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Description de la problématique de recherche

Les pandoravirus sont des virus géants dotés de capsides ovoides de I'ordre du micrométre, renfermant des
génomes ADN double brin linéaire pouvant atteindre 2,5 Mb (~1 500 protéines)*2. De longues répétitions
terminales inversées (TIR) encadrent leurs génomes. Grace a la génétique inverse et CRISPR/Cas9, on a pu
démontrer que les genes essentiels sont regroupés a une extrémité du génome, définissant le génome coeur, et
les génes non essentiels sont a I'autre extrémité, supportant une évolution par expansion génomique a partir
d’un ancétre au génome plus petit®. D’autre part, une publication récente révéle qu’un pandoravirus trés
proche d’un autre isolat déja caractérisé présente une insertion de 180 kb contenant plus de 170 génes®. L'IGS,
qui a isolé 20 des 30 pandoravirus connus, a fait la méme observation en comparant les génomes de
pandoravirus trés proches, ces insertions pouvant atteindre 350 kb. Enfin, le repiquage de pandoravirus salinus
en conditions de laboratoire, dans des amibes axéniques, en I'absence de compétition avec d’autres
microorganismes comme ce serait le cas dans I’environnement, a conduit a une réduction progressive de son
génome jusqu’a 750 Kb au lieu des 2,5 Mb de l'isolat original. En s’appuyant sur ces résultats, ce projet de
these integrera la virologie, la génétique et la biologie synthétique pour étudier ces insertions et délétions
génomiques. L'étude de la réplication et de I'empaquetage du génome des pandoravirus, en mettant I'accent
sur le role des répétitions terminales inversées (TIR) dans ces processus, sera réalisée en utilisant la biologie
synthétique pour créer des minichromosomes et mesurer leur capacité a étre répliqués et empaquetés dans les
capsides. Le minichromosome le mieux maintenu sera utilisé pour identifier les protéines impliquées dans sa
reconnaissance, sa réplication et son empaquetage dans les capsides.

Des genes sélectionnés, correspondant a des protéines de la réplication et de I'empaquetage du génome,
seront mutés afin d’insérer un Tag permettant d’identifier, par pull-down, le réseau d’interactions du réplisome
et de 'empaquetage du génome dans les capsides.

Project description

Pandoraviruses are giant viruses with ovoid capsids on the micrometer scale, enclosing linear double-stranded
DNA genomes that can reach up to 2.5 Mb (encoding ~1,500 proteins)'2. Their genomes are flanked by long
terminal inverted repeats (TIRs). Through reverse genetics and the CRISPR/Cas9 system, it has been
demonstrated that essential genes are clustered at one end of the genome, defining the core genome, while
non-essential genes are located at the other end. This supports an evolutionary model of genomic expansion
from an ancestor with a smaller genome3. Additionally, a recent publication reveals that a pandoravirus closely
related to another previously characterized isolate contains a unique 180 kb insertion with over 170 genes*. The
IGS, which has isolated 20 of the 30 known pandoraviruses, made a similar observation when comparing
genomes of closely related pandoraviruses, with insertions reaching up to 350 kb. Furthermore, the laboratory
subculturing of pandoravirus salinus in axenic amoebae, without competition from other microorganisms as
would occur in the environment, led to a progressive genomic reduction from the original 2.5 Mb to 750 kb.
Building on these findings, this PhD project will integrate virology and synthetic biology to study genomic
insertions and deletions. The replication and packaging of pandoravirus genomes will be investigated, with a
focus on the role of terminal inverted repeats (TIRs) in these processes. Synthetic biology approaches will be
used to create minichromosomes and assess their ability to be replicated and packaged into capsids. The
minichromose the best-maintained, will be used to identify proteins involved in its recognition, replication, and
packaging into capsids. Selected genes encoding replication and packaging proteins will be mutated to insert a
tag, enabling the identification of interaction networks within the replisome and genome packaging machinery
via pull-down assays.
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Mots clés :

Virologie - Pandoravirus — Répétitions terminales inversées - Réplication — Empaquetage du génome
Keywords:

Virology — Panodravirus - Terminal inverted repeats — Replication — Genome packaging

Thématique / Domaine / Contexte

Découverts il y a une vingtaine d’années, les virus géants, dont la taille et la complexité génétique rivalisent avec
celles observées dans le monde cellulaire>® ont initié une nouvelle aire de recherche en virologie. De nombreux
travaux de microbiologie environnementale ont par la suite démontré leur diversité et leur abondance au sein de
nombreux écosystémes ou ils semblent jouer un réle majeur. Leur contenu génique pléthorique couvre de fait un
large éventail de fonctions qui permettent de prendre le controle de la cellule et de reprogrammer son activité
métabolique’ ™,

La question de savoir pourquoi ces virus, qui infectent majoritairement des organismes eucaryotes unicellulaires,
ont tant de genes, alors qu’une poignée suffit a d’autres virus, est la source de recherches actives et de débats
brulants dans la communauté scientifique®' 3,

Au cours des derniéres années, L'IGS a développé une batterie d'outils pour la manipulation du génome des virus
géants et notamment des pandoravirus en implémentant CrispR/Cas9 et de la recombinaison pour introduire une
cassette de sélection au site de coupure. Nous souhaitons ici utiliser cet outil pour comprendre le réle des TIRs
pour la réplication et le packaging du génome viral dans les capsides, identifier les réseaux protéiques impliqués
dans la reconnaissance des TIRs, ainsi que pour la réplication et I'empaquetage des génomes. Ces virus étant
capables d’acquérir des fragments d’ADN pouvant atteindre 350 kb et perdre plus d’'un megabase de génome en
quelques passages, nous voudrions produire un génome minimal et démontrer sa capacité a intégrer un ADN
linéaire en utilisant CRISPR/Cas9, 2 cassettes de sélection et les gRNAs appropriés.

La thése se déroulera a I'lGS (UMR7256 CNRS-AMU) a Marseille, dont la thématique de recherche porte sur les
virus géants en combinant des approches computationnelles et expérimentales, intégrant la virologie, la biologie
cellulaire, la génétique et la biochimie structurale. , le laboratoire dispose de 7 Postes de sécurité microbiologiques
et d’un laboratoire L2, de 4 systémes de purification des protéines, de 2 ultracentrifugeuses, de sonicateurs et
autres systémes de casse cellulaire, de plusieurs microscopes a fluorescence dont un Zeiss Axio et un Nanolive
permettant le suivi de fluorescence sur cellules vivantes.
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L'IGS est un des 4 laboratoires rattachés a I'UAR IMM, qui intégre des plateformes d’imagerie, de protéomique et
de transcriptomique. L’IGS gere une plateforme de bioinformatique, PACA Bioinfo, labellisée AMU, équipée d'un
serveur de calcul multi GPU (32 Cores, 256Gb RAM, 8.7 To de stockage, 4 GPU RTX8000 NVIDIA) et d’un NAS (66 To
de stockage).

Theme / Field / Context

Discovered twenty years ago, giant viruses, whose size and genetic complexity rival those observed in the cellular
world>®, have initiated a new era of research in virology. Subsequent environmental microbiology studies have
demonstrated their diversity and abundance across numerous ecosystems, where they appear to play a major role.
Their vast genetic content covers a wide range of functions, enabling them to take control of their host cells and
reprogram their metabolic activity”°,

The question of why these viruses, which primarily infect unicellular eukaryotic organisms, possess so many genes,
while others manage with just a handful, remains a subject of active research and heated debate within the
scientific community13,

Over the past years, the IGS has developed a series of tools for manipulating the genomes of giant viruses,
implementing CRISPR/Cas9 and recombination techniques to introduce a selection cassette at the cleavage site in
pandoraviruses genomes>. Here, we aim to use these tools to understand the role of terminal inverted repeats
(TIRs) in viral genome replication and packaging within capsids. We also seek to identify the protein networks
involved in TIR recognition, as well as in genome replication and packaging.

Given that these viruses can acquire DNA fragments of up to 350 kb and lose over one megabase of DNA in just a
few passages, we additionally intend to produce a minimal genome. We will demonstrate its ability to integrate
linear DNA using CRISPR/Cas9, two selection cassettes, and appropriate gRNAs.

The thesis will be conducted at IGS (UMR7256 CNRS-AMU) in Marseille, where the research focuses on giant
viruses, combining computational and experimental approaches that integrate virology, cell biology, genetics, and
structural biochemistry. The laboratory is equipped with 7 microbiological safety cabinets and a Biosafety Level 2
(L2) facility, as well as 4 protein purification systems, 2 ultracentrifuges, sonicators, and other cell disruption
systems. It also features multiple fluorescence microscopes, including a Zeiss Axio and a Nanolive system, enabling
live-cell fluorescence imaging.

The IGS is one of the four laboratories affiliated with the UAR IMM, which includes platforms for imaging,
proteomics, and transcriptomics. Additionally, the IGS manages the PACA Bioinfo bioinformatics platform, certified
by Aix-Marseille Université (AMU). This platform is equipped with a multi-GPU computing server (32 cores, 256 GB
RAM, 8.7 TB storage, and 4 NVIDIA RTX8000 GPUs) and a 66 TB NAS storage system.
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Objectifs

L’objectif global de cette thése sera d’élucider les mécanismes fondamentaux sous-jacents a la réplication des
génomes des pandoravirus, en adoptant une approche multidisciplinaire combinant la génétique inverse par
CRISPR/Cas9, la biologie cellulaire et la protéomique (études d’interactome, modifications post-traductionnelles au
cours du cycle infectieux), ainsi que la biologie synthétique. De nouvelles méthodologies devront étre développées
pour répondre a trois objectifs précis.

1. Définir les signatures contenues dans les répétitions terminales inversées (TIR) et leur role dans le maintien du
génome

2. Caractériser les réseaux protéiques impliqués dans la réplication du génome et son empaquetage dans les
capsides

3. Analyser la réduction génomique, identifier les signatures des sites d’insertion et valider expérimentalement
I'intégration

Objectives

The overall objective of this PhD thesis will be to elucidate the fundamental mechanisms underlying the replication
of pandoravirus genomes. This will be achieved through a multidisciplinary approach combining reverse genetics
using CRISPR/Cas9, cell biology, and proteomics (interactome studies, post-translational modifications during the
infectious cycle), as well as synthetic biology. New methodologies will need to be developed to address three
specific objectives:

1. Define the signatures contained within the terminal inverted repeats (TIRs) and their role in genome
maintenance.

2. Characterize the protein networks involved in genome replication and packaging into capsids.

3. Analyze genomic reduction, identify insertion site signatures, and experimentally validate integration.

Méthodes
- Biologie cellulaire :
Culture d’amibe
Infections virales
Production de virus, clonage et purification
- Biologie moléculaire :
Construction de vecteurs amibiens contenant les TIRs minimum, une sélection (expression contrélée par I'amibe) et
la GFP (expression contrélée par le virus)
Construction de vecteurs avec bras d’homologies pour HA taguer des protéines de la réplication et du packaging
(DNA pol, replication origin binding protein, ATP packaging, Holiday Junction Resolvase).
Construction de vecteurs avec bras d’homologies pour couper dans les TIRs (CRISPR/Cas9) en conservant la tige
boucle initiale.
Construction de vecteurs pour insérer une sélection dans I'insertion de 350 kb et une autre dans le pandoravirus
sans 'insertion.
Construction d’un vecteur permettant de couper aux jonctions de I'insertion du pandoravirus avec l'insert de 350 kb,
également capable de couper le pandoravirus dans lequel on veut insérer I’ADN excisé.
- Pulldown:
ADN biotinylé, protéines HA-tagués
- Génétique inverse
Methods
- Cellular Biology:
Amoeba culture
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Viral infections
Virus production, cloning, and purification

- Molecular Biology:
Construction of amoeba vectors containing minimal TIRs, a selection marker (amoeba-controlled expression), and
GFP (virus-controlled expression).
Construction of vectors with homology arms for HA-tagging replication and packaging proteins (DNA polymerase,
replication origin binding protein, ATP-dependent packaging enzymes, Holliday Junction Resolvase).
Construction of vectors with homology arms for CRISPR/Cas9-mediated deletions in TIRs while preserving the initial
hairpin loop structure.
Construction of vectors to insert a selection marker into the 350 kb insertion site and another into the pandoravirus
lacking the insertion.
Construction of a vector capable of cutting at the junctions of the pandoravirus insertion with the 350 kb insert, as
well as the pandoravirus intended to receive the excised DNA.

- Pull-Down Assays:
Biotinylated DNA
HA-tagged proteins

- Reverse Genetics
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Conditions scientifiques matérielles et financieres du projet de recherche

Encadrement et suivi du, de la doctorant-e

Le, la doctorant-e sera co-encadré-e par Audrey Lartigue (Ingénieure de Recherche CNRS) et Chantal Abergel
(Directrice de Recherche CNRS). ll, elle bénéficiera d’un suivi quotidien et participera a des réunions hebdomadaires
avec I’équipe de Chantal Abergel pour discuter des avancées et résoudre les défis rencontrés. Des réunions de
laboratoire auront également lieu toutes les deux semaines afin de favoriser la collaboration et les échanges au sein
du groupe de recherche.

Les progrés du, de la doctorant-e seront évalués annuellement par un comité de suivi de thése, garantissant un
accompagnement rigoureux et des conseils adaptés. Si souhaité, il, elle pourra choisir un parrain ou une marraine
au sein de I'équipe ou du réseau scientifique pour bénéficier d’un soutien supplémentaire tout au long de la théese.
Le, la doctorant-e bénéficiera également du soutien de I’Ecole Doctorale ED658 et pourra participer au programme
doctoral Plinius Cursus de I'lM2B, qui offre des formations complémentaires et un environnement académique
stimulant.

Financement et ressources financiéres

La theése sera financée par le concours de I'Ecole Doctorale. Les moyens financiers nécessaires au projet seront
assurés par plusieurs contrats financés, incluant un reliquat de financement ERC et une demande en cours aupres
de I'ANR (Agence Nationale de la Recherche).

Ressources scientifiques et techniques

Toutes les analyses génomiques et bioinformatiques seront réalisées en interne par le laboratoire, qui dispose
d’une expertise et d’une infrastructure de pointe en bioinformatique, virologie, biologie cellulaire et génétique. Le
laboratoire est entierement équipé des outils et compétences nécessaires pour mener a bien le projet, incluant des
ressources informatiques avancées, des plateformes de culture cellulaire et des équipements de biologie
moléculaire.

Scientific, material, and financial conditions of the research project

The PhD student will be co-supervised by Audrey Lartigue (CNRS Research Engineer) and Chantal Abergel (CNRS
Senior Researcher). The student will benefit from daily supervision and will participate in weekly meetings with
Chantal Abergel’s team to discuss progress and address any challenges. Additionally, laboratory meetings will be
held every two weeks to foster collaboration and exchange within the broader research group.

The student’s progress will be monitored annually by a thesis advisory committee, ensuring rigorous oversight and
guidance. If desired, the student may also choose a mentor (parrain/marraine) from within the team or the
scientific network to provide additional support throughout the PhD.

The student will also receive support from the Doctoral School ED658 and will have the opportunity to participate
in the Plinius Cursus PhD program at IM2B, which offers complementary training and a stimulating academic
environment.

Funding and Financial Resources

The PhD will be funded through the Doctoral School’s competitive process. The necessary financial resources for
the project will be secured through multiple funded contracts, including remaining funds from an ERC grant and an
ongoing ANR (French National Research Agency) application.

Scientific and Technical Resources

All genomic and bioinformatics analyses will be conducted in-house by the laboratory, leveraging its expertise and
cutting-edge infrastructure in bioinformatics, virology, cell biology, and genetics. The lab is fully equipped with the
necessary tools and skills to support the project, including advanced computational resources, cell culture facilities,
and molecular biology instrumentation.
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Profil et compétences recherchées
L’étudiant-e devra posséder un Master et/ou dipldme d’ingénieur en virologie et de solides connaissances en

virologie, biologie moléculaire et en biologie cellulaire.
Une aptitude au travail en équipe est indispensable.

Profile and skills required
The candidate must hold a Master's degree and/or an engineering degree in virology, with strong knowledge in

virology, molecular biology, and cell biology.
Teamwork skills are essential.
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