capsides expansées s’exprime daniaparmule :

ko k,
— _ Zt —_ _klt
Gexpt =1+ = I e (1 + K, = kl) e (8)

La figure 33 (b) permet de comparer les donnéegrerpntales de I'évolution de la
fraction de capsides expansées aux données thésrapiculées a I'aide de I'équation (8)

dont les parametrek; et k, ont été ajustés mathématiquement a l'aide du iklgic
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KaleidaGraph (Synergy Software). On remarque queleur der, est fortement dépendante
du pH auquel les capsides ont été acidifiées, atraioe de la valeur dg (figure 33 (c)), qui

est constant, a la précision des mesures presjalgasame de pH étudié (4,17-4,30).

Avec ce modeéle, le processus d’expansion pourtiatd®crit de la maniére suivante.

La baisse du pH entraine un changement de |'étgronation de certains acides aminés,
qui pourrait entrainer localement des répulsioastébstatiques responsables de changements
structuraux locaux de la protéine majeure de ceps&dentuellement une modification de la
structure secondaire. De par l'invariance de lawatlet; dans la gamme de pH 4.17-4.30, il
est probable que tous les acides aminés incrintlags cette étape soient protonés, donc que
leur pKa soit bien supérieur a 4,30. En revanchéélgendance de au pH d’acidification
indique que le pKa des acides aminés impliqués tarseconde étape, consistant en un
changement spectaculaire de taille et de formeadeapside, serait du méme ordre de

grandeur que ce pH d’acidification.

Cependant, comme on peut le voir sur la figurel§34i les valeurs des fractions de
capsides expansées calculées avec le modéle camipart état intermédiaire sont dans la
marge d’erreur des données expérimentales obtenpek4.30, elles s’en écartent un peu a
pH 4.26 et ne rendent pas compte des données mguitales a pH 4.23 et 4.17. Les données
expérimentales ne permettent donc pas de conctuneathiere univoque sur la présence d’'un

état intermédiaire non détectable par SAXS.
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Figure 33. Etude de la cinétique de I'expansion(a) et (b) Fraction de capsides expansées
en fonction du temps apres acidification a pH 4drdix), 4.23 (losanges), 4.26 (carrés) et
4.30 (triangles). Les lignes continues correspohdenx « fits » obtenus en utilisant les
équations (7) (a) et (8) (b). (c) Variation des pentaractéristiqgues (équation (8)) de la
premiére {;, carrés) et de la deuxiéme, (losanges) étape de I'expansion en fonction du pH
de l'acidification.
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ETUDE STRUCTURALE ET FONCTIONNELLE

DE LA PROTEINE DE DECORATION pb10
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|- INTRODUCTION

Les capsides des phages icosaédriques sont céestitie protéines majeures formant
I'architecture de la capside, d’'une protéine pertflairmant le port d’entrée et de sortie de
'ADN et de protéines de fermeture formant le cariear, vertex spécialisé dans
I'attachement a la queue. Certains phages postsd@enres protéines, dites « accessoires »,
qui ont la particularité de ne se fixer qu'apr&xpansion de la capside (Lander, Evilevitch et
al. 2008). Leur site de fixation est donc généré Ipa modifications structurales dues a
I'expansion. Certaines de ces protéines, comnpedi@ine gpD du phade(Yang, Maluf et
al. 2008), sont indispensables pour stabiliser dpsitle et lui permettre de résister a la
pression interne générée par I'état fortement catépde I'ADN. D’autres ne sont pas
indispensables a I'assemblage complet de la capidgs participent a sa stabilité, par
exemple la protéine SOC du phage T4 (Qin, Fokired.€2010) et la protéine DEC du phage
L (Tang, Gilcrease et al. 2006). Ces trois prasgirenforcent la solidité de la capside en se
fixant aux interfaces entre trois hexaméres (fi@#4e Elles « cimentent » ainsi les hexameres
entre eux. Certaines protéines se fixent au cetee hexameres, d’autres au centre des
pentameéres, comme les protéines de décoration dgepBlO-2 (Lander, Baudoux et al.
2012). Il existe des protéines accessoires doniraeffet stabilisateur n'a pu étre mis en
évidence. Par exemple, la protéine HOC des phagés f@mille de T4 (Fokine, Chipman et
al. 2004), la protéine gp12 du phage SPP1 (Whiterr8an et al. 2012) et la protéine pb10 du
phage T5 (Effantin, Boulanger et al. 2006), qufisent au centre des hexaméres, ou encore

la protéine gp8.5 du phagR9. Le réle biologique de ces protéines est paustant inconnu.
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Figure 34. Structure de la capside des bactériophag A et SIO-2. (a) Reconstruction
tridimensionnelle a partir de clichés de cryo-msoapie électronique de la capside du phage
L (résolution : 6.8 A). Le diamétre moyen de la @@sest de 600 A. Les densités
électroniques sont colorées en fonction de leuadce du centre de la capside, du rouge au
bleu. (b) Vue d'une unité asymétrique de la capsldes protéines majeures de capside
formant un hexamére sont coloriées en bleu, cyart, jaune, rouge et rose. La protéine
majeure formant un des c6tés d’'un pentamere estiéelen violet. Les six protéines gpD
sont coloriées en orange. (c) Reconstruction tedisionnelle & partir de clichés de cryo-
microscopie électronique (résolution : 8.5 A) dectpside du phage SIO-2. En bleu sont
représentées les protéines de décoration. (d) Ahgauvue en coupe d'une protéine de
décoration se fixant au centre d’un hexamere (en)bLa forme en champignon ainsi que la
discontinuité de la densité électronique est uetete la reconstruction, elle est due a la
flexibilité de la protéine. A droite : vue en cougene protéine de décoration se fixant au
centre d’'un pentamére (en orange). (a) et (b)uréigadaptée de (Lander, Evilevitch et al.
2008) ; (c) et (d) : figure adaptée de (Lander,d®aux et al. 2012).
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1- Les protéines HOC

1-1 Présentation

Le bactériophage T4 est un phage infectstherichia coli qui appartient a I'ordre
desCaudovirales et a la famille deMyoviridae. Sa capside de symétrie pseudo-icosaédrique
est allongée et a pour nombres de triangulatior83TetlQ=20 (Fokine, Chipman et al. 2004).
Elle contient 155 copies de HOC (Highly immunoge@igter Capsid protein), une protéine
de 40 kDa se fixant au centre des hexaméres foparéls protéine majeure de capside, gp23
(figure 35 (a)). Cette protéine ou des analoguésin@au niveau de leur séquence protéique
est également présente chez tous les phages atgsaachd. Les deux seuls autres exemples,
actuellement décrits, de protéines de décoraticmupant le centre des hexameéres de la

protéine majeure de capside sont les protéines dgpBPP1 et pb10 de T5.

1-2 Données structurales des protéines HOC

L’analyse de la séquence de HOC a montré que pettéine est composée de 4
domaines d’environ 10 kDa chacun. Les trois donsaht¢erminaux possedent un repliement
de type immunoglobuline, consistant en 7 brinsepliés en 2 feuillets. Le domaine C-
terminal est le mieux conservé parmi les protéikE3C. Les prédictions de structures
secondaires indiquent avec une forte probabilité cette protéine est constituée de quatre
hélices (Cole, Barber et al. 2008; Fokine, Islarale011).

Une analyse biochimique a montré que le domainer@ibal (domaine 4) de la

protéine HOC de T4 contient un site de fixationaacapside (Sathaliyawala, Islam et al.
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2010). D’autres analyses biochimiques suggerentegdemaine 1 stabilise le domaine 4, ces
domaines interagiraient donc ensemble. L’hypotla@sacée par (Sathaliyawala, Islam et al.
2010) est que les deux domaines 1 et 4 formerdéentodule de fixation de HOC sur la
capside, ainsi HOC aurait une forme de fer a ch@igre 35 (b)). Le modele structural de
HOC obtenu par homologie de séquence avec I'Hémolime protéine d’insecte de type
immunoglobuline, présente une forme similaire. Mespcette forme est compatible avec la
reconstruction tridimensionnelle a partir de clglde cryo-microscopie électronique de la
capside (Fokine, Chipman et al. 2004) (figure (c)).

La structure atomique des 3 domaines N-terminauxaderotéine HOC du phage
RBA49 a été résolue par cristallographie (Fokinamset al. 2011) (figure 36 (a)). La structure
obtenue a une forme allongée. Elle montre un lickert et met en évidence des interactions
stables entre les domaines 2 et 3 (figure 36 [[®)modele par homologie de séquence de la
protéine HOC de T4 basé sur la structure de HO@hdhge RB49 suggere que le linker est
eégalement court chez la HOC de T4. Ces données isoompatibles avec le modele
précédent en fer a cheval. Le modele proposé et celui d’'une protéine allongée (figure
36). La résolution de la structure de la capsidme échelle subnanométrique permettrait de
trancher entre ces deux modeéles, a moins quexibifleé des liaisons entre les domaines 1 et
2 et entre les domaines 3 et 4 n'aboutisse, paremmage, a une densité électronique
correspondant aux domaines 1 et 2 trop faible pesortir du bruit de fond.
Il est & noter que la partie C-terminale, c’eslité-le domaine de fixation a la capside, n'a
pas pu étre cristallisée. L'explication avancéeqgest ce domaine soit relié au domaine 2 par

un linker flexible, une autre possible serait gaelomaine n’est pas structuré en solution.
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Figure 35. Structure de la capside et modéle de [&otéine HOC du bactériophage T4

(a) Reconstruction tridimensionnelle a partir deeh@s de cryo-microscopie électronique
(résolution : 22 A) de la capside du phage T4, mamtles protéines majeures de téte gp23 et
gp24, formant respectivement les hexameres etdletameres, les protéines accessoires SOC
entre les hexameéres et HOC au milieu de ceux-cM(mele en fer a cheval de HOC obtenu
par homologie de séquence avec I'Hémoline (stractintenue pafu et al. (Su, Gastinel et

al. 1998)). (c) Interaction de la protéine HOCTdieavec I’hexamére de la protéine majeure
de capside gp23. En rouge, jaune, vert et bleudétecen fer a cheval de HOC. En magenta :
modéle de gp23 obtenu par homologie de séquenginé;d_eiman et al. 2005). (a) : figure
adaptée de (Fokine, Chipman et al. 2004)), (b)ckt {igures adaptée de (Sathaliyawala,
Islam et al. 2010).
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Domaine 3 —

y Vers domaine de
(a) fixation (domaine 4) (b)

Figure 36. Structure de la protéine HOC du bactériphage RB49 un phage trés proche de
T4. (a) Seul les 3 domaines N-terminaux ont étgtaltisés et sont présentés. Ces domaines
présentent un repliement de type immunoglobuline.domaine C-terminal, domaine de
fixation a la capside pourrait étre relié par umkdir flexible, ce qui pourrait empécher la
cristallisation de la protéine entiere. (b) Cartensque montrant les interactions entre les
domaines 2 et 3 de la proteine HOC de RB49. Lemedod’'oxygene sont en rouge, les
atomes d’azote en bleu et les atomes de soufreagmige Les atomes de carbone du domaine
2 sont en noir, ceux du domaine 3 sont en vertireigdapté de (Fokine, Islam et al. 2011).
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1-3 ROle biologique de HOC

Cette protéine n’est pas indispensable a I'assagabiaa I'infectiosité du phage (Ishii
and Yanagida 1977). Elle ne se fixe que sur lesidap gonflées (Carrascosa 1978; Rao and
Black 1985). Contrairement a SOC, la protéine HCGOpas d’effet significatif sur la stabilité
de la capside. Son rdle biologique au cours duecyld vie du virus n’est toujours pas

déterminé, cependant plusieurs hypothéses ontraseg.

La protéine HOC pourrait se fixer sur les bactéHEesoli. Cette fixation, réversible,
se ferait au moyen d’interactions faibles et norécemues entre les domaines
immunoglobulines et les sucres de la paroi bactéegFraser, Maxwell et al. 2007). Ces
interactions pourraient conduire a plusieurs agedasélectifs. D’'une part, elles pourraient
augmenter la concentration de virus prés de I'hét@insi augmenter la chance d’infection.
D’autre part elles pourraient permettre au phagsedservir d’'une bactérie, qui ne soit pas
nécessairement son héte, comme « moyen de transpa$ bactéries utilisant la chimiotaxie
pour se diriger vers des environnements dans lésgques conditions physico-chimiques sont
favorables (Adler and Tso 1974), cette fixation mam étre plus efficace que la simple

diffusion pour trouver des hotes.

Par ailleurs, il a été montré que les mutants deépburvus de HOC s’agregent dans
des solutions dépourvues d’ions divalents, cordnaént aux phages T4 natifs (Yamaguchi
and Yanagida 1980) (Childs 1980). La protéine HQ€vigendrait donc cette agrégation,
probablement grace a son point isoélectrique fdjle= 4,17). La géne stérique induite par
les 60 A de long de HOC pourrait aussi empéchentesactions entre les protéines majeures

gp23 de deux phages voisins.
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2- Les fibres de la capside de 29

Le bactériophage29 est un phage caudé de la famille Bedoviridae infectant les
bactéries a Gram positfacillus subtilis (Salas, Vasquez et al. 1972). Sa capside de sgmétr
pseudo-icosaédrique est oblongue et a pour nonderésangulation T = 3 et Q = 5 (Figure
37 (a) et (b)). Elle est décorée de 55 fibres cugss de trimeres de la protéine gp8.5. Ces

fibres, de 150 A de long, se fixent a l'interfacerdpentamére et de deux hexameéres.

La structure cristallographique de la partie C-ieale de ces fibres a été recemment
déterminée & une résolution de 1,6 A (Xiang andsRasin 2011). Cette partie correspond &
la zone exposée au solvant, le domaine de fixatiagant pas pu étre cristallisé. Elle est
longue de 110 A et est divisée en trois domainssndis : la téte, le cou et la queue (figure
37 (c)). La queue est composée de 9 hélicediées entre elles par des coufle€es coudes

présentent des angles diedres différents de tsulede$ precédemment définis.

Comme pour la protéine HOC des phages de la fadell€4, le role sélectif des fibres
de ¢29 n’est pas connu. Aucun effet sur la stabilitdaleapside n'a pu étre démontré. La
délétion du gene codant pour ces fibres n'engeadceine baisse de l'infectiosité @29 in
vitro. Cependant des données de microscopie électrosigggerent que cette fibre aide le
phage a reconnaitre la surface de la bactérie dGesées n’ont toutefois été confirmées par

aucune analyse biochimique.
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(c)

Figure 37. Structure du phagep29 et de la sa fibre(a) Reconstruction tridimensionnelle a
partir de clichés de cryo-microscopie électroniquésolution : 25 A) du phage29. Les
fibres de la capside sont affichées en orangeRéprésentation schématique de la capside
pseudo icosaédrique. Les sites de fixation desdibBont représentés par des points verts. Les
points noirs représentent les centres des pentamesepoints rouges et orange les centres
des hexameéres. (c) Structure cristallographiqug d1de résolution de la partie C-terminale
d’'une fibre, composée de trois copies de la pret§ip8.5. Cette partie a une longueur de 110
A. Figure adaptée de (Xiang and Rossmann 2011).
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3- La protéine gp12 du phage SPP1

Le bactériophage SPP1 est un phage caudé de ldefdesSphoviridae infectant les
bactéries a Gram positfacillus subtilis. Sa capside de symétrie icosaédrique a pour nombre
de triangulation T = 7. Elle est décorée de 60éras de gpl2 (figure 38), une protéine de 6.6
kDa. Ces trimeéres ne se fixent gu'aprés I'expansieria capside, au centre des hexameres
(Isidro, Henriques et al. 2004) (White, Shermarale2012). L'effet de la fixation de cette
protéine sur la stabilité thermique de la capsid&téarécemment étudié par mesure de la
fluorescence pendant un gradient de températunetebsité de fluorescence est reliée a la
présence d’ADN libre en solution et permet doncnuesurer la quantité de capside dont
'ADN s’est échappé. Cette étude a montré queXatifin de gpl2 ne participait pas a la

stabilisation de la capside. Son rdle biologiguedesc pour I'instant inconnu.

(a) (b)

Figure 38. Structure de la capside du phage SPP{) Reconstruction tridimensionnelle de
la capside pleine d’ADN de SPP1 a partir de cryorasicopie électronique (résolution : 11.7
A). A gauche une vue zoomée de cette capside nmiria zones de densité électronique
correspondant aux triméres de gpl2 (fleches noifb})En magenta : densité électronique
correspondant a un trimere de gpl2. Cette densiti® abtenue en soustrayant la carte de
densité précédente a celle obtenue avec un mutagitiipant des capsides non décorées. En
vert : densité électronique correspondant a uneéra de la capside. Figure adaptée de
(White, Sherman et al. 2012).
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4- Applications biotechnologiques des protéines de

décoration

Le phage display est une méthode d’étude des interactions prof@ioiine ou
protéine-ADN. Elle est basée sur la présentationn dpolypeptide a la surface d'un
bactériophage (Smith and Petrenko 1997). Pour celgolypeptide est fusionné sur une
protéine structurale de ce phage. Les protéinesvdleppes des phages filamenteux M13 et
fd ont notamment été abondamment utilisées pourosep des banques de peptides
comportant de six a huit acides aminés (Smith 198% phages icosaédriques ont également
éte largement utilisés, notamment la protéine aerdéon gpD (420 copies) (Sternberg and
Hoess 1995), la protéine majeure de queue gpV ¢bpies) (Maruyama, Maruyama et al.
1994)) du phage et la protéine majeure de capside gpl0 (415 cpf@sstillo, Goodson et
al. 2001) du phage T7. Le fait que les protéineplthge utilisées pour exposer le polypeptide
soient des protéines structurales indispensablessemblage du phage présente néanmoins
une limitation, notamment liée a la taille de cdypeptide (Smith and Petrenko 1997;

Manoutcharian, Gevorkian et al. 2001).

La protéine de décoration HOC du phage T4, leediltlu phage29, la protéine de
décoration gp12 du phage SPP1 ainsi que la proti@rdgcoration pb10 du phage T5 ne sont
en revanche pas essentielles pour 'assemblageiri@ss. La fixation de ces protéines peut
donc se fairan vitro apres assemblage des virions ou des capsidess,setilaonin vivo
comme précédemment. Cette méthode permettrait éiéfibier de I'exposition, de la
distribution symétrique et de I'abondance des pmetde décoration a la surface des capsides

sans étre limitée par la taille du polypeptideduasie.
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Ces propriétés rendent les protéines de décoratkaellentes candidates pour les
fusionner avec des antigénes afin de générer yransé immunitaire. Il a notamment été
montré qu’il était possible de fusionner la pro&eiHOC avec l'antigene protecteur de
I'anthrax, puis de fixer avec une grande affiniké< 69nM) cette molécule sur des virions
dépourvus de protéine HOC (Shivachandra, Rao e2(6). Ces virions ainsi marqués

déclenchent une réaction immunitaire chez la sonése en I'absence d’adjuvant.

5- Présentation de la thématique de recherche

pb10 est la protéine de décoration du phage T5stQiee protéine de 17 kDa, non
essentielle pour I'assemblage et l'infectiosité de®ns (Saigo 1978)Son rdle dans le cycle
de vie du virus n’est pas connu. Comme les proséHh®C de T4, elle se fixe au centre de
chague hexamére de pb8, il y a donc 120 copiedbtié par capside (Effantin, Boulanger et
al. 2006). Des analyses bio-informatiques ont néorfEraser, Yu et al. 2006) que pbl0
comprend un domaine immunoglobuline possédant 48%ntité de séquence avec celui de
la protéine HOC de T4, alors qu'’il n'y a pas deiknité de séquence entre les autres régions

de ces protéines.

Le but de ce projet a été de :
- produire et purifier pb10
- caractériser pb10 en solution

- étudier la fixationin vitro de pb10 sur les capsides vides d’ADN. En partéculie vérifier
leur fixation sur les capsides gonflées et non learcapsides compactes, puis d’'analyser

I'affinité et la coopérativité de sa fixation sardapside gonflée
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- étudier son role biologique, notamment sa capacgtabiliser la capside

- déterminer sa structure. Plusieurs approchegt@neffectuées, a basse résolution avec une

étude par SAXS et a haute résolution avec unetieaitde cristallogenese de pb10.

lI- RESULTATS

1- Clonage, production et purification de pb10

1-1 Production

Le gene codant pour pbl0 a été cloné dans le vedeisurexpression bactérien
pPET28b (Cf. Matériel et Méthodes). Une étiquettdasd pour 6 histidines est ajoutée en 3’
du géne pb10. La protéine pb10 a été produite @assuche d’expressida coli BL21. Son
niveau d’expression et sa solubilité sont compesilavec les différentes études envisagées :
étude de la fixation sur la capside par ultrackrgdtion et étude structurale par

cristallographie et SAXS.

1-2 Purification

La purification des protéines se déroule commequélidans la partie Matériel et
Méthode. Pour obtenir une protéine pure, trois étagont nécessaires : chromatographie
d’affinité sur un métal immobilisé (IMAC), chroma@aphie d'échange de cations et

chromatographie d’exclusion de taille (figure 3%.protéine est concentrée a une
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Figure 39. Purification de pbl0.Apres cassage des bactéries a la presse de Fianch,
fraction soluble obtenue par ultracentrifugationl@aesuspension bactérienne est injectée sur
une colonne de chromatographie d’affinité (HisTFy GE Healthcare) (a). La colonne est
lavée avec du tampon 50 mM Hepes pH 7.2, 1M NaCir ggiminer I'ADN fixé non
spécifiguement sur la colonne et sur pb10. L’éluse fait par gradient 0-40% (Solution A :
50 mM Hepes pH7.2, 50 mM NacCl, 20mM imidazole, soluB : 50 mM Hepes pH7.2, 50
mM NacCl, 1M imidazole). Les fractions d’'intérét s@nsuite injectées dans une colonne de
chromatographie d’échange de cations (HiTrap SP (BP)et éluées par un gradient de
concentration en NacCl. Les fractions contenantr¢égine sont regroupées et concentrées a 5
mL puis injectées sur une colonne de chromatogeaghgxclusion de taille Sephadex S75
16/60 HL (GE Healthcare) (c). A lissue de cettenilere étape, les fractions contenant pb10
sont regroupées et dialysées contre 50 mM Hepe2p#HZ0 mM NacCl, puis concentrées. La
concentration finale varie de 3 a 32 mg/mL selenebepériences effectuées.
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Figure 40. Caractérisation de pbl0 par SEC-MALLS La masse moléculaire (courbe
rouge) est calculée a partir de I'intensité deumitre diffusée en fonction de l'angle de
diffusion et de l'indice de réfraction (courbe bd¢uCette masse moléculaire est estimée a 16
+ 2 kDa, ce qui indique que la protéine est soderlme monomérique.
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concentration variant de 3 a 32 mg/mL selon legggpces effectuées. Le rendement moyen
est de 2 mg de pbl10 purifiée par litre de cultlua.pureté de I'échantillon protéique est
ensuite contrélée par gel SDS PAGE. L'état d'oligoisation de la protéine est déterminé
par SEC-MALLS (Size Exclusion Chromatography - Mdélhgle Laser Light Scattering),
technique qui permet de déterminer de maniére appmla masse molaire. Cette analyse
nous indigue que la protéine est monomérique @glld), la masse indiquée, 16 + 2 kDa,
étant de l'ordre de grandeur de la masse préditétapsequence. L'analyse par spectrométrie

de masse (Q-TOF) de pb10 a ensuite montreé l'inttéde cette protéine purifiée (figure 41).

pb 10
(18311 Da)

100

+Na'
-H,0 L
Intensité
lati 50 \ +2Na'
relative

(%)

0
18200 18400 18600 1880

Masse moléculaire (Da)

Figure 41. Spectrométrie de masse (Q-TOF) de la preine pb10.L'incertitude absolue sur

la mesure est de 2 Da. On observe plusieurs piespit. d’'intensité relative de 100 %
correspond a pbl0 purifiée seule, les autres mogspondent a la protéine plus ou moins
une molécule d’eau ou un ion sodium. La masse @6 dbterminée par cette méthode, 18311
daltons, est exactement celle prédite a partiadgéguence : pb10 n’est donc pas protéolysée.
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2- Etude fonctionnelle de pb10

2-1 Etude de la fixation de pb10 sur les capsides v  ides d’ADN

2-1-1 Etude de la fixation de pb10 par ultracentrif  ugation

La fixation de pbl0 sur les capsides vides d’ADNét@ étudiéein vitro par
ultracentrifugation. Les capsides compactes etl§esfont été incubées avec la protéine
pb10, puis ultra-centrifugées a une vitesse quinpeita sédimentation des capsides mais ne
permet pas la sédimentation de la protéine pbl@sduielle est incubée avec des capsides
gonflées, la protéine pb10 sédimente dans le ¢udatrevanche apres incubation avec les
capsides compactes elle reste dans le surnagegunie(#42). Cette expérience prouve iqu’
vitro la protéine pb10 se fixe sur les capsides mattdesd’ADN mais ne se fixe pas sur les
capsides compactes. Leur fixation est donc un neamqdu processus d’expansion. Cette
fixation in vitro montre que les protéines pb10 produites avec timeegte poly-histidine sont
fonctionnelles. L’étiquette étant insérée du cotteininal, cela renforce l'idée que le site de
fixation se situe sur le domaine N-terminal de pbQ®&st également un élément de preuve
que I'expansionn vitro des capsides conduit au méme état final que ligsipain vivo. En
effet, in vivo on observe également que pb10 ne se fixe passuoapsides compactes, car les
capsides produites par le mutant AMN5 ne sont gasrées alors que pb10 est produite par

ce mutant.
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Figure 42. Etude de la fixation de la protéine de étoration par ultracentrifugation. 5
échantillons ont été centrifugés : la protéine piskdle, les capsides gonflées (CG), les
capsides compactes (CC), le mélange capsideségsnfllus pb10 et le mélange capsides
compactes plus pb10. Les différentes pistes sbnmarqueur de taille, 2 : surnageant pb10,
3:culot CC, 4: culot CC + pbl0, 5: culot GX; culot CX + pb10, 7 : surnageant CX +
pb10. Les deux derniéres pistes sont des témoiaspiste 8 contient des tétes pleines
produites séparément des queues et la piste ®nodes fantdmes de phage T5. Sur ces deux
témoins nous retrouvons les bandes correspondanteprotéine portale pb7, a la protéine
majeure de téte pb8 ainsi qu'a pb10. Cependamtidaation de cette derniére protéine est
plus basse compte tenu du fait qu’elle ne possadaligtiquette poly-histidine. Nous n’avons
pas d’explication pour expliquer la migration erubiet de pb10 purifiée.

2-1-2 Etude par migration sur gel d’agarose

La fixation de pb10 sur les capsides gonflées aitngté étudiée par migration sur
gel natif d’agarose (figure 43), ce qui permet digser des objets macromoléculaires de la
taille des capsides en les faisant migrer en fondiie leur taille et de leur charge exposée au
solvant. On observe un changement de la vitessaiglation des capsides gonflées ayant été
incubées avec pbl0 comparativement aux capsideffégersans traitement ; les capsides
décorées peuvent donc étre discriminées des capsiole décorées par cette technique
expérimentale. Ce changement de vitesse de nagrpéut s’expliquer par le changement de

la charge exposée au solvant, pb10 se fixant surface des capsides.
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Ratio pb10/hexameére: O | 0.710.8 0.9 1 1.1 1.2 5 +30 %
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Figure 43. Analyse de la fixation de pbl0 sur lesapsides gonflées par gel natif
d’agarose. Les capsides ont été incubées avec des concensratroissantes de pblO0,
mesurées par le rapport entre le nombre de phigneimbre d’hexaméres de pb8 en solution.
La concentration en capside est constante et @gakemol/l (en mole d’unités fixantes, i.e.
d’hexameres).

Différentes quantités de protéine pbl0 ont été hides avec les capsides. Les
différentes expériences réalisées montrent quegolals capsides migrent a la vitesse des
capsides décorées dés lors que le rapport entimoraentration de pbl0 et celle des
hexaméres est compris entre 1 a 1.6. Cette vatéaldbt due a l'imprécision dans la
détermination de ce rapport (voir matériels et méds). D’autre part, les bandes
correspondant aux états non décorés et totalendentés sont beaucoup plus intenses que les
bandes correspondant aux états partiellement d&@ddodis allons montrer que cela implique

une coopérativité dans la fixation de pb10.

2-1-3 Analyse de I'affinité et mise en évidence de la coopérativité de la fixation

En faisant I'hnypothése d’une fixation non coopématile pb10 sur les capsides, nous
allons montrer que nous ne pouvons pas avoir peuméme échantillon 2 bandes

correspondant aux états non décorés et totalenéentéb.

On considére la réaction de fixation de la protgih&0 avec un hexamere. Etant non
coopérative par hypothese, cette fixation ne dépmasl de I'état des 119 autres sites de
fixation. On appelle la concentration en hexamére libre, c’est-a-doe fixé par pb10b la

concentration en protéine pbl0 libre,la concentration en hexaméres liés a pldOa
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concentration totale de pbl0 (liée et libre) enusoh et h la concentration totale

d’hexameres.

La constante d’affinité de la réaction est :

g=40b (©)
C

De plus la concentration totale en hexameres esde &gla somme de la concentration en

hexamere libre et de la concentration en hexantiéses

a+c=h (10)

De méme pour la concentration totale en pb10 :

b+c=d (11)
Ce qui donne donc, apres avoir remplacé dans Itegquéd) a etb par leur expression issue

de (10) et (11) :

cK=(h-c){d-c)

La concentration en hexameres liés a pb10 est.donc

_h+d+K—/(h+d+K)?—4hd
- 2

C

Ainsi la probabilité qu’'un hexameére soit lié a phEut :

h+d+K—+/(h+d+K)?—4hd (12)
P=h= 2h

En utilisant la loi binomiale, nous pouvons déterenila probabilitd®, d’avoir n pb10 sur une

capside :

120!

P =—————— n 1-— 120—n 13
= Taz0—ay P A=) (13)

Donc le cas d’'un grand nombre de capsides, le nr@mdrcapsides ayant fixéegpbl0 est :

149



h*V x Ny
Mo =50 *hn

Na étant le nombre d’Avogadro ¥tle volume de I'échantillon.

Considérons le mélange suivant puol/l de capsides (en mole d’unités fixantes, i.e.
d’hexameres) et 1,dmol/l de pb10. La migration sur gel d’agarose niifure 43, deuxieme
piste) nous montre que les états totalement décetréson décorés sont majoritairement
peuplés. Or, quelle que soit la constante d’éqeilde la fixation, le calcul du pourcentage de
capsides ayant fixg pb10 effectué a partir des équations (12) et (fi@)re 44) nous montre
que les états totalement décorés et non décorgmument pas coexister dans un méme
échantillon. L’hypothése de départ était donc faussil est tres probable que la fixation de
pb10 sur la capside soit coopérative. Des expégede Résonance Plasmonique de Surface

(SPR) sont envisagées pour Vvérifier cette coopétiatiinsi que pour déterminer la constante

d’affinité.
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Figure 44. Calcul de la fraction de capsides ayatitxées n pb10 en fonction du nombre n
de pb10 fixéesCe graphique se lit ainsi : pour une constanteédetion deK=0.01 puM 8%
des capsides sont décorées par 82 pb10, 0% pdxld5; pour une constante de , 1%
des capsides sont décorées par 45 pb10, 0% pdvl&2 Ge calcul a été effectué en prenant
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une concentration de capside dgr2ol/l (en mole d’unités fixantes, i.e. d’hexamereslune
concentration en pb10 de Linol/l. Il est effectué en utilisant les équatiod®)(et (13),
équations dérivées en faisant 'hypothese d’uratifim non coopérative.

2-2 Etude par calorimétrie différentielle a balayag e du réle de la

protéine de décoration

Chez certains phages des protéines de décoratforeseaux points de convergences
de trois hexameéres et améliorent la solidité desidas en soudant entre eux ces hexameres
(Gilcrease, Winn-Stapley et al. 2005) (Qin, Foketeal. 2010). Chez T5, la protéine de
décoration pbl0 se fixe aux sommets des hexam8ms.réle est inconnu. Nous avons
cherché a déterminer par calorimétrie difféerergiell balayage (DSC) si cette protéine a un
réle stabilisateur, c’est-a-dire s’il faut plus dé¥gie pour dissocier une capside apres la
fixation de la protéine pbl0 (figure 45). Nous awodonc comparé les courbes de
dénaturation thermique des capsides gonflées dvasme décoration par pb10. Pour ces deux
types de capsides on remarque une baisse drasteyjlee capacité calorifigue aprés 95°C.
Cette chute de la capacité calorifique apres lgp&ature T, est révélatrice de I'agrégation
de la protéine majeure de téte et donc de la distmt des capsides a cette température. A
cause de cette agrégation, la valeur exacte dampérature de transition,n’a pas pu étre
déterminée. Toutefois elle peut étre approximéetarhpérature a laquelle le maximum de la
courbe est atteint. Cette température est excepi@ment importante au regard de celle
d’autres capsides de phages : 81°C pour la caplsidehage HK97 (Conway, Cheng et al.
2007) et 74°C pour la capside du phagg®e (Nemecek, Cheng et al. 2011). L’'étape
d’expansion permet de faire passer cette tempérdrii75 a 96°C. En revanche la fixation de

pb10 n’induit pas d’augmentation ni de diminutioa kk température de transition. Cette
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étude montre donc que la décoration de la capsileppl0 n'améliore pas la stabilité

thermique de la capside.
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Figure 45. Etude du rble de la protéine de décorain par calorimétrie différentielle a
balayage (DSC) Courbes de dénaturation thermique de la capsidféég seule (trait en tiret,
échelle de droite), du mélange capsides gonflépb10 (trait continu, échelle de droite) et
pb10 seule (trait en pointillés, échelle zooméeaach@.Pour aider a la comparaison, les
valeurs de la capacité calorifique des capsides @esans décoration sont données en
kilojoule par degré Kelvin et par mole d’hexamedespb8. La baisse drastique de la capacité
calorifique apres la températurg &st révelatrice de I'agrégation de la protéinecmagle téte

et donc de la dislocation des capsides a cetteéetyse. A cause de cette agrégation, la
valeur exacte de la température de transitigm@& peut pas étre déterminée. Toutefois elle
peut étre approximée a la température a laguelteal@mum de la courbe est atteint. Cette
température ne varie pas significativement aprsegiéin de pb10. A cause de cette agrégation
la valeur de I'enthalpie de transitioxH,, ne peut pas non plus étre déterminée. La petite
bosse a 75°C correspond a la dislocation de laep@tR%) fraction de capsides compactes
présente dans I'échantillon.
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3- Etude structurale de pb10

La cristallographie et la diffusion des rayons X aqetits angles (SAXS) sont deux
meéthodes complémentaires pour I'étude structuregepaotéines. La cristallographie permet
I'obtention de la structure a résolution atomigongis nécessite I'obtention de cristaux ; en
revanche I'étude par SAXS s’effectue en solutionaepour but d’obtenir des données

structurales de basse résolution, et notammenbil’agces a I'enveloppe de cette protéine

3-1 Etude par SAXS

3-1-1 Analyse de la courbe de diffusion et de lafo  nction de distribution des

distances

L’application de la loi de Guinier (cf. introductipa la courbe de diffusion (figure 46
(a)) conduit a des valeurs du rayon de giratigetRle I'extension maximalenf de pb10 de
29.8 A et 112 A respectivement. Ces valeurs sa trettement supérieures aux valeurs
attendues pour une protéine globulaire de 173 wésicbour une protéine globulaire les
formules empiriques sont ;;R3(n)"* A , ou n est le nombre de résidus, gk 2,6 R. Ces
formules donnent ici des valeurs de Ajour le R et 43A pour le Dnax Il a été vérifié a
partir de la valeur de lintensité diffusée a anglael 1(0) que la solution contenait
exclusivement des monomeéres et pas d’oligomérenalsse de I'espéce diffusante déduite de
I(0) est exactement égale a la masse théoriquesi@d1Da si I'on considere que le volume
spécifique de la protéine est de 0.75%gnet une masse méme inférieure de 10% si I'on

prend pour le volume spécifique la valeur calcélgmrtir de la séquence (v=0.73g).
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La détermination de la fonction de distribution dbstances P(r) confirme que la
protéine n’est pas globulaire (figure 46 (b)). L(8) st caractéristique d’un objet allongé mais
la présence du pic fin et bien marqué centré=en8A impose que la protéine posséde un ou

des globules de petite taille.

3-1-2 Reconstitution de I'enveloppe moléculaire

Ces observations qualitatives sont quantifiées réirpde I'analyseab initio de la
courbe de diffusion a I'aide du programme GASBOR,agsimile la protéine a une chaine de
pseudo-résidus distants de 3.8 A. La position depseudo-résidus est obtenue en ajustant la
courbe calculée sur la chaine de pseudo-résidasaurbe expérimentale, ce qui donne une
enveloppe de la protéine. Une vingtaine d’envelsppd ainsi été obtenues, et leur similarité
est tout a fait remarquable : le NSD (Normal Spdiacrepancy) qui chiffre les écarts entre
les différentes enveloppes, est de 0.8, ce quumstvaleur tres faible, prouvant la grande
similitude des enveloppes. L'enveloppe typique @néSe sur la figure 46 (c) montre que la
protéine est constituée de deux domaines, 'unoded allongée, l'autre quasi-sphérique,
reliés entre eux par un court linker. Le nombrepdeudo-résidus situés dans chacun des
domaines et dans le linker est le méme pour leer@loppes : 75+3 pour le domaine
sphérique, 5 ou 6 pour le linker, 93£3 pour le domallongé. Le rayon de giration calculé
par CRYSOL sur les pseudo-résidus du domaine cudsdrique donne une valeur de 13 A,

trés proche de la valeur estimée 3¢®12.7 A pour un globule de 75 résidus.

154



0,1 -
()]
‘3 0,01 -
=
£
(a) S
p=
(7]
c
é’ 0,001 -
0,0001 T T T T ]
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
q (A
P(R)
2
(b) E
1 —
0.5 4
0 - T T T T T T T T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 p
R x102 A
(c)
10A
\_Y_} \ J
Y
Domaine de fixation Domaine Ig-like

N-terminal C-terminal

Figure 46. Analyse structurale par SAXS de la protiéae pb10.(a) En bleu : courbe SAXS
expérimentale de pb10. En rouge : courbe ayantipatencalculer I'enveloppe moléculaire
présentée en (c). (b) Fonction de distributiondistances interatomiques de pb10. (c)
Modéle a basse résolution d’enveloppe molécularpldlO calculé a I'aide du logiciel
GASBOR.
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3-1-3 Analyse des résultats de SAXS a la lumiere de  données bio-informatiques

Ces résultats sont a rapprocher de ce gu’on saia guotéine en termes de séquence :
a partir du résidu 80, la séquence de la protéise lmmologue a un domaine
immunoglobuline. La forme déduite de la courbe deXS laisse donc supposer que la
protéine comporte un domaine N-terminal globulapais un linker court au niveau des
résidus 75-80, puis un domaine C-terminal allongg tgpe immunoglobuline. Il est
intéressant de remarquer que la plupart des petnigtde désordre ne donnent pas de
déstructuration dans la protéine sauf dans unéepé@ition (moins de 20 résidus) centrée sur

les résidus 75-80.

Détermination du domaine de fixation a la capside

Il est a noter que les domaines immunoglobulines$ 86s présents chez les protéines
des phages, aussi bien dans les protéines de eapsidde queue(Fraser, Yu et al. 2006). De
nombreuses études ont toutes montrées que ces rémERient exposés a la surface des
phages (Fokine, Chipman et al. 2004) (Morais, Gial. 2005) (Katsura 1981). Il est donc
vraisemblable que le domaine immunoglobuline deDpdxit le domaine exposé a la surface,

le domaine N-terminal serait donc le domaine dation.

L’alignement de séquence avec les pbl0 des phag€8% EPS7 et H8, phages
apparentés a T5, montre que le domaine N-termstatres bien conservé, au contraire du
domaine C-terminal (figure 47). Les structures pesgtéines majeures de capside étant trés
bien conservées, il s’agit d'un autre argument icor@nt que le site de fixation se situe sur le

domaine N-terminal de pb10.
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T5 | AAU05286. 1| M DYSGLRTI FGEKLPESHI FFATVAAHKYVPSYAFLRRELGLSSAHTNR 50
H8 | AER23811. 1| M DYSGLRTI FGEKLPESHI FFATVAAHKYVPSYAFLRRELGLSSAHTNR 50
ESPS7 | YP_001837085. M DYDGLKAI FGEKLPESHI FFATVAAHKFVPNYATLRKEFGVTTAHTNR 50
SPC35 | YP_004306621. M DYSGLKTI FGEKLPESHI FFATVAAHKYVPSYAFLRRELGLSSAHTNR 50
****. **: ********************: **. * % **: *: *: * k k k Kk
T5 | AAU05286. 1| KVWKKFVEAYCGKAI APPLTLSKDLTASVMSVEEGAALTLSVTATGG 100
H8 | AER23811. 1| KVWWKKFVEAYGKAI PPAP- - - PLTLSKDLTASVSVDTGAALTLSVTATGG 97
ESPS7 | YP_001837085. KVWWKFKEVYEVTAPVVP- - - ALAFTKNLAKTLAVDTGAAI NLGVTVTGG 97
SPC35 | YP_004306621. KVWKKFVEAYGKAGPADVVPGAPTLQVTPGENSVTYT- - - | TDGTNTGSP 97
*k k- k% * * . * .. .
T5 | AAUD5286. 1| TCPYTYAWKDGSPI PDASGATYTKPTAAAEDAG SYKVTVTDSKQVSKD 149
H8 | AER23811. 1| TGPYTYAWKNGSPI PGASGATYTKPTAAAEDAG- SYKVTVTDSKRVSKD 146
ESPS7 | YP_001837085. TAPYTYAW KDGSPL SGVTGPNFNKATAAAEDAG- TYKVVWTDSKSTSI T 146

SPC35 | YP_004306621. | TQYKVYYTDGI TPKTHNSGSSKTGTI STLEAKEYTFQSVAVNGAGESPK 147

T5 | AAU05286. 1]
H8 | AER23811. 1|

ESPS7 | YP_001837085.
SPC35 | YP_004306621.

STTCAVT- VNPTVPGG 164
STACTVT- VNLGVGG 160
SNECVTT- | NPAPEA- 160
STAVKATPTAPGVGG 162
* *

Figure 47. Conservation des résidus du domaine N+tainal des protéines de décoration
chez les phages apparentés a TAlignement de séquences réalisées avec clustal\Wabe
en bas les pb10 des phages : T5, H8, EPS7 et SR&3frtie encadrée en noir correspond
au linker putatif.

Modélisation structurale

A part chez les pbl0 des phages apparentés a The drouve aucune séquence
homologue au domaine N-terminal. En revanche leailoenC-terminal a de forte homologie
avec de trés nombreux domaines immunoglobulineoegimment avec le domaine 1 de la
HOC du phage RB49. L'utilisation du serveur HHp(&bding, Biegert et al. 2005) (figure
48 (a)) nous indique avec une probabilité de 99chfds adoptent le méme repliement. A
'aide du serveur Modeler (Eswar, Webb et al. 200™us avons donc modélisé par
homologie de séquence la structure de domainerartal de pb10 en utilisant pour patron la

structure cristallographique de HOC (figure 48 (b))
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Q gil51512087Igb 71 PPLTLSKDLTASMSVEEGAALTLSVTATGGTG----PYTY KDGSPIPDASGATYTKPTARAEDAGSYKVIVIDSKQ 146 (1le4)

Q Consensus Tl ~oprwnmmmnmmnmm Y leCrnngnpr=———prnnnfivmn e e i @G Y ~Cre~N~~g~ 146 (164)
I P R Y A e S B L2 PN L JE S SORDRE  pE X LI L ] N P

T Consensus 1 ~vevmmiveaPeonvaunayenGuaynLeCrmnGrpraprmvn=mmalnkvgrmivmvmmn=mLvicayn e DoGrY~Cra~vn~~G~ 77 (304)

T 3shs_A 1 MAFTVSIQS-NKRCFLAGDGFTLTATVAGDEPLPSNL-TYTWIKDDRPHENNTA-TLTVADATSENAGSYKVIVQDTDT 77 (304)

T ss_dssp -CEEEEEEE- SCSSBCTTIC

T ss_pred CceEEEECC-CCeZEZeCCCC

Q ss_pred eEEeEEEEEEEcCCCCC

Q gi|51512087Igb 147 163 (164)
Q Consensus 147 ~~~ 163 (le4)
T Consensus 78 ~g~mmny~ 94 (304)
T 3shs_A 78 94 (304)
T ss_dssp

T ss_pred

Figure 48. Modélisation structurale du domaine C-taminal de pb10 (a) Alignement de
séquence du domaine C-terminal de pb10 avec leidematerminal de la protéine HOC du
phage RB49 effectué par le serveur HHpred. (b)c8ira cristallographiqgue de HOC et
modele structural du domaine C-terminal de pb10ddmaine N-terminal de HOC est colorié
en rouge, les domaines 2 et 3 en cyan. Le modéletstal obtenu par homologie de
séquence avec HOC du domaine C-terminal de pblébksté en vert.

3-2 Essais de cristallogenése de pb10

Les premiers essais de cristallogenése ont ététedfe avec pb10 concentrée a 1 g/L
en utilisant les kits commerciaux de la marque @maguivants : Classics, Protein Complex,
Ammonium Sulfate, MB | et Il et MPD. Pour chaqué, kie robot Cartesian a déposé 96

gouttes assises, chaque goutte étant composéeldngaée 100 nL de pb10 (tampon utilisé
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pour tous les essais de cristallogenéese : 50mM $Hppe7.2 et 150 mM NacCl) et 100 nL de

solution de cristallisation. Les trois concentrasigrotéiques utilisées étaient : 2,6, 5,3 et 10,6
g/L. Aucun cristal n'a été observé lors de ces jpeesnessais de cristallogenése. La quasi-
totalité des gouttes étaient claires (figure 49jaeindique que la concentration en protéine
était insuffisante pour atteindre la zone de suraibn nécessaire a I'obtention de cristaux.
Les essais suivants ont été effectués avec unewtvation en pb10 de 21g/l, puis de 32 g/L
(pour le dernier essai). Les kits Classic, Sultiéenmonium, Protein Complex, MPD, JCSG,

PEG et PEG Il ont été utilisés, les gouttes étapbdées par le robot Mosquito, ce qui permet
de travailler avec un volume de protéine réduitu@@ar kit). La présence de gouttes

précipitées indique que la concentration protéigse adéquate, mais nous n’avons pas

observé de cristaux.

Deux explications peuvent étre avancées a cetenabsle cristallisation de pb10 : le
linker entre les deux domaines pourrait perme#tn@iation respective des deux domaines par
rapport a son axe, ou bien le domaine de fixatisihreplié enmolten globule et ne se

structure que pendant la fixation a la capside.

Figure 49. Cristallogenese de pbl1@&Exemple de gouttes couchées : claire (a gauche) et
précipitée (a droite), visualisées par le robotidaalisation Rock Imager 182.
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l1l- Conclusion et perspectives

1- Récapitulatif des resultats obtenus

La protéine pbl1l0 a été produite et purifiée en fiéasuffisante pour effectuer des
études structurales. Les analyses en MALS et ectrepeétrie de masse Q-TOF indiquent

gue la protéine purifiée est monomérique en salutioont permis de vérifier son intégrité.

L’étude fonctionnelle in vitro a permis de prougre pbl0 ne se fixe que sur les
capsides gonflées et est donc un marqueur de hsigra Cette étude a également permis de
mettre en évidence la coopérativité au sein d'wapside de la fixation de pb10, ainsi qu'une
forte affinité de cette fixation. L’étude par catoétrie différentielle de la fixation n'a en
revanche montré aucun effet stabilisateur de deétgion sur la capside ; on ne peut
cependant pas exclure un éventuel effet stabilisatis-a-vis de la présence de détergent ou
d’'un pH fortement acide ou basique, ou un effetgmteur contre la protéolyse des protéines

majeures de capside.

L’analyse par SAXS montre que la protéine est ganet est constituée de deux
domaines séparés par un linker de 5 ou 6 acideséamlLe modéle a basse résolution
d’enveloppe moléculaire de pb10 calculé a parts dennées SAXS montre également deux
domaines : le premier globulaire, le deuxieme dméallongée. L'analyse de la séquence de
pb1l0 montre que les 90 résidus C-terminaux ont fome homologie a un domaine
immunoglobuline. Le domaine allongé correspondaaitdomaine C-terminal et le domaine
globulaire au domaine N-terminal. Le domaine C-ieahest vraisemblablement exposé a la
surface de la capside, le site de fixation seraitcdsitué dans le domaine N-terminal. Ces

données sont cohérentes avec le fait que I'étiguetily-histidine C-terminale de pbl10
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n‘'empéche pas sa fixation sur la capside. Nous saégalement déterminé par homologie
avec la séquence de HOC du phage RB49 un modéfimmaine C-terminal. En revanche

I'étude n’a pas permis la cristallisation de pb10.

2- Fixation de pb10 sur la capside

L’analyse de la mobilité électrophorétique des s décorées sur gel d’agarose
suggere fortement une fixation coopérative de pbaO la capside. Cette coopérativité
impliquerait un réarrangement conformationnel dedpside apres la fixation d'une ou de
quelques molécules de pbl0. A ce jour les changentenconformation des sous unités des
protéines de capside induits par une protéine @erdBon n’ont jamais été décrits. Si la
résolution le permet, ce changement de conformatenra étre mis en évidence par cryo-
microscopie électronique, en comparant les recectstns des capsides vides expansées

avant et aprés décoration.

Nous prévoyons de mesurer l'affinité de pbl0 pas tapsides et de mettre en
evidence la coopérativité de la fixation par Résme Plasmonique de Surface (SPR). En
effet cette méthode permet de mesurer la quarditdet de pb10 fixée sur les capsides en
fonction du temps. Ainsi une courbe exponentiedietgpique d’'une fixation non coopérative
(figure 50), alors qu’'une courbe sigmoidale tradure fixation coopérative. En outre, cette
technique permettra d’avoir accés a la constardgquilibre de la fixation de pb10. En effet
I'étude par migration sur gel d'agarose de la foatde pb10 ne permet pas de déterminer la
valeur de cette constante, mais permet en revasherdterminer une borne supérieure, qui

est de 100 nM.
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Figure 50. Signaux théoriques de SPREN rouge : signal de type exponentiel, typiquend’
fixation non coopérative. En bleu : signal de tgmamoidal, typique d’une fixation
coopérative.

3- Données structurales

L’absence de cristallisation de pbl0 est a mettreradation avec les échecs de
cristallisation de toutes les autres protéinesé&muhtion de phages. Pour les protéines HOC
du phage T4 et gp8.5 du phagt9 seuls les domaines exposés au solvant ontistallsés ;
les structures des domaines de fixation ne sont g@s connues. Deux explications sont
possibles : la premiere est que le linker entredesx domaines pourrait étre flexible, la
deuxieme est que le domaine N-terminal n’'est pasctsiré en solution et adopte un
repliement stable lors de sa fixation a la capsi@e. comportement, qui a été observé pour
I'extrémité N-terminale de la protéine D du phaggander, Evilevitch et al. 2008), pourrait
étre général pour plusieurs types de protéinegatéipes de décoration. Les parties du géne
de pbl1l0 correspondant aux deux domaines idenfifsSAXS viennent d’étre clonées et
surexprimées au laboratoire afin d’analyser leoppétés. Le domaine immunoglobuline est
fortement produit et soluble, alors que le domaledixation isolé est tres faiblement produit

et difficilement purifiable, ce qui renforce I'idégs’il n’est pas structuré quand il n’est pas
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fixé. L'ensemble de ces résultats nous conduircgtudier la structure de pb10 par RMN. En
amont de la détermination de la structure, nousrpos évaluer si certains résidus de la
protéine correspondent a une région non structl?ée.ailleurs, en comparant les spectres
HSQC de la protéine entiére et du fragment Immuwimgine enrichis ef®N, nous pourrons
également déterminer si les deux domaines de ptiisdépendants, ou si au contraire il
existe une région d’interaction entre les deuXeSideux domaines sont indépendants, il sera
alors judicieux de tenter de déterminer la striectles deux domaines séparés, a condition de
pouvoir optimiser la production du domaine N-terahinNotons que les structures de
nombreux domaines immunoglobulines ont été résghaescristallographie et que la faible
taille du domaine C-terminal de pbl1l0 (90 acidesnasyi ~10 kDa) laisse envisager la

cristallisation de ce domaine en vue de |la détaatinin de sa structure.
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V- MATERIEL ET METHODES

1- Clonage, production et purification de pb10

1-1 Clonage

La séquence codante de pbl0 (GenB@hk1512087) a été amplifiee par PCR et
clonée par les techniques classiques de restriligation (Ncol-Xhol) dans le plasmide
d’expression pETZ8(Novagen- Résistance Kanamycine), en phase awesénquence 6His

en position C-terminale.

1-2 Surexpression en systeme bactérien

Le plasmide de surexpression est introduit dans bdetéries compétentes de la
souchek. coli BL21. Les bactéries transformées sont sélectionggee a la résistance a la
kanamycine portée par le vecteur. Les cellulesi abenues sont cultivées une nuit a 37°C
dans 30 mL de milieu LB complémenté par de la kamame (500mU). Cette préculture est
transférée dans 170 mL de milieu 2YT avec 500mWatemycine. Arrivée a saturation cette
préculture est ensuite versée dans un bioréactentertant 4,8 L de milieu 2YT. La
température est de 37°C, l'agitation 800rpm, leitd@lair 5L/minutes. La croissance des
bactéries est controlée par mesure de la denditfuepa 600 nm. Lorsque I'absorbance a 600
nm atteint 1, 'expression de la protéine est itelgrace a I'addition d’'IPTG 0,5mM. Aprés

3h d’induction, les bactéries sont centrifugéesr® a 5000g. Le culot contenant les cellules
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est repris dans 200 mL de tampon (50mM Hepes pHF0®mM NaCl ; 20mM Imidazole ;

2mM B-mercaptoéthanol), et stocké a -20°C jusqu’a l&ipation.

1-3 Préparation des extraits cellulaires

Apres décongélation, les cellules sont lysées pesde de French a la pression de
1200psi. Le lysat est centrifugé pendant 30 mir020d@0g. Le surnageant, composé de la
fraction cytoplasmique soluble contenant pb10,réstipéré pour la suite de la purification.

Ces étapes sont effectuées a 4°C.

1-4 Purification des protéines par chromatographie

La purification de pb10 nécessite les 3 étapesastis : Chromatographie d’affinité
sur un métal immobilisé (IMAC), Chromatographieati@nge de cation et Chromatographie
d’exclusion de taille (SEC). Toutes ces chromatpigies sont réalisées sur un systéme

automatisé FPLC Purifier ou Xpress (GE Healthcare).

1-4-1 Chromatographie d’affinité sur un métal immob ilisé (IMAC)

La protéine pb10 porte une étiquette hexa-histidisen extremité C-terminale, ce qui
permet une premiere étape de purification sur of@nae d’affinité, colonne composée d’'une
résine greffée avec des ions,NiAprés injection de la fraction cytoplasmiquectdonne est
lavée avec du tampon 50 mM Hepes pH 7.2, 1M NaCir ggiminer I'ADN fixé non
spécifiguement sur la colonne et sur pb10. L’éluse fait par gradient d'imidazole (Solution
A : 50 mM Hepes pH7.2, 50 mM NaCl, 20mM imidazdelution B : 50 mM Hepes pH7.2,

50 mM NaCl, 1M imidazole).
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1-4-2 Chromatographie d’échange de cation

La chromatographie d’échange de cation séparertagipes selon leur charge par
passage a travers une résine chargée électriquebeepbint isoélectrique de pb10 avec son
étiquette hexa-histidine est de 7.9, ce qui peumet chromatographie d’échange de cation.

L’élution s’effectue par gradient 0-400mM NaCl, dadu tampon 50mM Hepes pH 7.2.

1-4-3 Chromatographie d’exclusion de taille (SEC)

La chromatographie d’exclusion sépare les protégasn leur taille par passage a
travers un tamis moléculaire de billes poreuses. d@ution issue de [Iétape
chromatographique précédente, contenant la prop&ih@, est concentrée par ultrafiltration a
5500g sur membrane de porosité limitée a des mieece 3kDa (Millipore, Amicon Ultra),
jusqu’a atteindre un volume de 5mL. Elle est aiojsctée sur le tamis moléculaire (S75
16/60 HL, GE Healthcare), a un débit de 1ml/mins Bractions de 1,5mL sont collectées en
sortie de colonne. Un détecteur d’UV mesure I'abance a 280nm en sortie de colonne, ce

qui permet d’identifier les fractions ou la pro®iest présente.

1-4-4 Concentration et contréle de la qualité de I’  échantillon protéique purifié

La protéine pb10 est ensuite concentrée a la ctraciem voulue par ultrafiltration sur
membrane. La concentration de la protéine est mi@ée par mesure de l'absorbance a
280nm. Pour cela, on utilise les valeurs théoriqdascoefficient d’extinction molaire
calculées a partir de la séquence protéigue24410 M* cmi?) et du poids moléculaire (M =
18474.8 g/mol). De plus, 'examen du spectre ddbmoce entre 240 et 340 nm, et
notamment I'absorbance a 260nm, permet de vétitdasence de contamination par des

acides nucléiques.
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1-5 Contrble de I'état d’oligomérisation et de I'in  tégrité de la

protéine pbl0 purifiée

1-5-1 SEC-MALS

100 pL de solution de pb1l0 (concentration : 5.2mhgtampon : 50 mM HEPES
pH7.2, 150 mM NacCl) ont été injectée a un débitstamt de 0.5 ml/min a l'aide du systeme
GPCmax chromatographic (Malvern) dans une colonmge@lexTM 200 HR 10/30 (GE
Healthcare) préalablement équillibrée avec le tamg® la protéine. L'élution a été suivie a
'aide du détecteur TDA302 (Viscotek), comprenamt refractométre différentiel, deux
détecteurs de diffusion de la lumiéere situé a deges de 7° et 90° et d'un viscometre a
pression différentielle. Les données ont été ctikexet traitées avec le programme OmniSEC

(Viscotek).

1-5-2 Spectrométrie de masse (Q-TOF)

Les mesures de la masse moléculaipbdO ont été effectuées avec un spectrometre
quadriplle a electrospray (Q/T®¥emier, Waters) équipé d’'un appareil Nanomate (Advion).
0.5 pL de solution de pb10 (concentration : 5 pkt)&é mélangé avec un volume équivalent
de solution d’acétonitrile (concentration final®0% acétonitrile, 1% acide formique). Le
deébit était de 100 a 500 nl/min. L’énergie de satih était fixée a 6 eV, le gaz de collision
utilisé étant I'argon. Les données ont été collestEt traitées avec le logiciel The Mass Lynx
4.1. La déconvolution des données a été effectnéappliquant I'algorithme MaxEntl.

L'incertitude des mesures est de + 2 Da.
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2- Etudes Fonctionnelles et Structurales

2-1 Etude par ultracentrifugation de la fixation de pb10 sur les

capsides vides d’ADN

20 pL de capsides compactes et gonflées (condentra?,4 mg/ml, tampon 20 mM
TRIS pH7.6, 200mM NaCl) ont été incubées 1h avelDlauL de solution de protéines pb10
(ratio de 2 protéines pb10 par hexameére, tampomMOHEPES pH7.2, 150mM NacCl), puis
ultra-centrifugées a 70 000 g pendant ¥2 heure a 48€ culots ont été resuspendus dans 30
puL de tampon 20mM TRIS pH 7.6. Les surnageantestculots ont été déposées sur gel

SDS-PAGE 4-20% biorad.

2-2 Etude par migration sur gel d'agarose natif

20 pL de capsides gonflées (concentration : 2 mgnhpon 20 mM TRIS pH7.6,
200mM NaCl) ont été incubées 1h avec 2.6, 3.0, 88},4.2, 4.6 et 19 pL de solution de
protéines pb10 (ratio de 0.7, 0.8, 0.9, 1, 1.1 et 2 protéines pb10 par hexamere) et complété
a 40 pL avec du tampon 50 mM HEPES pH7.2, 150 mKzINa

Les gels d’agarose natifs 1% sont coulés avec oluéian de Tris Acétate 80mM pH
8.4, également utilisée comme tampon de migraties.échantillons sont chargés avec 10%
de glycérol et 0.005% de bleu de bromophénol alamhigration qui s'effectue en trois
heures a 50V. Les gels sont révélés par immersars dlu bleu de coomassie Biosafe

(BIORAD) pendant quelques heures.
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2-3 Etude par calorimétrie différentielle a balayag e

L’étude de I'effet de la fixation de pb10 sur lalstité des capsides par calorimétrie
différentielle a balayage (DSC) a été menée ersaitt le calorimétre MicroCal modéle VP-
DSC. Le balayage a été effectué a la vitesse dpatkninute, de 20 a 100°C. Les capsides
gonflées ainsi que pb10 ont été dialysées danarapdn 50 mM Phosphate et 200 mM NacCl.
Toutes les solutions ont été dégazées avant I'estregpent de spectres. Toutes les mesures
ont été précédées d’'une mesure de la ligne de dhasele tampon de dialyse. La capacité

calorifique du solvant a été soustraite des meglge®chantillons avant analyse.

2-4 Etude structurale de pb10 par diffusion desray  ons X aux petits

angles

Les expériences de SAXS ont été menées en utilisamippareil & anode tournante
(Cu Ka, longueur d’'ondeX = 1.54 A), le Nanostar (Bruker, Karlsruhe, Germahgs rayons
X diffusés ont été collectés a l'aide d’'un détect@D (Vantec) situé a 662 mm de
I'échantillon. La gamme angulaire était de 0.014 < 0.40 A', avecq = 4z siro/A, 20 étant
l'angle de diffusion. Le temps d’acquisition d’'uceurbe était de 1 heure, et pour chaque
échantillon comme pour chaque tampon 10 courbegténénregistrées. La moyenne de ces
courbes ainsi que la soustraction du tampon carrelgnt ont été effectuées a l'aide du
logiciel PRIMUS (Konarev, Volkov et al. 2003).

Le tampon utilisé lors de ces expériences ét&limM HEPES pH7.6, 150mM NacCl
et les trois concentrations protéiques: 2,5, 4,896 g/L. Les trois courbes étaient
parfaitement superposables excepté aux tres petgkes, cela indique que les interactions

entre protéines sont tres faibles dans ces conditie tampon et de concentration. La courbe

169



utilisée pour cette analyse contient les donné@sbag/L aux petits angles ainsi que les

données a 9.6 g/l aux grands angles.

2-5 Essais de cristallogenése de la protéine pb10

La cristallisation des protéines a été réaliséelaynateforme de cristallogenése de
'IBBMC (Quevillon-Cheruel, Liger et al. 2004; Ldidt, Tresaugues et al. 2005). Les robots
de pipetage (Cartesian Nanodrop, Tecan Geneis, Wto¥mermettent de tester un grand
nombre de conditions de maniére automatisée, datemps réduit, en utilisant un volume de
solution protéique faible (20 & 3 pour une plaque 96 puits).

La recherche des conditions de cristallogenésalest repose sur le principe de la
diffusion de vapeur, en utilisant des kits commaargi (kits Qiagen : Classics, Classics Lite,
Nucleix, ProComplex, MBI, MBII, Anions, Cations, IR AmSO4, PEGs suite, JCSG+).
Les essais sont effectués en utilisant des plag@eguits ayant trois supports de gouttes
assises par puits. Les 96 réservoirs sont rempdis 450uL de solutions provenant des kits
commerciaux par le robot de pipetage Tecan. Ressdbots de pipetage de type Cartesian ou
Mosquito déposent Oul. de ces mémes solutions dans les trois supportpodie assise, et
0,1uL de la solution protéique. Les trois supports petent notamment de tester trois
concentrations croissantes de protéine pour uneencémdition de cristallisation. Les plaques
sont ensuite scellées et stockées a 18°C. L'agjscgouttes et son évolution sont observes
quotidiennementia le robot de stockage et de visualisation (Rock ndd@2, Formulatrix)

pendant 18 jours.
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3- Production, purification et expansion des capsid es

3-1 Culture des bactéries et production des capside s

Les capsides sont produites par infection d’'unéucellde bactérieg.coli F (Lanni
1958) a 37°C dans le milieu riche LB complémentécatmM MgCI2 et 1mM CaCl2. La
croissance bactérienne est suivie par mesure lwoildance a 600nm. Quand celle-ci atteint
la valeur de 0.3, on ajoute une suspension defigutdge T5 sStAmNS5 en quantité nécessaire
pour avoir une multiplicité d'infection de 5 phagew bactérie, ce qui assure l'infection de
99% des bactériek'infection des bactéries par ce mutant condud prbduction de capsides
vides et de queues qui ne peuvent s’assemblemies aux autres. L'incubation se poursuit
jusqu'a ce que l'absorbance décroisse jusqu’a @,1#diquant une lyse de la totalité des

bactéries (Figure 51).
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Figure 51: Cinétique de la lyse bactérienne aprés infectiorvac le phage T5 stAMNS5La
lyse est provoquée a absorbance ~0.3 a une meili#ptle 5 phages pour une bactérie, la
population bactérienne est estimée a l'aide deskure de I'absorbance a 600nm.
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3-2 Purification des capsides vides

Le lysat obtenu est centrifugé a 5000g pendant Butes pour éliminer les débris
bactériens les plus denses, et le surnageantéespipé par addition de 7.5% PEG 6000 et 0.5
mol/l NaCl (4°C pendant 12h). Il est ensuite séditégoar centrifugation a 5000g pendant 30
minutes, puis le culot est re-suspendu dans 2 mam@on 20 mM Tris HCI pH 8, 200mM
NaCl. Les composants ainsi concentrés, (capsiddesyiqueues et autres assemblages
macromoléculaires issus de la lyse) sont sépanéslpacentrifugation zonale sur gradient
discontinu de glycérol (10, 20, 30 et 40 % (p/vBAO0g pendant 2 heures. De haut en bas
du gradient 12 fractions de 1 mL sont récupéréemalysées en gel natif d'agarose 1%. Les
fractions contenant les capsides sont rassembléegunifiées par deux passages de
chromatographie d'échange d'ions sur colonne H}r¢E Healthcare). Les fractions
contenant les capsides sont ensuite dialyséesldaampon le plus adapté aux techniques
utilisées, mais pour conserver les capsides compaitisieurs jours, une concentration de
500 mM de NaCl est nécessaire. Les capsides ssniterconcentrées par ultrafiltration a
5000g sur membrane de porosité limitée a des mlekcde 30kDa (Vivaspin). Une

concentration de 1 M de NaCl prévient I'expansies dapsides lors de cette étape.

3-3 Expansion des capsides in vitro

L’expansion des capsides in vitro s’effectue palydie pendant 48 heures contre un
tampon ne contenant pas de NaCl. L'état des capgmenpactes ou gonflées) est ensuite

contrdlé par diffusion dynamique de la lumiere (b8 par cryo-microscopie électronique.

3-4 Normalisation de la concentration en capside
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A cause de la diffusion liée a la taille de la ¢dpsnous ne pouvons pas utiliser
directement I'absorbance a 280 nm mesudAdk;y pour déterminer la concentration de
I’échantillon de capside. Le rapport théorigyeentre I'absorbance a 280 nm et I'absorbance
a 260 nm de la capside est calculé a l'aide de&dmence de pb8. L'absorbance a 280 nm

utilisée pour le calcul de la concentration vaut :

1 b 1
Aoan = T *Ames*( ——)*—
280 = Ten * A2g0 * \ 7~ | _brrw
Cc

mes

avech = 280%, ¢ = 260* et 1,5 = 4220 | o rajsonnement conduisant a cette équation est

mes*
A260

explicité en annexe 1.
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Conclusion générale
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Le travail réalisé au cours de ma these a pernaigpdrter de nouveaux éléments de
compréhension a la maturation de la procapsideadtebiophage T5, notamment aux étapes

d’expansion et de décoration.

La premiére partie de ma these concerne I'étudéerpansionin vitro de la capside
de T5. Nous avons pu purifier la procapside detT&mctériser sa taille (720 A de diamétre)
et sa forme par SAXS et par cryo-microscopie é@ifiue. J'ai pu ensuite déterminer des
conditions physico-chimiques permettant son exganisi vitro, c’est-a-dire son passage de
I'état procapside a celui d’'une capside ayant lanéo et la taille de la capside du virion
infectieux. Une analyse par calorimétrie différeld a balayage (DSC) des états compact et
expanse de la capside a montré que I'expansiongiitrune trés importante stabilisation de
la capside, stabilisation qui contrairement a celiservée lors de I'expansion de la capside du
phage HK97, est obtenue sans pontage covalent E#reapsomeres, par un « simple »

réarrangement structural des protéines majeureaiede.

J'ai étudié la cinétique de ce processus par ddfuslynamique de la lumiére,
permettant de déterminer l'ordre de grandeur dipseoaractéristique de cette étape. Une
étude par SAXS couplée avec un stopped-flow a gedamimontrer la grande sensibilité de ce
temps caractéristique vis-a-vis du pH auquel soitifeées les capsides. De plus, I'analyse
par décomposition en valeurs propres des sériesutbes SAXS au cours du temps a montré
que I'étape d'expansion est hautement coopérdtydien'y a pas d'état intermédiaire dont la
forme ou la taille différe significativement deststcompact et gonflé. Cependant, I'étude de
I’évolution des populations de capsides compadiepeflées au cours du temps suggeére la
présence d'un état intermédiaire qui ne peut pasdistingué par SAXS, mais de nouvelles

études sont nécessaires pour pouvoir confirmes esgertion.
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J'ai également tenté de déterminer, par cristadlplgie, la structure atomique de la
forme expansée de la capside vide. J'ai obtenucdstux de capside dont la diffraction,
d’une résolution trop faible (>20 A), ne permet disoudre la structure. L’étude sera
poursuivie en essayant de produire et de faireadiér les capsides pleines d’ADN. Cette
approche cristallographique est effectuée en m@éeall la reconstruction, a une résolution
pseudo-atomique, de la structure des capsides abenph expansee, a l'aide d'images de
cryo-microscopie électronique, reconstruction dtfée par Alexis Huet (University of

Pittsburgh, données pas encore publiées).

La deuxiéme partie de ma thése est centrée sudéé&de la décoration de la capside
de T5. L’étude fonctionnelle vitro a permis de prouver que la protéine de décorgpioh),
ne se fixe que sur les capsides expansées etresudanarqueur de I'expansion. Cette étude
a eégalement permis de mettre en évidence la caoptrau sein d’'une capside de la fixation
de pbl0, ainsi que la forte affinité de cette ixat Cette fixation sera ultérieurement étudiée
par SPR pour déterminer précisément la constaaférité de la fixation. Comme lors de la
fixation des protéines HOC, gpl12 et gp8.5 sur égmsicles des phages T4, SPP@2&, aucun
effet stabilisateur de la fixation de pb10 surdaside de T5 n’a pu étre montré par DSC. Des
études ultérieures devront étre effectuées pourtrenein évidence un éventuel effet
stabilisateur vis-a-vis de la présence de détergerttun pH fortement acide ou basique, ou
encore un effet protecteur contre la protéolysepdeines majeures de capside. Par ailleurs,
d’autres pistes sont a explorer pour comprendredlle de cette famille de protéines. I
faudrait évaluer leurs éventuelles propriétés deépres d’ « adhérence » évoquées dans la
littérature (Fraser, Maxwell et al. 2007), mais m@montrées. Un mutant de T5 dépourvu de

pb10, tout récemment obtenu, développe sur un tamserien des « plages de lyse » trés
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petites par rapport a celle du phage sauvage, uadiqque pb10 favorise une étape de

I'infection.

L’'analyse structurale de pb10 par SAXS a permigriadélisation a basse résolution
de I'enveloppe moléculaire de pb10 ; ce modeéle aneten évidence le fait que pb10 est
constituée de deux domaines, le premier globuktite deuxieme de forme allongée, séparés
par un linker de 5 ou 6 acides aminés. L'analyséad&quence de pb10 montre que les 90
résidus C-terminaux ont une forte homologie a umaioe immunoglobuline, ce domaine
correspondrait au domaine allongé déterminé pandelele moléculaire issu des données
SAXS, le domaine N-terminal correspondrait doncdamaine globulaire. Le domaine C-
terminal est vraisemblablement exposé a la surflecéa capside, le site de fixation serait
donc situé dans le domaine N-terminal. Nous avgaseéent déterminé par homologie avec
la séquence de HOC du phage RB49 un modele du den@terminal. En revanche, les
tentatives de cristallisation de pb10 ont échoaépiésence du linker entre les deux domaines
et la structuration hypothétique de pbl0mmhten globule sont deux explications possibles de
cette absence de cristallisation, commune aux swpi@éines de décoration HOC et gp8.5,
dont le domaine de fixation a la capside n'a pas$ea cristallisé. La détermination de la
structure de pb10 pourra étre envisagée par disstabn des deux domaines séparément ou

par RMN.
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Annexe 1 : Calcul de la concentration d’'un

échantillon de capside vide.

A cause de la diffusion liée a la taille de la ¢dpsnous ne pouvons pas utiliser
directement I'absorbance a 280 nm mesurée pourndi@ier la concentration de I'échantillon

de capside. Nous appeloA8sy et AT les absorbances mesurées respectivement & 280 nm

mes

A
et 260 NMes = % le rapport entre ces deux absorbandeg, et A,,, les absorbances

propres a 280 et 260 nm des capsides, i.e. leskaysmes des tryptophanes, tyrosines et des
phénylalanines de la capside. On appellée rapport entre ces deux absorbances :

A280

Tep = (A1-1)

A260

Nous savons que la diffusion est inversement ptaporelle a la longueur d’'onde a la

puissance 4. On en déduit :

a
Azgo + - ATSS (A1-2)
et
a
Azgo + 7
A N 2 = Tmes (A1-3)
260 T

aveca un coefficient quelconqué, = 280* etc = 260*
L’équation (Al-2) peut étre réécrite sous la forme

a= b(ATz%eoS — Azg0) (A1‘4)

En combinant (A1-2), (A1-3) et (Al-4):

mes
A280

= Tines

b
Azeo + c (A755 — Azs0)
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Puis en utilisant (A1-1) dans cette équation :

mes
280 —
AZSO b — 'mes
Ten +< (A355 — Azs0)
On en déduit :
A280 b 12%605
+ = (AZ85 — Azg0) =
Tth c Tmes
Et donc :
b x 1y mes b * 1y 280 * Ttn
A280+— 280 — — . HA280 .
c c mes
Ainsi :
Ames*r Ames*b*r
Azso(l _) — 280 th _ 280 th

Tmes c

On en conclut que I'absorbance des acides aminksadgside vaut donc

A ATES ( - b) 1

=T} * * _ ) —_—

280 th * Azg0 Tmes €)1 b*ro
c
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Annexe 2 : La cristallogenese des protéines

La cristallographie est une méthode courammenségilen biologie structurale pour
déterminer la structure tridimensionnelle & uneld®n atomique (~2 A). Comme le SAXS
elle repose sur l'interaction entre un faisceaural@ns X ayant une longueur d’onde de
I'ordre de I'angstrom et les électrons composaoibjét étudi€, mais contrairement a cette

technique elle nécessite I'obtention de cristaixune phase appelée cristallogenése.

1- Théorie

Le cristal est un état solide comportant des imvan@s par translation dans les trois
directions de I'espace, consistant en un arrangeardonné et répété d’'un motif élémentaire.
Le but de la cristallogenése est de former detacrisa partir d’'une solution de protéine. Pour
cela, on diminue la solubilité de la protéine, tabgisant les interactions intermoléculaires.
Les protéines peuvent alors se regrouper en nogpp&lés point de nucléation. Il n’est pas
entropiquement favorable de former un point de éatan, donc son apparition peut prendre
du temps. A partir d’'un point de nucléation, dame $olution dite sursaturée, c'est-a-dire
contenant une quantité de protéine supérieure @b d saturation, le cristal va rapidement

grandir, jusqu’a épuisement de la protéine soldidponible.

La méthode pour réduire la solubilité de la prag€et ainsi atteindre l'état de
sursaturation est I'ajout de sels et/ou de polys)éaippelés agents précipitants. Les sels, par
exemple, en captant l'eau contribuent a rapprodesr protéines. L’état physico-
chimique d’une protéine est fonction de sa conetiotr et de celle des agents précipitants, et

peut étre visualisé en utilisant un diagramme apgiglgramme de phase (figure Al). A faible
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concentration, le mélange protéine/précipitantckst, tandis qu’a plus forte concentration la
protéine est sous forme précipitée, c'est-a-dires da état solide amorphe et désordonné
(figure A2). Dans une zone restreinte (zone deéaiidn), des points de nucléation peuvent

apparaitre et conduire a la formation de cristaux.

Diagramme de phase

concentration en protéine

—~ Precipitation
— Nucleéation

- Solution claire
(zone de meétastabilité)

Concentration en agent précipitant

[ ] Solution non saturée

[ P | Solution supersaturee

Figure Al. Diagramme de phase d'une protéin€Ce diagramme est représenté en deux
dimensions, mais il en possede de nombreuses autvaonsidére tous les paramétres : les
différents agents précipitants, le pH, la forcedoe...

\J

(@ " (b) | ©)

Figure A2. Exemples de phase d’'une solution de protéindJi(@)solution claire, située dans
la zone du diagramme de phase dans laquelle li@okst non saturée ou est métastable. (b)
Une solution située dans la zone de précipitafi@nExemple de cristaux de protéines.
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2- Strategie experimentale

Il 'y a pas de prédiction théorique du diagramres pghases, le travail de recherche

des conditions de cristallisation est donc expémiale On peut faire varier :

- la concentration de la protéine
- le nombre d'agents précipitants
- les combinaisons d'agents précipitants

- les différentes concentrations en agent précipitant

Pour simplifier la recherche, on classe les agemsipitants en différentes catégories:

- les sels (force ionique)

- les précipitants, qui déterminent la limite solatmaire/solution qui précipite

- les tampons, qui déterminent le pH de la solution

- les additifs, par exemple de l'alcool, des solvamisdes détergents, qui
contribuent a la cristallisation selon différentéganismes souvent mal connus

(effet sur la solubilité, changement de la vitedsaiffusion des molécules...)

2-1 La méthode du criblage

La méthode qui vient en premier a l'esprit poued@iner la zone de nucléation est un
quadrillage systématique de I'espace des phaseés.léMzaone de nucléation étant petite et le
nombre de parametres important, cette méthode sonsoune quantité tres importante de
protéine et n'est donc pas utilisée. Des kits comiaex contenant des meélanges préts a

'emploi de précipitants, sels, tampons et addistsnt généralement utilisés pour leur
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reproductibilité. Ces solutions ont été choisiearpexplorer de maniére efficace I'espace des

parametres.

2-2 La méthode de diffusion de la vapeur

Exploration de I'espace des phases

concentration en protéine

—~ Precipitation
— Nucleation

— Solution claire
(zone de metastabilite)

CA ZCA Concentration en agent précipitant

[ ] Solution non saturée

[ B | Solution supersaturée

Figure A3. Diagramme de phase montrant I'exploratio de I'espace des phases par la

méthode de diffusion de la vapeur.

Afin de mieux explorer I'espace des phases, onsatila méthode de diffusion de
vapeur (figure A3). Il y a deux techniques quiiséht la méthode de diffusion de la vapeur :

la technique de la goutte suspendue et celle geute assise.

La préparation des boites qui utilisent la techaige la goutte assise (figure A4) est

effectuée a partir d’un robot. Chaque conditiomgeessite que peu de solution de protéine
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(entre 0,1 et 0,1L) et la robotisation permet d’effectuer de nombressais. Mais du fait de
la faible quantité de protéine utilisée, les cugtaont petits et rarement exploitables. Cette
technique est donc essentiellement utilisée pouwedherche des conditions de cristallisation

et assez peu pour I'obtention de cristaux qui saptibles de diffracter.

(routte assise

s Couvercle
H.0

)

oralgse

Goutte contenant
0.1 a 0.5l de proteme
+ 0,1 a 0.5l de reservoir

Resevoir ( 5001 )

Figure A4. Schéma d'une préparation utilisant la tehnique de la goutte assise.

Une fois les conditions de cristallisation déteréeis, la technique de la goutte
suspendue (figure A5) est utilisée pour optimises conditions et obtenir des cristaux
capables de diffracter les rayons X. Cette techigst entierement manuelle et les gouttes

sont plus grosses, elle nécessite donc plus destetrge protéine.
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Goutte suspendue

(routte contenant
1L de proteme

- + 1L de reservoir

) H-O

Graisse

E ézervoir
( 1000 L )

Figure A5. Schéma d'une préparation utilisant la ¢chnique de la goutte suspendue.

Dans les deux cas, la concentration initiale em@ageécipitant dans la goutte est la
moitié de la concentration dans le réservoir, caa onélangé la méme quantité de solution du
réservoir avec une solution de protéine. Mais ausdu temps, I'évaporation de I'eau de la
goutte augmente sa concentration. Il y a aussiara#ipn de I'eau du puits, mais le volume
de celui-ci n’évolue presque pas et on peut dongsidérer sa concentration comme
constante. Le systéeme étant hermétiguement ferméyia donc pas d'échange avec
I'extérieur. Au bout d’'un certain temps, il y a gitpue entre la goutte et le réservoir : ils sont
aux mémes concentrations en agent précipitantollane de la goutte a été divisé par deux,
donc la concentration en agent précipitant et etépre a été multipliée par deux. On a donc
exploré I'espace des phases: si au cours de lié@iibn on passe dans la zone de nucléation,

des cristaux de protéines peuvent se former.
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2-3 L’optimisation des conditions de cristallogenes e

Dans le but d'optimiser les conditions de crisation, on prépare des "gradients” de
concentration en agent précipitant ou de pH (figh¢. Cela consiste a tester une série de
conditions de cristallisations en faisant variercémcentration d'un agent précipitant ou du

pH.

Gradient de concentration

concentration en protéine

Concentration en agent précipitant

[ ] Solution non saturée

| I | Solution supersaturee

Figure A6. Diagramme de phase représentant I'explation de I'espace des phases lors
de l'optimisation avec un gradient de concentration
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Annexe 3 : Calcul des concentrations des différente S

especes lors d’'une transition irréversible

1- Transition irréversible en une étape

Considérons la transition irréversible en une étajest-a-dire sans état intermédiaire,

entre un état initial not€ et un état final notd&, qui a pour constante cinétique :

key

C—-FE
La concentration de I'espéc€][peut étre déduit de I'équation différentielle phemier ordre

suivante :

a[C]
- —k.IC A3-1
= = kalC] (A3-1)
Avec comme condition initiale :
[C(t=0)]=Cy

La solution de cette équation différentielle est :
[C] = Cpe Fat
La concentration en espéce finale E peut s’en dédui
[E] = Co = [C] = Co(1 — e7Fa)

En faisant I'hypothése d’une transition en une sdétape, la fraction de capsides expansées

s’exprime donc par cette formule :

Gexpe = 1 —eFat (A3-2)
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2- Transition irréversible en deux étapes

Considérons la transition irréversible en deux é&tapvec un état intermédiaire noté
C’, ayant pour constantes cinétiqkestk; :

kq ko

C->C"-E

Les concentrations des espéces Cet(E peuvent étre déduites des équations suivantes

_dic] _

I k1[C] (A3-3)
d[C*
[dt I_ k,[C] = k,[C*] (A3-4)
[E] = Co — [C] - [C7] (A3-5)
Avec comme conditions initiales :
[C(t=0)]=C

[C*(t=0]=[E(t=0]=0
La solution de I'équation (A3-3) est (cf. sectiaegedente) :
[C] = CyeFat
L’équation (A3-4) peut donc étre réécrite :

d[c*]

dt + kz [C*] == Cokle_klt (A3‘6)

La solution de I'équation différentielle (A3-6) st somme d’une solution particuliére de
cette équation et de la solution de I'équation hgeme (sans second membre) associée. La

solution de I'’équation homogene associée est fiwrze :

[C*]o = et
ou ¢ est une constante quelconque.
Recherchons maintenant une solution particulielédeation (A3-6), de la forme
[C*] = Q(©)e ™™

ou Q(t) est un polyndme du premier ordre :
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Q) =vt+w

En remplacantC*]par [C*]; dans I'équation A3-6, nous obtenons :

d(Q(t)e " ")
dt

+ kyQ(t)e k1t = Cok e Fat (A3-7)
Soit :
Q' (e ™t + (ky — k)Q(D)e™ 1t = Cokie~Fat

On en déduit :

Q'(®) + (k2 — k1)Q(t) = Coky
Puis, en remplacaq(t) par son expression :

v+ (k, — k) (vt +w) = Coky
Il apparait donc un systéme de deux équations :

0+(k2_k1)1]=0

v+ (kz - kl)W == Cokl

Donc :
v=20
(ky — ky)w = Coky
Enfin :
COkl
t) = =
QW =w=""p

Les solutions de I'équation (A3-6) sont de la forme
[C*]=1[C"]o +[C"]y
En remplacantC*], et[C*]; par leur expression, on obtient :

Coky

—kqt
e 1
ko — ey

[C*] = ae~F2t +
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Or, at=0 la concentration en esp&eest nulle ; on peut donc en déduire la valeur de

* COkl
[C (t—O)]—O—a+k2_k1
_ Coky
-

La solution de I'équation (A3-6) est donc :

kq
C* — C —klt _ —kzt
€] = Cogg (et = o780

La concentration en espéEese déduit des concentrations en espEoetC” & I'aide de
I'équation (A3-5) :

kq

[E] = Co — Coe™™" = Cy P

(e—klt _ e—kzt)

ky ky
E — C 1 — —klt _ —klt —kzt]
[E] 0[ ¢ -k° To-K¢

kq X kq ) ]
= - Zt — _klt
[E] Co[l+k2_k1e <1+k2—k1 e

En résumé, les concentrations des esp8c€s et E ont pour expression :

[C] = Coe~kat

ke kit kot
* — —R1l —R2
[C”] Cokz—kl(e e )

kq X kq ) ]
= - Zt — _klt
[E] = C, 1+k2_k1e <1+k2—kle
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Le bactériophage T5 est un virus infect&ntColi. L'assemblage et la maturation de sa capside

comportent plusieurs étapes critiques pour la ftionales virions lors du cycle infectieux.

Parmi ces étapes, j'ai étudié les processus d'exparet de décoration de la capside de T5.
L’expansion implique d’'importantes réorganisati@amformationnelles des 775 sous-unités de la
protéine pb8 composant la capside, conduisant ablelment du volume de la capside qui peut
alors contenir le génome du phage. J'ai détermas abnditions physico-chimiques permettant
d’'induire I'expansion de la capside vitro, puis jai effectué des expériences de SAXS ré&solu

dans le temps montrant que I'expansion est un psusehautement coopératif, qui conduit, en une
étape, a un état final remarquablement stable.t@aart, jai réalisé une étude fonctionnelle ae |

protéine de décoration pb10, montrant que sa firagst un marqueur de I'expansion. Enfin I'étude
structurale de pb10 menée par SAXS a permis dendiéer un modéle a basse résolution de son

enveloppe moléculaire.

Mots clés: Bactériophage, capside virale, expansion, pretde décoration, SAXS.

Bacteriophage T5 is a virus infectifig Coli. Its capsid assembly and maturation include sévera

critical steps leading to the formation of newes during the infectious cycle.

During my thesis | focused on the expansion andmion of T5 capsid. Expansion consists in
large conformationnal reorganizations of the 779%s@h protein subunits, yielding a two-fold
increase of the capsid volume and allowing it tcoanodate the full-length genome. | have
ascertained physicochemical conditions that triggeritro expansion of the capsid, and using a
time-resolved SAXS study, | showed that expanssoa igly cooperative two-state process leading
to a remarkably stable final state. | have alsoiedout a functional study of the decoration pirote
pb10, showing that it only binds to expanded prdse&inally, a low resolution model of pb10 was
determined by SAXS.

Keywords : Bacteriophage, virus capsid, expansion, deaorairotein, SAXS.
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