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Résumé :

La technique dite de « peptide—spot » est essiemtient utilisée pour I'étude de la struct
des protéines ou l'obtention d’anticorps partiaglipour le diagnostic et la recherche humaine o
les mammiféres.

Dans le but de produire de vaccin synthétiqueraell présente un essai d’adaptation
mise en évidence, sur la protéine de capside R#NARodavirus, de sites immunogenes pour le
(Dicentrarchus Labrax

La totalité de la protéine RNA2 de Sbl et Sh2 esprésentée par 109 peptides dd
acides aminés se recouvrant mais avec un décakgeoid acides aminés a chacun d’eux.
peptides sont synthétisés et déposés sur une meentheecellulose.

Les peptides reconnus par les sérums de loup dapide sont révélés par des anti-cd
(anti-loup ou anti-lapin) conjugués a l'alcaline ogphatase. La membrane est réutilisée 3
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génération. Il a été testé des sérums de lapirgédéeurs et d’'adultes de loups avant et gpres

injection de nodavirus vivant ou de peptides det®ge issus de RNA2 incluant soit le N soit |
terminal.

Contrairement au lapin, les sérums des loups t&msénfixent aspécifiquement sur §
membrane renfor¢ant la notion de faible spécifidaé IgM de poisson.

Ces premiers résultats montrent la difficulté df@ddion au poisson, d’'une technique is
des mammiféres. Une partie de ces problémes peéwentésolus par des modifications technig
(présentation du peptide, utilisation IgM purifié Beu du sérum...) mais le probléeme de fond r
que I'immunogénicité d’'un épitope dépend de I'espé
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Abstract :

Spot-Synthesis technique was applied to study prét@me or to develop antibodies with
specific characteristics for use in diagnosticeselarch on human or mammals. In this work this
technique was used to find sites on RNA2 proteimNodavirus which are immunogenic for sea ba
(Dicentrarchus labrax)It aimed to achieve synthetic peptide vaccine petidn against this virus.

One hundred and nine overlapping peptides, of lif@acids frameshifted by three
residues, representing the complete RNA2 protainesece of Sb1 and Sb2 nodavirus were
synthesized on a cellulose membrane by the Spdiriguee.

The set of membrane-bound peptides was probedcpation with sea-bass or rabbit

serum. Anti-sea bass or anti-rabbit alkaline phasgse-conjugated antibody revealed the binding.

The membrane was further treated so as to remeaipitated dye and bound antibodies and reus
when necessary.

Serums of rabbit, sea bass bloodstocks and addgjbefore an after injection with a livg
Nodavirus were tested. Serum from adult beforeadt®at injection of two peptides 15 amino acids
including the N terminal for the former and theetntinal for the latter were also tested.

In opposition with rabbit, the control fish serlwound aspecifically several peptide and
strengthened the idea of low specificity of fisMlg

The first results permit to spot foreseeable ditti¢ resulting from adaptation of mamma
technique to fish. Part of them should be resolwetechnical adaptation as modification of peptid
presentation or use of purified immunoglobulin eattvhole serum but they comfirm that the
immunogenicity of an epitope depend of the species.
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Mots-clés:
Peptides synthétiques, vaccin, Peptid-spot, séguemaunogénelicentrarchus labrax

Keywords :
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Commentaire :

Les informations contenues dans ce rapport sordited du rapport final (1998-2002) communiqyé

a ’ANVAR le 12 juillet 2002
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Adaptation de la méthode peptide-spot a la
recherche de sites, de la protéine RNA2 du
nodavirus, reconnus par difféerents sérums de loup

(Dicentrarchus labrax).

Jean-Luc COEURDACIER
IFREMER Route de Maguelone 34 250 PALAVAS les FLB&Sce

1 Introduction

La conception d'un vaccin, exception faite de ligéition de pathogénes
atténués ou de vaccins tués dont nous ne parleasygasse par la recherche de zones
immunogénes susceptibles d’entrainer la productitenticorps protecteurs. Bien que
certains travaux rapportent des contre-exemplesr(@neggeet al, 1997, Toranzet
al., 1995) I'immunogénicité est en général un prdalalda protection.

L’identification puis la production de ces séquenpeotectrices peut se faire
par voie biotechnologique ou a I'aide de productierpeptides synthétiques.

Jusqu’a présent les peptides synthétiques furdigéstpour étudier la structure
des protéines et peu de travaux ont visé leussatibn en temps que vaccin. Un vaccin
peptidique contre le paludisme a atteint la plideseessais clinique (Patarrogbal.,
1987) mais sa commercialisation n’est toujours mr@vue. L'utilisation des peptides
synthétiques en cancérologie ou dans les infectlmatériennes commence a étre
étudier (Roggeret al, 1999).

Des travaux ont été aussi réalisés sur I'immuinisaet la protection de
I'infection virale chez les bovins, cochon d’'indapin (Bittle et al., 1982 Langeveltet
al., 1994b), mouton (Flynet al, 1990) et le singe (Langevadt al, 1994a) d’'autres
études ont porté sur Rlasmodium bergheihez la souris (Roggeset al, 1999) sur la
nécrose virale chez la truite arc-en-ciel.(Emmepeggal, 1995 ; 1997).

La technique la plus performante de mise en évigleiecsecteur potentiellement
immunogéne nécessite la connaissance de la seuntstallographique de la protéine,
cette donnée est trés rare et dans la majorit€akese choix est basé sur trois indices,
accessibilité au solvant, I'hydrophilie et I'hydiuogbie (Thorntoret al.,1986).

Cette méthode issue de travaux sur les mammiférgspdiquée a la protéine de
capside DIEV-RNA2 du nodavirus décrite par Delsefrtal., (1997), a permis de
sélectionner 4 peptides de 15 acides aminés pelientent immunogéenes et protecteurs
(Coeurdacieret al., in press). Un travail impliquant la vaccinatione Isuivi
immunologique et le challenge de différents lotdalgs ont permis de montrer que les
extrémités C et N terminales, étaient immunogehgsotentiellement protecteurs.
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La lourdeur de mise en oeuvre de la méthode nauntés vers une technique
appelée spot-synthesis (Frank 1992) ou peptid-p@ototalité de la protéine découpée
en peptides d’'une quinzaine d’acide aminés se xeantipartiellement, est déposée sur
une membrane en «spot»s distincts et permet deeneettévidence les épitopes linéaires
reconnus par les anticorps du sérum a étudiere @edthode fut utilisée pour étudier les
relations entre les épitopes des antigenes etdegqpes des anticorpDaniel et al,
1998) ou pour étudier les antigenes des phosplr@pest du morbillivirus reconnu par
des anticorps monoclonaux (Martextsal.,1995). Ce type d’approche n’avait jamais été
appligué aux anticorps de poisson.

Ce travail est basé sur deux hypotheses :

-un animal survivant a une injection de virus @ni a une dose létale pour au
moins 60% du lot, devrait posséder des anticorptepteurs.

-certain de ces anticorps reconnaissent des psriioaires suffisamment
étendues pour se fixer sur les peptides de la nambr

Ce travail avait pour but premier d’adapter la teghe a I'étude de sérums de
poisson afin de l'utiliser ultérieurement pour itBer les zones reconnues par les
anticorps présents dans le serum de poissons ayamécus a l'injection de virus. La
connaissance de ces zones permettrait, dan$"linethps de dégager des portions de
virus potentiellement protectrices. La synthése piptides correspondant a ces
séquences pourrait permettre enfin d'étudier e¢ldpper un vaccin anti-nodavirus pour
le loup.

2 Materiel et Méthode
2.1 L'antigene

Le virus sur lequel nous avons mené cette etdeinepetit virus (27nm) a ARN
simple brin, dont la protéine de capside a un poidculaire de 42Kda (Comps et
al.,1994 ; Delseret al, 1997). Il provoque chez le poisson une encégghali
spongiforme.

2.2 Sérums

Nous avons sélectionné un ensemble de sérums desusprécédents travaux
(Coeurdacieet al.,in press).

Tous les sérums choisis ont été testés par ELISA fa recherche d' Anticorps

anti-nodavirus, anti-KLH ou anti-peptide (Anti- SBter, Anti-Sb1-Nter, Anti-Lp2 (266-
279)
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Rappel des sequences des Peptides Peptide deNg%yl-

Name Amino acid P.M. Sequence

Sbl-Nter 1-14 1664 NH2-MVRKBKKLAK TATC-CONH2
Sbl-Lpl 127-140 1707 NH2-FLPDPTDNDHTFDAC-CONH2
Sbl-Lp2 266-279 1673 NH2-CDMLGTGDVDRAVY-CONH2
Sb1l-Cter 325-338 1549 NH2-CLPVGFTRVDAGN-CONH2

a.a. différant de Sb1 a Sb2 en italique-gras

Liste des sérums étudiés

Nb. sérum| Type de sérums Dilution paragraphe
1 2 Cter’ 20C 4.3.1.
2 1 Lp2” 10C 4.6.
3 2 Témoin KLH Nd #40C 4.2.3.
4 1 Non spécifique /
5 2 Vacciné Sb2, &5( /
Survivant du
challenge Sb2
6 1 KLH* P0C 4.3.4
7 2 Non Vaccinél4z 4.4.2.
Challengé Sh2
8 2 Nter' KLH* Nd™  P6C 4.3.2.
9 1 Lapin injecté Sb150C 4.4.3.
10 1 Témoin lapin 50C /
11 1 Géniteur 155 /
challenger Sb2
12 2 Injecté Sb1 17¢ 4.4.1.
18 Total

2.3 Fabrication de la membrane Peptide Spot

La fabrication de la membrane a été réalisée psodgété Symt’hem suivant un
procédé confidentiel mais dont le principe estuant :

Un certain nombre de petits peptides sont syn#stgmultanément en petites
quantités. lls sont synthétisés sur une phaseespligne de cellulose a la surface de
laquelle sont répartis des «spot»s chimiquememtiféaChacun des «spot» est un lieu
de synthése d'un peptide. Chaque «spot» correspamé surface limitée de cellulose
dont les fonctions hydroxyles sont engagées daadiaison ester avec un bras constitué
de deux a-alanines. La fonction amine du bras stgmaol'acide aminé C-terminal du
peptide a synthétiser. Des volumes tres faiblesidaaminé (Fmoc-acide aminé<ip)
sont déposés sur chaque «spot» et les étapes camrdansynthese sont réalisées en
trempant la feuille de papier dans un bain de féadéquat. Le couplage des acides
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aminés est suivi grace au bleu de bromophénol meidu bleu au jaune au fur et a
mesure de I'évolution du couplage. Un «spot» remtésenviron 50 nmol de peptide.

Les séquences des protéines de capside des nadawienmt fractionnées en
peptides de 15 acides aminés se décalant a chaigudef 3 acides aminés. Cent huit
peptides (numeérotés de 136 a 244) pour Sb2 (Teieay., 1999) et 108 ( numérotés de
245 a 353) pour Shl (Delsettal, 1997, Thiéryet al, 1999)

2.4 Technique de révélation et de conservation

C’est une mise en évidence de peptides reconnus galot »
Ci-dessous un apercu du protocole, le détail gjusiles réactifs sont en annexe
let 2.

2.4.1 Reévélation
Sauf mention contraire, les rincages sont réaliag@sTBS entre chaque étape,
la température de manipulation est 37 °, et le pH 7

Blocking une nuit,

Incubation du sérum de loup ou lapin au 1/150 8d.8ans BB

Fixation des monoclonaux, 6 E11 Biotinilé au 1% 5%treptavidide conjuguée
phosphatase alcaline 1/ 555 dans BB

Mélange 611 Strepta 90 min & 37°

Ringcages tampon citrate (CBS pH 7))

2.4.2 Coloration

Substrat AP Thiazole bleu, réactif phosphate( BGHMponnée par MgCl2
dans CBS (Si la coloration développée est faibdeCBS utilisé dans ces 2 étapes peut
étre remplacé par le tampon Tris 50 mM ph 8.)

2.4.3 Conservation des résultas
Membrane scannée avec AGFA Snapscan 1236 et cénsarvfichier (voir
§2.4.)

2.4.4 Régénération de la membrane

Rincage, pour supprimer la coloration a I'eau @ilpuis MF

Dissociation de la liaison Antigéne- Anticorps aven mélange Urée et
détergeant (lauryl sulfate).

Stabilisation des peptides sur la membrane par dth&mol et acide acétique
puis séchage a l'air froid.

Stockage dans sachet plastique étanche a -20°@raubation pour révélation
le lendemain.
2.5 Représentation schématique de la membrane

Image obtenue aprés scannage en noir et blande$Saotés les numérotations
du fabricant correspondent au peptide qu’ils jeaktlls vont de 136 a 353.
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2.5.1 Image apres scannage
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2.5.2 Représentation de la membrane Numérotatioralbricant

205
222
239
256
273
290
307
324
341
137
154
171
188

208
259
310

34

85
136
187
238
289

55
106
157
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206
223
240
257
274
291
308
325
342
138
155
172
189

211
262
313

37

88
139
190
241
292

58
109
160

207
224
241
258
275
292
309
326
343
139
156
173
190

214
265
316
40
91
142
193
244
295
10
61
112
163

210
227
244
261
278
295
312
329
346
142
159
176
193

223
274
325

49
100
151
202
253
304

19

70
121
172

4 5
208 209
225 226
242 243
259 260
276 277
293 294
310 311
327 328
344 345
140 141
157 158
174 175
191 192

Reconnu
Bienreconnu

4 5
217 220
268 271
319 322

43 46
94 97
145 148
196/ 199
247 250
298 301
13 16
64 67
115 118
166 169

211
228
245
262
279
296
313
330
347
143
160
177
194

226
277

52
103
154
205
256
307

22

73
124
175

212
229
246
263
280
297
314
331
348
144
161
178
195

229
280

55
106
157
208
259
310

25

76
127
178

-
-~
- - - »
. -
- -
LS 0
-
9 10 11 12 13 14 15 16 17
213 214 215 216 217 218 219 220 221
230 231 232 233 234 235 236 237 238
247 248 249 250 251 252 253 254 255
264 265 266 267 268 269 270 271 272
281 282 283 284 285 286 287 288 289
298 299 300 301 302 303 304 305 306
315 316 317 318 319 320 321 322 323
332 333 334 335 336 337 338 339 340
349 350 351 352 353 136
145 146 147 148 149 150 151 152 153
162 163 164 165 166 167 168 169 170
179 180 181 182 183 184 185 186 187
196 197 198 199 200 201 202 203 204
Sbl
Sh2
9 10 11 12 13 14 15 16 17
232 235 238 241 244 247 250 253 256
283 286 289 292 295 298 301 304 307
7 10 13 16 19 22 25 28 31
58 61 64 67 70 73 76 79 82
109 112 115 118 121 124 127 130 133
160 163 166 169 172 175 178 181 184
211 214 217 220 223 226 229 232 235
262 265 268 271 274 277 280 283 286
313 316 319 322 325 1
28 31 34 37 40 43 46 49 52
79 82 85 88 91 94 97 100 103
130 133 136 139 142 145 148 151 154
181 184 187 190 193 196 199 202 205
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2.5.3 Représentation pour la comparaison du Sb1 8b2

34 37 40 43 46 49 52 55 58 61 64 67 70 73 76 79 82
85 88 91 94 97 100 103 106 109 112 115 118 121 124 127 130 133
136 139 142 145 148 151 154 157 160 163 166 169 172 175 178 181 184
187, 190 193 196 199 202 205 208 211 214 217 220 223 226 229 232 235
238 241 244 247 250 253 256 259 262 265 268 271 274 277 280 283 286
289 292 295 298 301 304 307 310 313 316 319 322 325

34 37 40 43 46 49 52 55 58 61 64 67 70 73 76 79 82
85 88 91 94 97 100 103 106 109 112 115 118 121 124 127 130 133
136 139 142 145 148 151 154 157 160 163 166 169 172 175 178 181 184
187 190 193 196 199 202 205 208 211 214 217 220 223 226 229 232 235
238 241 244 247 250 253 256 259 262 265 268 271 274 277 280 283 286
289 292 295 298 301 304 307 310 313 316 319 322 325

3 Reésultats

3.1 Similitude et différences des représentationsnkaires de Sbl et
Sb2

3.1.1 Différence en acides aminés

39/ 339 a.a. sont différents soit 11, 5%

N°a.a. Sb2 Sbl * N°a.a. Sb2 Sb1
*

1 6 D E * 21 219 T A
2 12 P T * 22 223 M L
3 27 N T * 23 224 T S
4 35 T P * 24 227 S P
5 39 v L * 25 234 S A
6 40 S A * 26 236 N S
7 69 P A * 27 247 P Q
8 72 T A * 28 251 A S
9 78 v | * 29 256 Vv |
10 82 A S * 30 259 L M
11 88 L | * 31 268 S K
12 103 A T * 32 282 | L
13 111 | Y * 33 288 N T
14 150 A G * 34 200 G T
15 166 L M * 35 312 Y |
16 171 S T * 36 330 Y T
17 183 L F * 37 331 C F
18 190 N S * 38 336 S A
19 206 R A * 39 337 E G
20 217 E D *
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3.1.2 Différences entre les peptides

La répartition des a.a. différents est bien homeggar 80/109 soit 73,4% des peptides

sont différents.

Pept.

NO

15°

a.a.|a.a.|fab | Dif.

lignéel®

Séquence

E dif
T dif

D
P

12

dif

15 245
15 136
18 246
18 137
21 247
21 138

AKTATTKAANPOQPRR V17 10 24 248
AKPATTKAANPOQPRR V26 10 24 139
ATTKAANPOQPRRRAT V17 13 27 249
ATTKAANPOQPRRRAN V26 13 27 140

MVRKGEKKLAKTATT V17 1
MVRKGDKKLAKPATT V26 1
KGEKKLAKTATTKAA V17 4
KGDKKLAKPATTKAA V26 4
KKLAKTATTKAANPQ V17 7
KKLAKPATTKAANPQ V2 7

dif

dif

dif

dif

dif

dif

dif

dif

dif
T dif

N

27

KAANPQPRRRATNRR V17 16 30 250

dif

dif
dif
dif

ANPQPRRRANNRR V26 16 30 141
QPRRRATNRRRSN V17 19 33 251
QPRRRANNRRRSN V26 19 33 142

K A
N P
N P

P dif

T

35

PRRRATNRRRSNRPD V17 22 36 252
PRRRANNRRRSNRTD V26 22 36 143
RATNRRRSNRPDAPL V17 25 39 253
RANNRRRSNRTDAPYV V26 25 39 144

dif

dif

dif

dif
L dif
A dif

Vv

39
40

NRRRSNRPDAPLAKA V17 28 42 254
NRRRSNRTDAPVSKA V26 28 42 145
RSNRPDAPLAKASTV V17 31 45 255
RSNRTDAPVSKASTV V26 31 45 146
RPDAPLAKASTVTGTF V17 34 48 256
RTDAPVSKASTVTGTF V26 34 48 147
APLAKASTVTGFGRG V17 37 51 257
APVSKASTVTGFGRG V26 37 51 148
AKASTVTGFGRGTND V17 40 54 258

S

dif

dif

dif

dif

dif

dif

dif

dif

dif

dif

SKASTVTGFGRGTND V26 40 54 149
STVTGFGRGTNDVHL V17 43 57 259
STVTGFGRGTNDVHL V26 43 57 150
TGFGRGTNDVHLSGM V17 46 60 260
TGFGRGTNDVHLSGM V26 46 60 151

GRGTNDVHL SGMSRI

idem

idem

idem

idem

idem

V17 49 63 261

idem

V26 49 63 152

GRGTNDVHL SGMSRI
TNDVHLSGMSRI

idem

S QA V17 52 66 262

idem
dif

S QA V26 52 66 153

TNDVHLSGMSRI
VHL SGMSRI
VHL SGMSRI

S QAV L A V17 55 69 263
S QAVLP V26 55 69 154

dif
A dif

P

69
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dif

S QAVLAAGA V17 58 72 264
SQAVLPAGT V26 58 72 155

S GMSRI

dif
A dif

S GMSRI

T

72

SQAVLAAGAGTD V17 61 75 265
SQAVLPAGTGTD V26 61 75 156

dif

S R

dif

S R

dif

V17 64 78 266

SQAVLPAGTGTDGYV V26 64 78 157

SQAVLAAGAGTDGYI

dif

dif

\Y,

78

vV V D V17 67 81 267

dif

VLAAGAGTDGY.I

dif
S dif

VLPAGTGTDGYVYV VD V26 67 81 158

82 A

vi7 70 84 268

dif

VVDST

AGAGTDGY.I

dif

V26 70 84 159

AGTGTDGYVVVDAT

dif

vV P D V17 73 87 269
V P D V26 73 87 160

VVDST

GTDGYI

dif

GTDGYVVVDAT

dif

88 L

L P V17 76 90 270

dif

V P DI

VVDST

GY

GYVVVDAT VPDLLP V26 76 90 161 dif

VVDST
VVDAT

dif

L PRL G V1Y 79 93 271

V P DI

V P DI

dif

VPDLLPRLGV2 79 93 162

dif

LPRLGHAA V17 82 96 272

VPDLLPRLGHAA V26 82 96 163

T
T

S
A

dif

LPRLGHAARI F V17 8 99 273 dif
VPDLLPRLGHAARI

V P DI

dif

F V26 85 99 164

dif

F QRY V17 88 102 274
F QRY V26 88 102 165

LPRLGHAARI

dif
T dif

LLPRLGHAARI

103 A

FQRYTVE V17 91 105 275
FQRY AV E V26 91 105 166

dif

RL GHAARI

dif

RL GHAARI

dif

FQRYTVETL E V17 94 108 276
FQRYAVETL E V26 94 108 167
QRYTVETLETFEV V17 97 111 277

HAARI
HAARI

R1 F

dif

dif

dif
vV dif

V26 97 111 168

QRYAVETLETFE/

R1 F

111 |
QRYTVETLEFEVQPM V17 100 114 278

QRYAVETLETFE!

dif

dif

QP M V26 100 114 169

dif

TVETLEFEVQPMCP A V17 103 117 279

QP MCP A V26 103 117 170 dif

TLEFEVQPMCPANT G V17 106 120 280

AVETLETFE.I
TLEFE/I

dif

dif

QP MCPANT G V26 106 120 171

dif

QPMCPANTGGGY V17 109 123 281
QPMCPANTGGGY V26 109 123 172

dif

QPMCPANTGGGY V A G V26 112 126 173
CPANTGGGYVAGEFL P V17 115 129 283
CPANTGGGYVAGFL P V26 115 129 174
NTGGGYVAGFLPDPT V17 118 132 284
NTGGGYVAGFLUPDPT V26 118 132 175
GGYVAGFLPDPTDND V17 121 135 285
GGYVAGFLPDPTDND V26 121 135 176
VAGFLPDPTDNDMHTF V17 124 138 286
VAGFLPDPTDNDMHTF V26 124 138 177

FLPDPTDNDHTFDAL V17 127 141 287
FLPDPTDNDHTEFDAL V26 127 141 178
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ldem

DPTDNDMHTFDAL QAT V17 130 144 288
DPTDNDMHTFDALQAT V26 130 144 179
DNDHTFDAL QATRGA V17 133 147 289
DNDHTFDALQATRGA V26 133 147 180
HTFDALOQATRGAVYV G V17 136 150 290
HTFDALOQATRGAV YV A V2 136 150 181

ldem

ldem

Idem
dif

dif
G dif

150 A

QA TRGAVYVY GKWW V17 139 153 291
QA TRGAVV AKWW V26 139 153 182
RGAVYVY GKWWE S R V17 142 156 292
QATRGAVVAKWWE SR V26 142 156 183
RGAVVGKWWESRTV R V17 145 159 293
RGAVVAKWWES SRTV R V26 145 159 184

dif
dif
dif
dif

AL
AL
AT

dif

dif

dif

WWE SRTVRPQY V17 148 162 294
WWE SRTVRPQY V2 148 162 185
SRTVRPQYTRT V17 151 165 295

ESRTVRPQYTRT V2 151 165 186

dif

dif

dif
M dif

166 L

ESRTVRPQYTRTML W V17 154 168 296
ESRTVRPQYTRTLL W V2 154 168 187

TVRPQYTRTML WT ST V17 157 171 297
TVRPQYTRTLLWTS S V26 157 171 188

dif

dif

dif

dif
T dif

171 S

PQYTRTMLWTST G K E V17 160 174 298
PQYTRTLLWTZSSGKE V26 160 174 189
TRTMLWTSTGKEQRL V17 163 177 299

dif

dif

dif

dif

TLLWTSSGKEGOQRL V26 163 177 190
WTSTGKEQRLTS P V17 166 180 300
WTSSGKEQRLTS P V26 166 180 191
TSTGKEQRLTSPGRF V17 169 183 301
TSSGKEQRLTSPGRL V26 169 183 192

dif

dif

TR
M L
L L

dif

dif
F dif

183 L
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S dif

190 N

LLCVGSNT V17 178 192 304
LLCVGNNT V26 178 192 195
LLCVGSNTDVV V17 181 195 305
LLCVGNNTDVV V2 181 195 196

dif

TSPGRF
TSPGRL
GRF
GRL

dif

dif

LLCVGSNTDVVNYVS V17 184 198 306
LLCVGNNTDVVNVS V2 184 198 197

dif

dif

dif

dif

CVGSNTDVVNYVSVL C V17 187 201 307
CVGNNTDVVNVSVLC V26 187 201 198
SNTDVVNVSVLCRWS V17 190 204 308
NNTDVVNVSVLCRWS V26 190 204 199

dif

dif

dif
A dif

206 R

DVVNVSVLCRWSVAL V17 193 207 309
DVVNVSVLCRWSVRL V2 193 207 200
NVSVLCRWSVALSVP V17 19 210 310
NVSVLCRWSVRLSVP V26 196 210 201

VL CR
VL CR

dif

dif

dif

dif

dif

WS VAL SV PSL E V17 199 213 311
WS VRLSVPSL E V2 199 213 202

dif
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RWSVALSVPSLETPE
RWSVRLSVPSLETPE

SLETPEDT API L SQ
S ETPEETTAPI MTQ
TPEDTAAPI LSQGPL
TPEETTAPI MTQGSL
DTAAPI LSQGPLYND
ETTAPI MTQGSLYND
API LSQGPLYNDSLA
API MTQGSLYNDSTLS
LSQGPLYNDSLATSD
MT QGSLYNDSLSTND
GPLYNDSLATSDTFKS
GSLYNDSLSTNDTFKS
YNDSLATSDFKSI L L
YNDSLSTNDFKSI L L
SLATSDFKSI LLGST
SLSTNDFKSI LLGST
TSDFKS|I LGSTQLD
T NDFK S| GSTPLD
FKSI LLGSTQLDI SP
FKSI LLGSTPLDI AP
I LLGSTQLDI SPDGA
Il LLGSTPLDI APDGA
GSTQLDI S DGAIl FQ
GSTPLDI APDGAVEFDQ
QLDI SPDGAI FQMDR
PLDI APDGAVFQLDR
I SPDGAI FQMDRPL S
I APDGAVFQLDRPLS
DGAIl FQMDRPLSI DY
DGAVFQLDRPLSI DY
I FQMDRPL SI DYKLG
VFQLDRPLSI DY SLG
MDRPLSI DYKLGTGD
LDRPLSI DYSLGTGD
PLSI DYKLGTGDVDR
PLSI DYSLGTGDVDR

Rapport peptid-spot anvar annexe 25
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V17
V26

V17
V26

V17
V26

V17
V26

V17
V26
V17
V26
V17
V26

V17
V26
V17
V26
V17
V26
V17
V26

V17
V26

V17
V26
V17
V26

V17
V26

V17
V26
V17
V26
V17
V26

V17
V26
V17
V26
V17
V26

202
202

205
205

208
208

211
211

214
214
217
217
220
220

223
223
226
226
229
229
232
232

235
235

238
238
241
241

244
244

247
247
250
250
253
253

256
256
259
259
262
262

216
216
217
219
219
219
222
222
223
224
225
225
227
228
228
231
231
234
234
234
236
237
237
240
240
243
243
246
246
247
249
249
251
252
252
255
255
256
258
258
259
261
261
264
264
267
267
268
270
270
273
273
276
276

312
203

313
204

314
205

315
206

316
207
317
208
318
209

319
210
320
211
321
212
322
213

323
214

324
215
325
216

326
217

327
218
328
219
329
220

330
221
331
222
332
223

dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
dif
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dif

DYKLGTGDVDRAVY V17 265 279 333
DYSLGTOGDVDRAVY V26 265 279 224

dif

dif

KLGTGDVDRAVYWHL V17 268 282 334

SLGTGDVDRAVY WHI

dif
L dif

V26 268 282 225

282 1

TGDVDRAVYWHL KKF V17 271 285 335

TGDVDRAVY WHI

dif

dif

K K F V26 271 285 226

dif

VDRAVYWHLKKFAGT V17 274 288 336

VDRAVYWH.

dif
T dif
T dif

K KF A GN V26 274 288 227

288 N

290 G

AVYWHLIKKFAGTATT V17 277 291 337

dif

dif

KKFAGNAGT V26 277 291 228

WHL KKFAGTATTPA G V17 280 294 338

AVY WH.I

dif

dif

KKFAGNAGTPAG V26 280 294 229

KKFAGTATTVPAGWF R V17 283 297 339
KKFAGNAGTVPAGWEF R V26 283 297 230

AGTATTPAGWFRWGI

AGNAGTPAGWFRWGI

WH I

dif

dif

dif

V17 286 300 340

dif

V26 286 300 231

dif
dif

V17 298 312 344

NFNKTFTDGI
DNFNKTFTDGV V26 298 312 235

dif

312 V|

A Y Y V17 301 315 345

dif

WDNFNKTFTDGI

dif

WDNFNKTFTDGVAYY V2 301 315 236

dif

AY Y S D E V17 304 318 346

FNKTFTDGI

FNKTFTDGVAYYSDE V26 304 318 237 dif

TFTDGI

dif

AYY SDEQPR V17 307 321 347

dif

TFTDGVAYYSDEAQPR V26 307 321 238

D

dif

L V17 310 324 348
L V26 310 324 239
L L PV V17 313 327 349
L L PV V26 313 327 240

LLPVGTT V17 316 330 350
LLPVGTYV V26 316 330 241

AYYSDEQPROQI

G

dif

DGVAYYSDEQPROQI
AYYSDEQPROQI
AYYSDEQPROQI

Idem

Idem

ldem

Idem
T dif

DEQPRQ
DEQPROQ

S
S

330 V

331 C F dif

LLPVGTTFTR V17 319 333 351
LLPVGTVCTR V26 319 333 242

VGTTFTRYDA V17 322 336 352

dif
dif
dif

I

I

P
LLPVGTVCTRYVYDS V26 322 336 243

Q
Q
L

o o
oo —

dif
A dif
G dif

ocoocoo

336 S

337 E

V17 325 339 353

dif

LPVGTTFTRYVYDAGN.
LPVGTVCTRYVYDSE N.

dif

V26 325 339 244

Rapport peptid-spot anvar annexe 25
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34 37 40 43 46 49 52 55 58 61 64 67 70 73 76 79 82
85 88 91 94 97 100 103 106 109 112 115 118 121 124 127 130 133
136 139 142 145 148 151 154 157 160 163 166 169 172 175 178 181 184
187 190 193 196 199 202 205 208 211 214 217 220 223 226 229 232 235
238 241 244 247 250 253 256 259 262 265 268 271 274 277 280 283 286
289 292 295 298 301 304 307 310 313 316 319 322 325

Peptide idem Sb1-Sbh2

Peptide Injectés

34 37 40 43 46 49 52 55 58 61 64 67 70 73 76 79 82
85 88 91 94 97 100 103 106 109 112 115 118 121 124 127 130 133
136 139 142 145 148 151 154 157 160 163 166 169 172 175 178 181 184
187 190 193 196 199 202 205 208 211 214 217 220 223 226 229 232 235
238 241 244 247 250 253 256 259 262 265 268 271 274 277 280 283 286
289 292 295 298 301 304 307 310 313 316 319 322 325

3.2 Témoin et non spécifique
3.2.1 Non spécifique
Le remplacement du sérum par du tampon de diluionn’entraine aucune
fixation non spécifique
3.2.2 Témoin lapin

Le sérum de lapin avant injection de nodavirus tn&ne aucune fixation

3.2.3 Témoin poisson (sero négatif : Noda, KLH, P&gdes)

3.2.3.1 Représentatistchématique

Reconnu Sb1l

Sh2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
208 211 214 217 220 223 226 229 232 235 238 241 244 247 250 253 256
259 262 265 268 271 274 277 280 283 286 289 292 295 298 301 304 307
310 313 316 319 322 325 1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31
34 37 40 43 46 49 52 55 58 61 64 67 70 73 76 79 82
85 88 91 94 97 100 103 106 109 112 115 118 121 124 127 130 133
136 139 142 145 148 151 154 157 - 163 166 169 172 175 178 181 184
187 190 193 196 199 202 205 208 211 214 217 220 223 226 229 232 235
238 241 244 247 250 253 256 259 262 265 268 271 274 277| 280 283 286
289 292 295 298 301 304 307 310 313 316 319 322 325 1
4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 52
55 58 61 64 67 70 73 76 79 8 8 8 91 94 97 100 103
106 109 112 115 118 121 124 127 130 133 136 139 142 145 148 - 154
157 160 163 166 169 172 175 178 181 184 187 190 193 196 199 202 205

En réalité les sites reconnus par les témoins Magien poisson a l'autre.

Rapport peptid-spot anvar annexe 25
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3.2.3.2 Détaildel'analyse

R | F Q R Y T VvV E T L E F E V V17 97 111 277
Q R Y T VvV E T L E F E V Q P M V17 100 114 278
T v E T L E F E V Q P M C P A V17 103 117 279
T L E F E V Q P M C P A N T G V17 106 120 280
F E VvV Q p M C P A N T G G G Y V17 109 123 281
Q p M C P A N T G G G Y V A G V17 112 126 282
c P AN T G G G Y V A G F L P V17 115 129 283
Q R Y A V E T L E F E | Q P M V26 100 114 169
A Vv E T L E F E | Q P M C P A V26 103 117 170
T L E F E | Q P M C P A N T G V26 106 120 171
F E | Q p M C P A N T G G G Y V26 109 123 172
Q p M C P A N T G G G Y V A G V26 112 126 173

QPNCPA semble étre le motif commun mais il n'estnegonnu sur le 103 et 112 Sb2 et sur le
109 et 112 Sbl

Db AL Q A T R G A V V G K W W V17 139 153 291
Q A T R G A V V G K W W E S R V17 142 156 292
R G AV V 6 K W W E S R T V R V17 145 159 293
v VvV G K W W E § R T V R P QY V17 148 162 294
K w w E § R T VvV R P Q Y T R T V17 151 165 295
b AL Q A T R G A V V A K W W V26 139 153 182
Q A T R G A V V A K W W E S R V26 142 156 183
R G AV V A K W W E S R T V R V26 145 159 184
vV V. A K W W E § R T V R P QY V26 148 162 185
K w w E § R T VvV R P Q Y T R T V26 151 165 186

La partie commune est KWWESR, pourquoi 145 Sb218t3b2 et Sb1 ne sont pas
Reconnus ?
Le 151 doit étre reconnu par 2 zones KWWEST et TRT

R G AV V 6 K W W E S R T V R V17 145 159 293
v vV 6 K W W E S R T VvV R P QY V17 148 162 294
K w w E S R T V R P Q Y T R T V17 151 165 295
E S R T VR P Q Y T R T M L W V17 154 168 296
T v R P Q Y T R T ™M L W T S T V17 157 171 297
P Q Yy T R T ™M L W T S T G K E V17 160 174 298
T R T ™M L W T S T G K E Q R L V17 163 177 299
R G AV V A K W W E S R T V R V26 145 159 184
v V. A K W W E S R T V R P QY V26 148 162 185
K w W E S R T V R P Q Y T R T V26 151 165 186
E S R T V R P Q Y T R T L L W V26 154 168 187
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T vV R P Q Y T R T L L W T S S V26
p Q Yy @7 R T L L W T S S G K E V26
T R T L L W T S S G K E Q R L V26
L L w T § S G K E Q R L T S P V26
T s S G K E Q R L T S P G R L V26

le motif commun semble étre TRT, mais ne se fexe sur le 154 et 157 Sb2 qui

possede TRT seule différence avec 154 et 1571Shla place de M
TRT n'existe pas ailleurs sur les 2 virus

157
160
163
166
169

171
174
177
180
183

188
189
190
191
192

Pour 163,166,169 on retrouve LWTS et G KE LWTEpss probable car le 169 (GKE)

n'est pas reconnu

T S G K E Q R L T S P G R V17
G K E Q R L T S P G R I L L V17
Q R L T S P G R I L L C V G V17
T S P G R I L L C V G N T V17
G R I L L C V G N T D V V V17
I L L C V G N T D V V N V S V17
T S G K E Q R L T S P G R V26
G K E Q R L T S P G R I L L V26
Q R L T S P G R I L L € V G V26
T S P G R I L L C V G N T V26
G R I L L €C VvV G N N T D V V V26
I L L € VvV G N N T D V V N V S V26
Y N D S L A T S D F K S | L L V17
s L A T S D F K S | L L G S T V17
T S D F K S | L L G S T Q L D V17
F K S | L L G S T Q L D I S P V17
I L L G S T Q L D I S P D G A V17
Yy N D S L S T N D F K S | L L V26
S L s T N D F K S | L L G S T V26
T N D F K S | L L GG § T P L D V26
F K S | L L G S T P L D I A P V26
I L L GG s T P L D I A P D G A V26
A Y Y S D E Q P R Q || L L P V V17
S D E Q P R Q | L L P V G T T V17
Q P R Q |1 L L P V G T T F T R V17
Q | L L P V G T T F T R V D A V17
A Y Y S D E Q P R Q || L L P V V26
S D E Q P R Q | L L P V G T V V26
Q P R Q | L L P V G T V C T R V26
Q | L L P V G T V € T R V D S V26
L P V G T Vv € T R VvV D S E N V26
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169
172
175
178
181
184

169
172
175
178
181
184

229
232
235
238
241

229
232
235
238
241

313
316
319
322

313
316
319
322
325

183
186
189
192
195
198

183
186
189
192
195
198

243
246
249
252
255

243
246
249
252
255

327
330
333
336

327
330
333
336
339

301
302
303
304
305
306

192
193
194
195
196
197

321
322
323
324
325

212
213
214
215
216

349
350
351
352

240
241
242
243
244
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La partie commune entre 175, 178, 181 Sbl et BB eSt ILL CVG. Cette
partie ne se retrouve pas sur le virus entier ourget sauf ILL qui se retrouve du 229
au 241 Sb1l et Sh2; 313 a 322 Sbh1 et Sh2 qui neasreconnus sauf 319 et 322 mais
le 325 ne contenant pas ILL est reconnu donc plestablement CVG qui est reconnu
bien que 178,181 Sb2 et 184 SB1 et Sb2 ne soieohmes pour 319,322,325 Sb2 c'est
PVGTVC qui doit étre reconnu et surtout TVC

G R F | L L C % G S NTDVV V17 181 195 305
| L L C % G S N T D V VNV S V17 184 198 306
C vV G S N T D Y% V. N V SVL C V17 187 201 307
S N T D Y% V. N Y S V L CRWS V17 190 204 308
D V. V. N Y S VvV L C R WSVAL V17 193 207 309
N vV S VvV L C R W S V ALSVP V17 196 210 310
% L C R W s VvV A L S VPSL E V17 199 213 311
G R L | L L C % G N NTDVV V26 181 195 196
| L L C Y G N N T D V VNV S V26 184 198 197
C V. G N N T D Y% V. N V SVL C V26 187 201 198
N N T D Y V. N Y S V L CRWS V26 190 204 199
D V. V. N v S VvV L C R WSVRL V26 193 207 200
N vV S VvV L C R W S V RLSVP V2 196 210 201
% L C R W s VvV R L S V PSL E V26 199 213 202
Le 193et 196 Sb2 sont légerement+

K L G T G D V D R A VYWHL Sbl 268 282 334
T G D V D R A % Y WHLKKF Shl 271 285 335
% D R A % Y W H L K K FAGT Sbl 274 288 336
A vV Y W H L K K F A GTATT Sbl 277 291 337
W H L K K F A G T A T TP A G Shl 280 294 338
K K F A G T A T T P A GWF R Shl 283 297 339
S L G T G D V D R A V YWHI Sb2 268 282 225
T G D V D R A v Y W HI KKF Sh2 271 285 226
% D R A % Y W H | K K FA G N Sb2 274 288 227
A vV Y W H | K K F A GNA GT Sb2 277 291 228
W H K K F A G N A GTP A G Sb2 280 294 229
K K F A G N A G T P A GWF R Sh2 283 297 230

Seul le 280 est marqué KKFAG ou TPAG
PAG se retrouve en 70 Sb2 mais n'est pas reconnu

Il y a reconnaissance de certains peptides pasdasms témoins, faiblement
sauf pour 151 chez Sbl et 160 chez Sh2. Les IgM,spécifiques se fixent un peu
partout. Ceci est confirmé par une reconnaissames pEptides proches mais non
identiques (séquence 142-175)

Rapport peptid-spot anvar annexe 25



3.2.4 Serum de poisson injecté KLH

208
259
310

34

85
136
187
238
289

B
106
157

3.2.5 Sérum de poisson injecté C-ter

Sb1l
Sb2
C-Ter

34
85
136
187
238
289

34
85
136
187
238
289

217
268
319
43
94
145
196
247
298
13
64
115

220
271
322
46
97
148
199
250
301
16
67
118

Reconnu
Bienreconnu
2 3
211 214
262 265
313 316
37 40
88 91
139 142
190 193
241 244
292 295
7 10
58 61
109 112
160 163

166

169

223
274
325

49
100
151
202
253
304

19

70
121
172

226
277

52
103
154
205
256
307

22

73
124
175

229
280

55
106
157
208
259
310

25

76
127
178

18

232
283

58
109
160
211
262
313

28

79
130
181

10
235
286

10

61
112
163
214
265
316

31

82
133
184

11
238
289

13

64
115
166
217
268
319

34

85
136
187

Sh1

Sb2
12 13
241 244
292 295
16 19
67 70
18 121
169 172
220 223
271 274
322 325
37 40
88 91
139 142
190 193

14
247
298

22

73
124
175
226
277

43
94
145
196

15
250
301

25

76
127
178
229
280

46
97
148
199

16
253
304

28

79
130
181
232
283

49
100
151
202

17
256
307

31

82
133
184
235
286

52
103
154
205

De nombreux sites nouveaux en plus de ceux du tepmsson apparaissent.
La KLH est une trés grosse molécule est peut petlmhent posséder des sites
communs avec le noda, mais le plus probable estegugM sont peu spécifiques.4.3.
Sérum de poisson injecté avec une des extrémités §G Nter)

37
88
139
190
241
292

37
88
139
190
241
292

Reconnu
40 43
91 94
142 145
193 196
244 247
295 298
40 43
91 94
142 145
193 196
244 247
295 298

1
46 49 52
97 100 103
RN -«
199 202 205
250 253 256
301 304 307

1
46 49 52
97 100 103
148 154
199 202 205
250 253 256
301 304 307

55

106
157
208
259
310

55

106
157
208
259
310

58

109
160
211
262
313

58

109
160
211
262
313

10

61

112
163
214
265
316

10

61

112
163
214
265
316

13

64

115
166
217
268
319

13

64

115
166
217
268
319

16

67

118
169
220
271
322

16

67

118
169
220
271
322

Le C-ter n’est pas reconnu alors qu’il I'est en Al
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19

70

121
172
223
274
325

19

70

121
172
223
274
325

22
73
124
175
226
277

22
73
124
175
226
277

25
76
127
178
229

25
76
127
178
229

28
79
130
181
232
283

28
79
130
181
232

2800 253

31
82
133
184
235
286

31
82
133
184
235
286
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3.2.6 Sérum de poisson injecté N-ter

Sh1

sb2  Reconnu
1 2 3 4

208 211 214 217
259 262 265 -
310 313 316 319

L

85 88 91 94
136 139 142 145
187 190 193 196
238 241 244 247
289 298

13

55 58 61
106 109
157 160 163 166

Sb1

Dans Sbl les AA 288;289;290;291 TATT idem que 12435. Cette séquence
est reconnue par KLH, ce qui explique la Iégeratpie du N-ter Sbl 4 a 13 sur la Mb
KLH et la positivité du Sb1 13 alors qu'il n'a q&A du N-ter, de fait il est reconnu

220
271
322
46

97

148
199
250

301
16

Blanc:
6 7
223 226
274
325
49
100
151 154
202 205
253 256
304 307
19 22
70 73
121 124
172 175

reconnu KLH ou Témoin

8
229

157
208
259
310
25

76

127
178

9 10 11 12
232 235 238

160 163 166 169
211 214 217 220
262 265 268 271

322

L

79 82 85 88
130 133 136 139
181 184 187 190

1,4,7,10,28,31,3003112,115169,268
1,4,7,10,3,28,31,34,3A88112,115

13
244
295
19
70
121
172
223
274
325
40
91
142
193

14
247
298
22
73
124
175
226
277

43
94
145
196

15
250
301
25
76
127
178
229
280

46
97
148
199

par le TATT de la KLH. Le Sb2 13 n'est pas recooawuil n'a pas ce motif

Contrairement au C-ter le N-Ter est bien recomtiumieux pour le N-ter Sb1 que

pour le Nter-Sb2 ce qui est normal puisque c’elsti cgecté.

Nous sommes en présence d’'un probléme puremerthdeique de fabrication de
membrane. La fixation & la membrane se fait paC-terminal et par le N-terninal a la

KLH, donc celui-ci n’est pas accessible sur la memé
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16
253
304

79

130
181
232
283

49

100
151
202

17
256
307

82

133
184
235
286

52

154
205
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3.3 Sérums d’animaux injectés Sb1 ou Sb2

3.3.1 Sérum de poisson Challengé Sbh1

208
259
310

34

85
136
187
238
289

55
106
157

211
262
313

37

88
139
190
241
292

58
109
160

Reconnu
Bien reconnu
3 4 5
214 217 220
265 268 271
316 319 322
40 43 46
91 94 97
142 145 148
193 196 199
244 247 250
295 298 301
10 13 16
61 64 67
112 115 118
163 166 169

223
274
325

49
100
151
202
253
304

19

70
121
172

226
277

52
103
154
205
256
307

22

73
124
175

229
280

55
106
157
208
259
310

25

76
127
178

232
283

58
109
160
211
262
313

28

79
130
181

10
235
286

10

61
112
163
214
265
316

il

82
483
184

11
238
289

13

64
115
166
217
268
319

34

85
136
187

Sh1

Sh2
12
241
292
16
67
118
169
220
271
322
37
88
139
190

3.3.2 Sérum de poisson survivant challengé Sb2

208
259
310

34

85
136
187
238
289

55
106
157

217
268
319
43
94
145
196
247
298
13
64
115
166

Reconnu
Bienreconnu
2 3
211 214
262 265
313 316
37 40
88 91
139 142
190 193
241 244
292 295
7 10
58 61
109 112
160 163

220
271
322
46
97
148
199
250
301
16
67
118
169

223
274
325

49
100
151
202
253
304

19

70
121
172

226
277

52
103
154
205
256
307

22

73
124
175

229
280

55]
106
157
208
259
310

25

76
127
178
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232
283

58
109
160
211
262
313

28

79
130
181

10
235
286

10

61
112
163
214
265
316

il

82
133
184

Sbl

Sbh2
11
238
289
13
64
115
166
217
268
319
34
85
136
187

13
244
295

19

70
121
172
223
274
325

40

91
142
193

12
241
292

16

67
118
169
220
271
322

37

88
139
190

14
247
298

22

73
124
175
226
277

43
94
145
196

13
244
295

19

70
121
172
223
274
325

40

91
142
193

15
250
301

25

76
127
178
229
280

46
97
148
199

14
247
298

22

73
124
175
226
277

43
94
145
196

16
253
304

28

79
130
181
232
283

49
100
151
202

15
250
301

25

76
127
178
229
280

46
97
148
199

17
256
307

31

82
133
184
235
286

52
103
154
205

16
253
304

28

79
130
181
232
283

49
100
151
202

17
256
307

31

82
133
184
235
286

52
103
154
205
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3.3.3 Sérum de lapin injecté Sb1l

3.3.3.1 Représentatistchématique

Sb1
Sb2

Reconnu

31

28
79
130
181
232

25
76
127
178
229
280

22
73
124
175
226
277

19

70
121
172
223
274
325

16

67
118
169
220
271
322

13

64
115
166
217
268
319

10

61
112
163
214
265
316

82
133

58
109
160
211
262
313

55
106
157
208
259

52
103
154
205
256
307

49
100
151
202
253
304

34 37 40 43 46
85

136

187

238
289

97
148
199
250
301

94
145
196
247
298

91
142
193
244
295

88
139
190
241
292

184
235
286

283

310

31

28
79
130
181
232

25
76
127
178
229
280

22

19

70
121
172
223
274
325

16

67
118
169
220
271
322

13

64
115
166
217
268
319

10

61
112
163
214
265
316

82
133

73
124
175
226
277

58
109
160
211
262
313

55
106
157
208
259
310

52
103

49
100
151
202
253
304

40 43 46

37
88
139
190
241
292

34
85
136
187
238
289

97
148
199
250
301

94
145
196
247
298

91
142
193
244
295

184
235
286

154
205
256
307

283

3.3.3.2 Détaildel’'analyse

1° Der

Vir

Sb1 115 129
Sbh2 115 129
Sb1 118 132
Sbh2 118 132
Sbl 121 135
Sb2 121 135
Sb1 124 138
Sb2 124 138
Sb1 127 141
Sh2 127 141
Sbl 130 144
Sbh2 130 144

P
P

L
L

c P AANT GG G Y V A G F
c P AANT G G G Y V A G F

N T G G G Y V A G F

P D P T
P D P T

L
L

N T G G G Y V A G F
G G Y V A G F
G G Y V A G F

V A G F

D P T D N D
D P T D N D

P
P

L
L

=
=
L
L

D P T D N D H T
D P T D N D H T

P
P

L
L

V A G F

D A
D A
Q A T
Q A T

=
E
L
L

D p T D N D H T
D P T D N D H T

P
P

L

L
D P T D N D H T

D P T D N D H T

F D A
F D A

Sh1 205 219
Sh2 205 219
Shl 208 222
sh2 208 222
Sb1 211 225
sh2 211 225
Sb1 214 228
Sb2 214 228
Sh1 217 231
Sh2 217 231
Shl 220 234
sh2 220 234

D T A
E T T

E

E
D T A A P
E T T A P

L E
L E
E
E
D T A A P
E T T A P

S VvV P S

L
L

A

S VvV P S

R
S VvV P S

E
E
E
E

L
L

S VvV P S

Q
Q
L
L
Y N D
Y N D

L

p
p

D T A A P

E T T A P

M

L S Q G P

E

E
D T A A P
E T T A P

M T Q G S

L
L

S Q G P
M T Q G S

L

A
S

L
L

Y N D S

Y N D S

L
L

S Q G P
M T Q G S

L

P
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L S Q G P L Y ND S
M T Q G S L Y N D S
G P L Y ND S L AT
G S L Y ND S L S T
Y ND S L A T S D F
Y ND S L S T N D F
S L AT S D F K S I
S L S T N D F K S |
T S DF K S I L L G
T ND F K S I L L G
F K S I L L G S T Q
F K S I L L G S T P
Il L L G S T Q L D I
Il L L G S T P L D I
G S T QL DI S P D
G S T P L DI A P D
Q L DI S P D G A I
P L DI AP DG A V
|l S P D G A I F Q M
Il AP D G A V F Q L
D GAI F QMUDR P
D G A V F QL DR P
| F Q M D R P L S I
V F QL DR P L S I
P AG WF R WG | W
P AG WF R WG | W
WF R WG I WD N F
WF R WG I WD N F
W G I WDNTFN K T
W G I WDNTFN K T
WDNTFNIKTF T D
WDNTFNIKTF T D

Les reconnaissances sont trés nettes. Le Sbl esk méconnu ( 6 peptides de
plus reconnus et 5 mieux reconnus) que le Sb2 cesjinormal Sbl est I'antigéne

injecté.

La Bouclel prévue par les logiciels mammifere ash lbeconnue par le lapin et
non le loup. Les logiciels « mammifére » sont édfits mais leur extrapolation au

poisson doit se faire avec prudence.
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Sbhl 223 237
sb2 223 237
Sbh1l 226 240
sh2 226 240
Sb1 229 243
sh2 229 243
Sb1 232 246
sh2 232 246
Sh1 235 249
sh2 235 249
Sbh1 238 252
sh2 238 252
Sb1 241 255
Sb2 241 255
Sb1 244 258
Sh2 244 258
Sbhl 247 261
sb2 247 261
Sb1l 250 264
sh2 250 264
Sb1 253 267
sh2 253 267
Sb1 256 270
sb2 256 270

Sbh1 292 306
Sh2 292 306
Sb1 295 309
sh2 295 309
Sb1 298 312
sh2 298 312
Sbh1 301 315
sb2 301 315
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3.4 Différence de reconnaissance
3.4.1 En fonction de I'espéce recevant I'antigene
Loup : DL, lapin :Rb

13 16 19 22 25 28 31
82

37 40 46 49
88 91 97 100 103 106 109 112
B . B -2

190 193 199 202

BENBEN s a4

85 88 91
136 DL 142
187 190 DL

DL 271 274
307 310 313 316 319 322 325

289 292

3.4.2 En fonction de lI'antigene injecté
Abréviation des antigenes :

Nodavirus :Sb1; Sb2

Sbl et Sh2 : S1-2

Ctl : control

COONSENSEN 0 3 65 19 2 25 2 @

34 37 40 43 46 49 52 55 58 61 64 67 70 73 7% 79 82
85 94 oo ctl citl 109 112 115 118 121 124 127 130 133

88 91 97 1
136 -ctl ctl -ctl cth ctl ctl ctl -169 172 ctl  ctl ctl 184
ctl ctl ctl ctl 199 202 205 208 211 214 217 220 223 226 229 232 235

238 241 244 247 250 253 Sbl 250 262 265 COINNCEENGEZNct ctl SNSRI

280  EOINCOINCOISOI :0: 307 310 313 316 319 322 325

13 16 19 22 25 ColNNcOIM
S0 3 4 49 52 55 61 64 67 70 73 76 79 82

85 88 91 94 97 100 103 ctl ctl 112 115 118 121 124 127 130 133

136 -ctl _ctl Sh2 -ctl ctl ctl 169 172 «ctl 178 181 184

187 190 sb2 Sb2 Sbh2 202 205 208 211 214 217 220 223 226 229 232 235

238 241 244 247 250 253 256 259 262 265 sbz ctl  ctl [SlgMct SEINNSOIN
_298 301 304 307 310 313 316 ctl ctl ctl
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Récapitulatif
0 N°du 1°aa; i peptide idem Sb1 et Shé
C-ter N-ter C-ter: aa 1-15
Lp2 KLH N-ter:aa 325-338
Rab Ciurl Boucle 1(Lpl): aa 127-140 (idem Sb1 et Sb2)
Shl Sh2 Boucle 2 (Lp2) aa 266-279
Rab: Lapin
0 KLH: témoin négatif
C-ter N-ter Cltl: témoin non-injecté
Lp2 KLH
Rab Citrl
Sbl Sh2
1 4 7 10 13 28 31 34 |
N-ter N-ter N-ter N-ter N-ter N-ter N-ter
Shl Shl Shl Shl Shl Shl Shl ‘
1 4 7 10 13 28 31 34 |
N-ter N-ter N-ter N-ter N-ter N-ter N-ter
Shl Shl Shl Shl Shl ‘
37 40 43 46 i 49 52 i 58
C-ter C-ter
KLH KLH KLH KLH
Shl Shl Shl
37 40 43 46 49 52 58
N-ter C-ter N-ter
KLH KLH KLH KLH
Shl Shl Shl
91 % 97 100 103 | 106 109 1120 |
C-ter C-ter C-ter N-ter C-ter C-ter N-ter
Lp2 Lp2 Lp2 Lp2 |
91 9% 97 100 103 | 106 109 112§ |
C-ter N-ter C-ter C-ter N-ter
Lp2 Lp2 Lp2 Lp2
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115i 118 121 124 i 127 1301
N-ter
Rab Rab Rab Rab Rab Rab
I
1151 118 121 i 124 i 127 1301
N-ter
Rab Rab Rab Rab Rab Rab
I
| 139 142 145 148 151 154 157 160
C-ter C-ter C-ter C-ter C-ter
KLH KLH KLH KLH Lp2 KLH KLH KLH KLH
| Crl |
Sbl Sh2 Sbl Sh2 Shl Sb2 Sbl Sh2 Shl Sh2 Sh2 Sh2 Shl Sh2
139 142 145 148 151 154 157 160
Cer C-ter C-er C-er C-er C-er C-er
KLH |Lp2 KLH |Lp2 KLH KLH [Lp2 KLH KLH [Lp2 KLH |Lp2 KLH
cul Cul | Crl
Sbl Sh2 |[Sbl Sh2 |Shl Sb2 |Sb2 Shl Sh2 Shl Sh2 [Shl Sh2 |Shl Sbh2
| 163 166 169 172 175 178 181 184 187
C-ter C-ter N-ter
| KLH KLH Lp2
Sbl (KLH
Sbl Sh2 Shl Shl Sh2
| 163 166 169 172 175 178 181 184 187
C-ter C-ter N-ter C-ter
Lp2 KLH |[Lp2 KLH KLH Lp2 KLH Lp2 Lp2
|l
Sbl Sh2 Shl Sh2 Shil Sh2
190 193 196 199 202 205 208 211
Lp2 KLH Lp2 KLH KLH
Ctrl Rab Rab
Sh2 Sh2 Sh2
190 193 196 199 202 205 208 211
Rab Rab Rab
Shl Shl
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214 217 220 223 226 229 232 235 238
Rab Rab Rab Rab Rab Rab Rab
214 217 220 223 226 229 232 235 233
Rab Rab Rab Rab Rab Rab Rab Rab Rab
I
241 244 247 250 253 256 259 262 265
Rab Rab Rab Rab
241 244 247 250 253 256 259 262 265
Rab Rab Rab Rab Rab Rab
| Sbi
268 271 274 277 [ 280 283 286 289
N-ter Cer Cer Cer
KLH KLH KLH KLH KLH KLH KLH
Cirl
Sb2 Sbl Sh2 Sbl Sb2 Shbl Sb2 Shl Sh2 Shl Sbil
268 271 | 274 [ 277 [ 280 283 286 289 i
N-ter | Cer | Cter Citer
KLH KLH KLH KLH KLH KLH KLH KLH
Ctrl
Sbil Sbl Sb2 Sbl Sp2 Sbl Sh2 Sbl Sh2 Sbl Sb2 Shbl Sh2
2921 295 i 298 301
KLH KLH
Rab Rab Rab
Sbil Sbl
292 295 i 298 301
Rab Rab Rab Rab
Shl Sbl Shl Sbl
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4 Discussion

4.1 Etude théorique

L’apparence homogénéité de séquences entre SBh2e(39/339 soit 11,5%
a.a différent) est une représentation tres optemilet la différence de structures planes
entre les 2 virus. Tout en restant sur une reptasen plane qui est celle de la
membrane on passe a 80/109 peptides différents )(7€%s simples constatations
théoriques laissent présager des différences ermloge importantes au nivaux des
structures spatiales qui sont prépondérantes dartaractere immunogénique de la
protéine.

4.2 Adaptation de la méthode au poisson :

Les problemes d’adaptation stricts de la technigumeammifere » au poisson
furent complexes mais habituels et prévisibles fulent amplifiés par I'absence de
précédent et de témoin qu’il soit positif ou négat

Il est apparu d’autres problemes tel que :

- Le nombre limité de régénérations possiblesalenémbrane (environ 20
prévus) fut encore réduit par I'utilisation de séroomplet contenant inévitablement des
substances (enzyme ou autre) accélérant la dégradists peptides de la membrane.

- Le volume nécessaire a I'incubation de la memér(30-35 c) en regard
de la dilution (1/400) et des volumes de sérumatigge (50 a 200 pL). Ceci rendait
impossible toute confirmation sur un méme sérurjodiait la variabilité individuelle
comme source d’incertitude

4.3 Difficultés liées a la membrane

Des problemes techniques liés a la conceptioa deeimbrane apparurent :

- L'ancrage a la membrane par le COOH du peptadalait impossible la
reconnaissance du C-ter contrairement au N-teufflrait (comme pour les liaisons a
la protéine porteuse) de choisir le sens de firatiOpération supplémentaire mais
maitrisée.

Pour le C-ter nous ne pouvons rien conclure a get stnon existence
d’anticorps ou simple absence de mise en évidence ?

- Le colt de la membrane, qui est d’environ 380@E&woit 200 Euros par
serum.

4.4 Absence de vrai témoin négatif

Aucune liaison non spécifigue sensus stricto ne d¢onstatée lors du
remplacement du sérum par du diluant. Par congeséeums de poisson strictement
séronégatif (noda, KLH, Peptide) en ELISA se fixestir certains peptides,
contrairement au sérum de lapin avant injection.
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4.5 Reconnaissance aléatoire

De nombreuses reconnaissances «anormales » godrras’expliquer
ponctuellement par une possible immunité croiséams raucune ne résiste a I'analyse
globale des différents cas. L'’hypothese la plusabte est une mauvaise spécificité,
déja commue, des Immunoglobulines de poisson gdixeat d'une facon aléatoire
et/ou labiles. Ceci est amplifié par une variadilindividuelle entre poisson. Les
Peptides 103 a 112 répondent a Cter, Nter, Lp2*snm& posseédent pas de motif
commun avec ces antigenes, il est possible qupegsiles soient déja reconnus par les
individus avant 'injection de ces antigénes.

*Lp2 (traitée uniquement dans le récapitulatif)

4.6 Différence entre les especes

Les peptides reconnus par le loup et le lapin sangénéral différents (sauf 5)
et Sbl et Sb2 , on voit une fois de plus I'impocwamu processus de présentation de
I'antigene selon les especes.

La boucle 1(Lpl) prévue comme immunogene par lgiltls « mammifére »
est reconnue par le lapin et non par le loup denwdleur de ces logiciels n’est
nullement en cause mais leur extrapolation a teaugspéces doit étre trés prudente.

Cette différence entre espece déja connue est ésoidr entre le loup et le
lapin permet d’expliquer I'impossibilité de concévain ELISA-compétition multi-
especes qui nous aurait affranchi de la produatianticorps anti-immunoglobuline de
chaque espece a tester.

4.7 Différence Sb1l Sbh2

Les peptides reconnus varient entre des sérum®idsop injecté Sbl et Sbh2,
méme lorsqu’ils sont identiques dans ce cas saudtructure du virus dans lI'espace est
en cause.

Tous les peptides reconnus par les sérums desonsi injectés Sbh2 sont
reconnus aussi par les séerums Sbl+ la réciprogue fausse notamment sur le N-ter
et sur les peptides 28 a 34.

De plus, a de rare exception pres, les sites (sisities mitoyens) reconnus par
les sérums Sb2+ sont reconnus par les contrdlsapulgs KLH +. Soit ces sites
correspondent a des anticorps croisant avec levirada soit, ils présentent une
attraction particuliére pour les IgM.

De toutes manieres leurs caractéres non discrimileanrendent sans intérét
pour le but recherché.

Les difféerences de structure prévues par l'analysmrique des peptides
communs se confirment et montre une premiérediaiiintérét du % d’homologie des
a.a.

5 Premieres conclusions

Malgré quelques difficultés I'usage de cette méthadpu étre adaptée au
poisson. Différentes modifications de fabricatioe ¢a membrane permettraient
d’améliorer les résultats.
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Le caractére peu spécifique des anticorps de poissotrainant une
« positivité » des sérums y compris des contréésserla pierre d’achoppement. Une
solution potentielle serait une multiplication dagalyses de maniere a dégager
statistiqguement les sites réellement concernésrddail complémentaire pourrait étre
réalisé par I'incubation successive de différedsusis en supputant que la différence
d’affinité permettent aux anticorps anti-noda deldéer les anticorps «opportunistes».
Rien ne prouve que ce soit possible.

Ce type d’approche serait trés long et onéreukh (Bt 200 Euros par sérum
traité)

Si cette méthode fut et peut étre la source debnemses informations sur le
virus elle ne correspond pas au but que nous reulbas, « trouver une méthode
simple pour dégager des sites potentiellement inogemes et protecteurs afin de
produire des vaccins synthétiques ».
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7 Annexes

7.1 Protocole de révélation et de régénération dea |membrane
(Annexe 1)

Cartographie

Etape Réactif Vol rct durée X fois T° Vol Tot Tps tot S.M

1TBS 30 10 3TA 90 30 TBS10x R2
2 Bloking 301 nuit 1TA 30 1nuit BB R5
3T-TBS 30 10 1TA 30 10T-TBS R3
4 sérums 30 90 137° 30 90 échantillon
5T-TBS 30 10 3TA 90 30T-TBS R3
6 6 E11Biot 30 90 1 37 30 90 6E11B
7T-TBS 30 10 3TA 90 30T-TBS R3
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8 Strepta P A 30 30 1 37 30 30 Strep P AR4
9T-TBS 30 10 2TA 60 20T-TBS R3
10 CBSpH7 30 10 2TA 60 20 CBSpH7
11 Subtrat AP 30 30 1TA 30 30 Sub AP R10
12 CBS pH7 30 10 2TA 60 20 CBS pH7
Scaning de la membrane 30

Régénération de la membrane

H20 milli Q 30 10 3TA 90 30
DMF 30 10 3TA 90 30
H20 milli Q 30 10 3TA 90 30
Regé A 30 10 3TA 90 30
Rég2 B 30 10 3TA 920 30
Méthanol 30 10 3TA 90 30
Séchage air froid 30
Temps Total mini 640 mn
11 heures

7.2 Réactifs peptispot (Annexe 2)
50 mMol Tris pH 8.5 Réactif 1

6,05 g Tris base pour 1 litre ajuster a
pH 8.5 avc HCI

Stocker a 4°C

TBS pH 7,0 10X Reéactif 2
NaCl 8 g

KCI 0,29

Tris 6,19

Dissoudre dans approx 80 mL eau milli Q
Ajuster a pH= 7,0 avec HCI concentré

compléter a 100 mL
Stocker a 4°C
T-TBS pH 7,0 Réactif 3

1LTBSpH 7,0
0,5 mL Tween 20
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Stocker a 4°C
Streptavidine conjugée Phosphatase Alcaline Ré#ct
Sigma 5795
Dissoudre dans 1ml de TBS pH 8 (soit 200-800 u/ml)
Aliquoter en 30 ou 50 pl

Stocker a -20°C

Blocking Buffer: BB Réactif 5

Blocking Buffer concentré 100mL
ref SU 07250 chez Eurornedex

Blocking buffer 30 50 100 150
Saccharose ¢ 1.5 2.5 5 7.5

B.B. concentré 3 5 10 30
TBS 27 45 90 120

CBS pH 7,0 Réactif 6

NaCl 8 g
KCl 0,2g

Citric acid monohydrate 2,1 g

Dissoudre dans approx 800 mL eau rnilli Q
Ajuster a pH= 7,0 avec de la soude

Compléter a IL
Conserver a 4°C

Solution stock MTT Réactif 7

100 mg Thiazolyl Blue
Sigma M2128

dissoudre dans 1,4 mL DMF + 0,6 mL eau

Aliquoter sous 12@L
Stocker a - 20°C

Solution stock BCIP Réactif 8

120 mg BCIP disodium salt
5 bromo 4 Chloro 3 Indolyl Phosphate sigma B6149

Dissoudre dans 2 mL eau
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Aliquoter sous 12@.L
Stocker a -20°C

1M MgCI 2 Réactif 9
Stocker a -20 °C sous 150
Substrat AP Réactif 10
Pour 30 et( 50ml ) de solution,
180 pL (300ul)solution MTT R7
120uL (200ul)solution BCIP. R8
150 pL (250p0)1 M M-C1R9
Compléter a 30 ml avec CBS R6
Régénérant A Réactif 11
Urée: 480 gr
LDS: 10 gr (sodium Dodecyl Sulfate)
H20. milliQ: 500 mL

Apres dissolution compléter cette. solution a IH20 milliQ et
ajouter 1 mL de Mercaptoethanol

Conservation a température ambiante
Régénérant B Réactif 12

Etanol: 500 mL

Acide Acétique: 100 mL

H20 rnilliQ: 400 mL

Conservation a température ambiante

DiMethyl Formamide DMF Réactif 13

Sigma ref D 8654
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