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. IDENTIFICATION DE NOUVELLES TOXINES ANTAGONISTES DE CANAUX CALCIQUES TYPE-T A
VISEE ANALGESIQUE

(57) Abstract : The mvention relates to a peptide having the following sequence YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN
(SEQ ID NO 1) or a derivative thereot, and to nucleic acids coding for the peptide having the sequence (SEQ ID NO 1). The
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further relates to a use of the peptide for preparing a drug, in particular an analgesic one.

(57) Abrégé : L'invention se rapporte un peptide de séquence YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ ID NO 1) OU

un dérive de celui-ci et aux acides nucleiques codant pour le peptide de séquence SEQ ID NO 1. La presente invention se rapporte

cgalement a l'utilisation dudit peptide comme antagoniste et/ou agoniste inverse de canaux calciques de type T. La présente
mvention se rapporte ¢galement a l'utilisation du peptide pour la fabrication d'un médicament, notamment d'un analgésique.
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IDENTIFICATION DE NOUVELLES TOXINES ANTAGONISTES DE
CANAUX CALCIQUES TYPE-T A VISEE ANALGESIQUE

Domaine technique de l'invention
5 [0001] La présente invention se rapporte a une toxine antagoniste de

canaux calcique de type T (« T type channels »). En particulier, ellé se
rapporte a un peptide composant un peptide, aux acides nucleiques codant
pour ce peptide, et a l'utilisation dudit peptide comme antagoniste et/ou
agoniste inverse des canaux calciques de type T. La presente invention se

10 rapporte également a l'utilisation de ce peptide pour la fabrication d'un
medicament.
[0002] Elle trouve notamment une application dans le traitement de Ia
douleur, dans les pathologies cardiovasculaires, dans le traitement de la
dysfonction érectile et potentiellement dans le traitement des cancers.

15 [0003] Dans la description ci-dessous, les références indiquées
« Réf. » renvoient a la liste des références présentees apres les

exemples.

Etat de la technique

20 [0004] La prise en compte et le traitement de |la douleur sont essentiels
pour la qualité de vie. La douleur touche un nombre important de
personnes. En Europe, on estime que 60 millions de personnes sont
concernées chaque année par la douleur, ce qui représente un cout annuel
de 1 milliard de dollars en médicaments pour son traitement. Les depenses

25 effectuées annuellement en médicaments analgésiques peuvent étre
évaluées a environ 25 milliards de dollars et devraient atteindre 42
milliards en 2010. La douleur se divise en deux categories : 1a douleur
aiglie et la douleur chronique. La douleur aigué correspond a une douleur
rapide et breve, limitée dans le temps, a 'opposé de |la douleur chronique

30 qui est une douleur persistante et qui peut étre liee, par exemple a une

hyperalgésie.
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[0005] De nombreuses études concernant [identification des
mécanismes permettant la transmission de la douleur ont éte effectuees.
La transmission du signal douleur par le systéme nerveux fait intervenir
des récepteurs neuronaux qui transforment le stimulus douloureux en
5 signal électrique. Celui-ci sera alors transmis au systeme nerveux central
par les nerfs, en faisant intervenir des récepteurs moléeculaires specifiques.
[0006] Parmi les divers neurones sensoriels, on peut citer ies neurones
nocicepteurs qui réagissent spécifiquement aux stimuli douloureux.
[0007] En raison de leur spécificité, les neurones nocicepteurs

10 possédent un répertoire unique de canaux ioniques qui sont des proteines
responsables de I'excitabilité cellulaire et qui representent une classe
majeure de cibles de médicaments. Ainsi les canaux ioniques
spécifiqguement exprimés dans les neurones nocicepteurs representent
autant de cibles pour la découverte de nouveaux analgesiques.

15 [0008] Les molécules inhibant la douleur, ou analgesiques, sont
connues depuis trés longtemps. On peut citer par exemple la classe des
opiacés qui agissent sur la signalisation du signal douloureux et stimulent
les voies nerveuses inhibitrices de la douleur. D’autres molecules sont
utilisées pour traiter les douleurs chroniques. Ce sont par exemple des

20 molécules agissant sur les récepteurs GABA comme le badoféne, le
diazepan, le tizanidine et le dartrolene.

[0009] Les molécules analgésiques utilisées actuellement presentent
plusieurs inconvénients. Il est bien connu que les derives des opioides
peuvent provoquer des phénoménes hallucinatoires et des dépressions

25 cardio-respiratoires. lls sont également source de dépendances, comme
par exemple la dépendance a la morphine, la méthadone etc. Enfin le
traitement par les opiaceés est associé a des effets indesirables comme une
constipation severe.

[0010] Il existe également des cas d’accoutumance a ces

30 médicaments, c’'est a dire que la dose nécessaire pour obtenir un effet

constant doit étre augmentée. Cette accoutumance croit dans le temps et
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entraine donc la nécessité d’augmenter les doses et peut entrainer
'inefficacité du médicament. En effet, la quantité nécessaire peut devenir
supérieure a la dose toxique dudit medicament.
[0011] Par exemple, dans le cas de douleurs neuropathiques qui
5 peuvent intervenir dans des cas de diabéte, de cancer, de traitements
chimiothérapiques, de douleurs inflammatoires chroniques, de cas de
syndrome du colon irritable etc., le traitement de la douleur par des
analgésiques et antalgiques connus induit fréequemment un phénomene
d’accoutumance et donc des problémes de traitement de ces douleurs.
10 [0012] Il existe donc un réel besoin de trouver de nouvelles molecules
analgésiques ou antalgiques palliant ces défauts, inconvenients et
obstacles de l'art antérieur afin de réduire les couts et d'ameliorer le

traitement de la douleur et le confort des patients.

15 Exposeé de I'invention
[0013] Les inventeurs ont montré par des expériences d’inhibition de
'expression du géne Cacnalh codant pour le canal calcique de type T
Cay3.2 présent dans les nocicepteurs que ledit canal est implique dans la
perception de la douleur.

20 [0014] Les canaux Cév3.2 font partie de la famille des canaux
calciques a « bas seuils » ou «type-T » et sont exprimes dans les
neurones nocicepteurs
[0015] En utilisant une approche de répression genique par injection
inirathépale d'ADN antisens chez le rat comme décrit dans Bourinet, E., et

25 al., “Silencing of the CaV3.2 T-type calcium channel gene In sensory

neurons demonstrates its major role in nociception”. Embo J, 2005. 24(2):

p. 315-24 ( Réf 1), les inventeurs ont démontré que la dépletion des
canaux calciques Cay3.2 dans les neurones nocicepteurs d'animaux sains
ou en condition de neuropathie entraine une analgesie spectaculaire. En

30 conséquence, les canaux calcium de type T representent une cible
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potentielle pour le développement de nouvelles approches therapeutiques

du traitement de la douleur.

[0016] Par ailleurs, il a été démontré que les canaux calciques Ca,3.2
sont impliqués dans la prolifération cellulaire (Taylor, J.T., Zeng, X.B.,
5 Pottle, J.E., Lee, K., Wang, A.R., Yi, S.G., Scruggs, J.A., Sikka, S.S. and
Li, M. (2008) Calcium signaling and T-type calcium channels in cancer cell
cycling. World J Gastroenterol, 14, 4984-4991 (Ref 8)) et dans la
régulation de la tension sanguine (Chen, C.C., Lamping, K.G., Nuno, D.W.,
Barresi, R., Prouty, S.J., Lavoie, J.L., Cribbs, L.L., England, S.K., Sigmund,
10 C.D., Weiss, R.M., Williamson, R.A., Hill, J.A. and Campbell, K.P. (2003)
Abnormal coronary function in mice deficient in alphalH T-type Ca2+
channels. Science, 302, 1416-1418. (Ref 9)).Les canaux calcium de type T
représentent une cible potentielle pour le déeveloppement de nouvelles
approches thérapeutiques du traitement de I'hypertension et des cancers,
15 par exemple les cancers liés a une proliferation anarchique des cellules

cancereuses.
[0017] Il peut s’agir de cancers de divers organes par exemple:
- le cancer de la prostate (voir Gackiére F, Bidaux G, Delcourt P,
Van Coppenolle F, Katsogiannou M, Dewailly E, Bavencoffe A, Van Chuoi-
20 Mariot MT, Mauroy B, Prevarskaya N, Mariot P.(2008) CaVv3.2 T-type
calcium channels are involved in calcium-dependent secretion of
neuroendocrine prostate cancer.cells. J Biol Chem, 283(15):10162-73
(Ref 16),
- gliome (voir Panner A, Cribbs LL, Zainelli GM, Origitano TC,
25 Singh S, Wurster RD. (2005) Variation of T-type calcium channel protein
expression affects cell division of cultured tumor cells. Cell Calcium,
37(2):105-19 (Ref 11)),
- le carcinome de l'oesophage (voir Lu F, Chen H, Zhou C, Liu
S, Guo M, Chen P, Zhuang H, Xie D, Wu S. (2008) T-type Ca2+ channel
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expression in human esophageal carcinomas: a functional role in
proliferation Cell Calcium. 43(1):49-58 (Ref 12))

- le cancer du sein (voir_Taylor JT, Huang L, Pottle JE, Liu K,
Yang Y, Zeng X, Keyser BM, Agrawal KC, Hansen JB, Li M (2008)

5 Selective blockade of T-type Ca2+ channels suppresses human breast
cancer cell proliferation.. Cancer Lett, 18;267(1):116-24 (Ref 13).

[0018] En particulier une approche pharmacologique utilisant des
antagonistes sélectifs du canal Cav3.2 de type T fait I'objet du present
brevet.

10 [0019] L’invention répond précisément a besoin de trouver de
nouvelles molécules analgésiques ou antalgiques en fournissant une
nouvelle molécule capable notamment d'inhiber un signal douloureux, plus
particulierement une molécule capable d'inhiber les récepteurs
responsables de ce signal. Cette moléecule est un peptide de sequence:

15  YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ ID NO 1) ou un derive de
celle-ci.

[0020] Par « dérivé », on entend Ces « fragments » ou « dérivés » sont
tels qu’ils conservent les propriétés du peptide de la présente invention.
Les dérivés ou fragment peuvent également étre considérés comme etant

20 des analogues du peptide de la présente invention.

[0021] Par exemple, un dérivé peut étre le peptide de sequence |D
NO1 avec des maodifications sur au moins un des acides aminés. Les
modifications sont par exemple les suivantes :

- remplacement d’au moins un acide aminé par un autre de la

25 méme famille (aromatique, hydrophobe, basique, etc..) ;

- remplacement d’'un acide amine naturel (amino acide L) par le
méme acide amine sous forme D ;
- remplacement d’une liaison peptidique entre deux acides
aminés par une liaison pseudo-peptidique.
30 - modification indépendamment des extrémités N et C terminales

“du peptide.



CA 02749824 2011-07-14
WO 2010/081971 PCT/FR2010/000037

[0022] Ces dérivés pourront comprendre des acides aminés naturels,
des acides aminés modifiés, par exemple des sélénocysteines, des acides
aminés non-naturels, et/ou des modifications de structure du peptide
comme des cyclisations.

5 [0023] Les dérivés peuvent, par exemple, également comprendre des
peptides modifiés en vue d’'un marquage par des agents comme la biotine,
des groupements fluorophores ou un isotope radioactif.

[0024] Les modifications des extrémités N ou C terminales peuvent étre
par exemple lisoprénylation, la glypiation, la myristoylation, ou la

10 palmitoylation. L’extrémité C terminale peut étre également modifiee par
exemple par amidation conduisant a la formation d’'une fonction amide a
'extrémité C terminale. Des exemples de modifications post-
traductionnelles retrouvées dans des peptides sont présentées dans Han
KK, Martinage A (1992) Post-translational chemical modification(s) of

15 proteins. Int J Biochem. 24(1):19-28. ; Walsh G, Jefferis R (2006) Post-
translational modifications in the context of therapeutic proteins Nature
Biotechnology - 24, 1241 — 1252 (Ref 17)). Ces modifications sont des
modifications qui peuvent étre rencontrées dans les toxines d’insectes (voir
par exemple Escoubas P. (2006) Molecular diversification in spider

20 venoms: a web of combinatorial peptide libraries. Mol Divers. 10(4):545-54
(Ref 18)).

[0025] Dans la description qui suit, par peptide de séquence ID NO 1,
on entend la séquence peptidique ID NO 1 ou une séquence dérivee de
celle-ci.

25 [0026] L’invention répond également au besoin de trouver de nouvelles
molécules antihypertenseurs en fournissant une nouvelle molecule capable
notamment de diminuer la pression arterielle.

[0027] L’invention répond également au besoin de trouver de nouvelles
molécules pour le traitement du cancer en fournissant une nouvelle

30 molécule capable notamment d’'inhiber ia proliferation cellulaire.
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[0028] La nouvelle molécule de la présente invention est un peptide.
Ce peptide a été isolé pour la premiére fois par les inventeurs a partir du
venin d’'une araignee du genre Paraphysa (Psp3)
(Araneae :Theraphosidae).

5 [0029] Aussi, la présente invention se rapporte également a toute
séquence en acides nucléiques codant pour le peptide de sequence
YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ ID NO 1).

[0030] L'acide nucléique de la présente invention peut étre toute
séquence codant pour le peptide de séquence SEQ ID NO 1 compte tenu

10 de la dégénérescence du code génétique. Par exemple, il peut s'agir des
acides nucléiques de sequence suivants :

5 TAT TGC CAG AAA TTT CTG TGG ACC TGC GAT AGC GAA CGC
CCG TGC TGC GAA GGC CTG GTG TGC CGC CTG TGG TGC AAA
ATT AAC 3" (SEQ ID NO 2)°

15 5 TAY TGY CAR AAR TTY YTN TGG ACN TGY GAY WSN GAR MGN
CCN TGY TGY GAR GGN YTN GTN TGY MGN YTN TGG TGY AAR ATH
AAY 3’ (SEQ ID NO 3)

dans lesquelles A est adénosine, C est cytidine, G est guanosine
T est thymidine etHest AouCou T, MestAouC,Nest AouCouGou
20 T,RestAouG,SestCouG, WestAouTetYestCouT:

[0031] L’invention se rapporte également a un systeme d'expression
comprenant un plasmide et/ou un vecteur d'expression codant pour le
peptide SEQ ID NO 1.

25 [0032] Dans la présente le systeme d'expression peut comprendre au
moins une séquence d’acides nucléiques codant pour le peptide de
séquence YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ ID NO 1).
[0033] Par « vecteur d’expression » dans la presente on entend une
séquence d’'acide nucléique dans laquelle il est possible d'insérer un ou

30 plusieurs fragments d'acides nucléiques que l'on souhaite- exprimer dans

un hote. Le vecteur d'expression peut comporter les elements permettant
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'expression de la séquence d’acide nuciéique dans I'héte. Par exemple, le
vecteur peut comprendre une séquence promotrice, une séquence codant
pour un peptide signal. Les vecteurs peuvent étre tout vecteur connu de
’homme du metier.

5 [0034] Par exemple, les vecteurs d'expression peuvent étre choisis
dans le groupe comprenant les plasmides, les virus, les vecteurs
bactériens, les chromosomes artificiels de levure (YAC) et les
chromosomes artificiels de bactéries (BAC). Les vecteurs d'expression
peuvent étre également des vecteurs de surexpression de proteines

10 recombinantes, avec ou sans fusion a une proteine soluble comme, par
exemple la GST, ou la thioredoxine ou toute autre protéine de fusion
connue de 'hnomme du metier.

[0035] Par exemple, des vecteurs utilisables dans la présente invention
peuvent étre choisis notamment dans le groupe comprenant le plasmide

15 pT7-7 (SEQ ID NO 4, Figure 5), un plasmide de la série pGEX (SEQ ID
NO 5, Figure 6), commercialisé par exemple par la societé Pharmacia, ou
un plasmide de la série pET32 (SEQ ID NO 6, Figure 7), commercialise
par exemple par la societée Novagen.

[0036] L’'invention se rapporte également a un hote comprenant un

20 vecteur d'expression du peptide de séquence
YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ ID NO1).

[0037] Dans la présente par « hote », on entend toute cellule pouvant
étre transformée avec un vecteur d’'expression ou modifiée genetiquement
afin de produire le peptide de l'invention.

25 [0038] La transformation dudit « hote » peut étre réalisée, par exemple
par électroporation ou par toute autre méthode connue de 'homme du
métier. La séquence codant pour le peptide de séquence ID NO 1 utilisee
lors de la transformation peut étre libre ou incorporée dans un des vecteurs
précités. Aprés introduction, ladite séquence en acides nucléiques peut

30 étre incorporée dans le génome de I'héte par recombinaison genetique,

rester sous forme libre dans I'hote et/ou rester dans le vecteur, ladite
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séquence en acides nucléiques etant ensuite reconnue par les proteines

et/ou enzymes de I'hote et exprimée par celui-ci.

[0039] L’hote peut étre choisi dans le groupe comprenant les cellules

eucaryotes ou procaryotes, par exemple des bactéries comme Escherichia

5 Coli, des levures comme Pichia pastoris, des cellules d'insectes comme

les cellules de Drosophila ou de Spodoptera, des cellules de mammiferes

et tout autre cellule connue de 'homme du métier qui permet la production

de peptides et/ou de protéines a partir de vecteurs d’expression.

[0040] Les cellules procaryotes ou eucaryotes peuvent, de preférence,
10 permettre la surexpression du peptide pour lequel code le vecteur. Ainsi,

toute cellule héte capable de d'exprimer un vecteur d'expression pour le

peptide de l'invention est utilisable, par exemple Escherichia coli.

[0041] De maniere préférée, les cellules eucaryotes ou procaryotes

choisies sont celles qui permettent la surexpression du peptide de
15 linvention. Par exemple, il s’agit de cellules Sf9 de Spodoptera, de celules

S2 de Drosophile, de levures de type Pichia pastoris ou de bacteries

Escherichia coll.

[0042] Les inventeurs montrent dans les exemples ci-dessous que le

peptide de séquence SEQ ID NO 1 est un antagoniste et ou un
20 antagoniste partiel des canaux de type T.

[0043] Aussi la présente invention se rapporte également a ['utilisation

du peptide de séquence YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ

ID NO 1) comme antagoniste d'un canal calcique de type T.

[0044] Par « antagoniste », on entend un agent, par exemple une
25 molécule chimique, une protéine, un peptide etc. qui interagit avec un site

récepteur sur le canal et qui empéche ledit canal de fonctionner.

[0045] | 'antagoniste peut également diminuer 'effet pharmacologique

de I'agoniste, il s’agit alors d’'un « antagoniste partiel ».

[0046] L'invention a également pour objet l'utilisation du peptide de
30 séquence SEQ ID NO 1 comme agoniste inverse d'un canal de type T. Par

« agoniste inverse», on entend un agent, par exemple une molecule
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chimique, une protéine etc. qui interagit avec le méme récepteur qu'un
agoniste de ce récepteur mais produit I'effet pharmacologique oppose.
[0047] En d'autres termes, I'antagoniste, antagoniste partiel ou
'agoniste inverse peut étre une substance se fixant sur les memes
5 récepteurs cellulaires au niveau de sites identiques ou differents d'une
substance de référence, empéchant celle-ci de produire tout ou partie de
ses effets habituels ou produisant I'effet inverse.
[0048] Dans la présente, par « canaux calcique de type T » on entend
les canaux calciques a faible seuil d’activation, c’est a dire ayant un
10 potentiel d’activation compris entre -80 et -20 mV, de préférence entre -70
et -50 mV
[0049] Par exemple, des canaux calciques de type T peuvent étre les
canaux calciques générés par les sous unités Cay3.1, Cay3.2, Cay3.3 et
tous leurs variants d'épissage en association avec leurs sous unites
15 regulatrices ou non.
[0050] De maniére préférée, le peptide est utilise comme antagoniste
- et/ou agoniste inverse des canaux calciques de type T.
[0051] De maniére encore plus préféré, le peptide est utilisé comme
antagoniste et/ou agoniste inverse des canaux calciques Cay3.2 et/ou des
20 canaux calciques Cay3.1 et/ou Cay3.3.
[0052] L'invention a également pour objet l'utilisation du peptide de
séquence YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ ID NO 1) et/ou
d'un acide nucléiqgue codant pour le peptide de seéquence
YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ ID NO 1) pour la
25 fabrication d’'un médicament. Ce médicament peut étre a usage humain ou
veterinaire.
[0053] Dans la présente, le peptide peut étre associe a tout support
pharmacologiquement acceptable afin par exemple d'ameliorer sa
biodisponibilité, sa solubilité, sa stabilité en solution et/ou la fabrication du

30 médicament.
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[0054] Dans la présente par «support pharmaceutiquement
acceptable », on entend tout composé connus par 'homme du meétier pour

étre utilisé dans des médicaments. | peut d'agir, par exemple des
composés cité dans l'ouvrage Pharmacie galenique de A. LEHIR (Ed.
5 Masson, 1992 (6 éme édition)) (Réf 7).

[0055] Dans la présente par « association », on entend une liaison
covalente avec le support, une liaison par interactions ioniques, la
présence dans une solution du support et du peptide de l'invention.

10 [0056] Le médicament comprenant le peptide de séquence SEQ ID NO
1 peut étre formulé sous toute forme permettant son administration a un
patient ou a un animal. Il peut s’agir, par exemple, d'une formulation
permettant une administration par voie orale, intraveineuse, peridurale,
cutanée, ou transdermique.

15 [0057] Dans la présente par « formulation » on entend une formulation

‘injectable (par exemple comme pour I'octaplex (marque enregistrée) ou le
synergon (marque déposée)), une formulation orale par exemple un sirop,
une poudre (par exemple comme pour l'octaplex (marque enregistree)),
des grahules, un comprimé (comme par exemple pour l'estima (marque

20 enregistrée), un comprimé pelliculé (comme par exemple pour le provames
(marque déposée)), une gélule, un spray, une formulation locale comme
par exemple une créme (comme par exemple pour la creme trophicreme
(marque déposée)), une lotion, un gel, une formulation oculaire par
exemple un collyre, une formulation pour injection intraveineuse, une

25 formulation injectable par dispositifs d’auto injection type stylo a insuline,
un patch transdermique, comprimés disponibles per os, une formulation

pour ingestion sublinguale, ou une formulation pour injection peridurale.

[0058] Par exemple, il peut également s'agir dés differentes

formulations pharmaceutiques décrites dans [l'ouvrage Pharmacie
30 galénique de A. LEHIR (Ed. Masson, 1992 (6 eme édition)) (Ref 7).
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[0059] Le médicament peut étre, par exemple, administre sous forme

de gélules, de comprimés, de patchs, de solutions injectables, de

suppositoires et/ou de poudres.

[0060] La concentration du peptide de l'invention dans le medicament
5 et/ou le produit vétérinaire peut étre toute concentration efficace du point

de vue pharmaceutique et acceptable par le patient ou 'animal traite

comprise par exemple entre 1nM et 1000nM.

[0061] Le médicament comprenant le peptide de linvention est de

préférence administré afin d'obtenir une concentration intraveineuse

10 permettant un effet biologique. Cette concentration plasmatique efficace
peut également étre déterminée, par exemple en suivant le temps de demi-
vie du peptide de l'invention apreés son injection par voie intraveineuse a un
mammifére et mesure de sa concentration par spectrométrie de masse. Le
temps de demi-vie correspond au temps necessaire pour que la

15 concentration dudit médicament soit égale a la moitié de la concentration
initiale.

[0062] Le médicament et/ou le produit vétérinaire comprenant le
peptide de séquence SEQ ID NO 1 peut étre conditionne pour une
administration une fois par jour, deux fois par jour, trois fois par jour, tous

20 les deux jours, tous les trois jours, une fois par semaine.

[0063] Le mode d’administration et la quantité administrée peuvent étre
adaptés a chaque individu et peuvent étre déterminés par le praticien
notamment en fonction des caractéristiques physiologiques de l'individu
traite.

25 [0064] Dans la présente le médicament peut-étre un produit pour le
traitement de la douleur, de la migraine, de I'épilepsie, de la maladie de
parkinson, de dysrythmies thalamiques, de troubles du sommeil et de l|a
vigilance, de troubles bipolaires, de pathologies cardiovasculaires
(hypertrophie cardiaque, hypertension), de pathologies lie a la liberation

30 d’aldostérone, de dysfonctions érectiles, et de pathologies cancéereuses
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[0065] De pféférence, le médicament de la présente invention est un
produit pour le traitement de la douleur, par exemplie un antaigique, un
analgésique, un antiallodynique.

[0066] De maniére préféerée, le medicament et/ou le produit vétérinaire

5 de la présente invention est un analgesique.

[0067] La présente invention a également pour objet un procede de
synthese du peptide de sequence
YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ ID NO 1).

[0068] Le procédé de synthése dans la présente invention peut étre un

10 procédé de synthése chimique sur support solide ou une synthese par

recombinaison genetique.
[0069] Le procédé de synthése par recombinaison genétique peut
utiliser un systéme d’expression ou un vecteur tel que defini ci-dessus.
[0070] Le procédé de synthése du peptide de linvention par
15 recombinaison génétique peut comprendre notamment les eéetapes
suivantes :
- transformer une cellule héte avec un vecteur d'expression
comprenant une séquence d’acide nucléique codant pour le
peptide de l'invention,

20 - cultiver la cellule héte transformée dans des conditions de
culture telles qu'elle fabrique le peptide de l'invention a partir
dudit vecteur d'expression, et
- récupérer ledit peptide fabrique par la cellule hote.

[0071] Les étapes de transformation, de culture, ainsi que de

25 l'isolement du peptide peuvent étre réalisées par les techniques habituelles

de recombinaison génétique, par exemple des techniques décrites dans le

document Sambrook, Fritsch and Maniatis, « Molecular cloning, A

‘laboratory manual », second edition, Cold spring Harbor Laboratory Press,
1989 (Ref 3 ) .

30 [0072] Par exemple, le peptide de séquence de SEQ ID NO 1 peut étre

préparé par les techniques classiques de synthese chimique en phase
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solide, par exemple selon la méthodologie de synthése peptidique sur
support solide Fmoc (« Fmoc solid Phase peptide synthesis, a practical
approach », publié par W.C. Chan et P. D.White, Oxford university press,
2000 ( Réf 4)).

5 [0073] D’autres caractéristiques et avantages de l'invention ressortiront

a la lecture de la description qui suit, en référence aux figures annexees.

10 Breve description des figures
[0074] Figure 1 est un diagramme représentant le profil de
chromatographie Liquide haute performance (CLHP) du venin de Psp3
(colonne phase inverse) (partie supérieure), exprimé en mAU en fonction

- du temps. Le diagramme inférieur représente le profil de chromatographie

15 CPLH (colonne échangeuse d’ion) des fractions indiquées par la partie
grisée sur le diagramme supérieur. La partie grisée sur le profil CPLH
inférieur correspond a un pic pur contenant la toxine Psp3Tx1.

[0075] Figure 2 est un diagramme représentant le courant genere par
les canaux Cay3.2 en nano ampeére (nA) en fonction du temps. La courbe

20 montre l'effet de l'application d’'une partie de la Psp3Tx1 purifiee par
'CPLH présenté sur la Figure 1 sur I'activité du canal Cay3.2 exprimeé dans
des ovocytes de Xénope. Le courant est enregistré dans une solution
contenant 5mM Barium comme porteur de charges et il est évoquée par une
dépolarisation a -30mV a partir d'un potentiel de repos de -100mV.

25 [0076] Figure 3 est un diagramme représentant plusieurs
enregistrements de courants en nanoAmpere en fonction du temps de
type-T générés par la sous-unité CaV3.2 a plusieurs potentiels avant
(controle) et pendant I'application de la Psp3Tx1 (Psp3TX1).

[0077] Figure 4 est un diagramme représentant des relations courant-

30 potentiel pour les enregistrements présentés dans la figure 3. L'abscisse
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représentant le courant en nanoAmpere en fonction du potentiel en

milliVolte (mV).

[0078] Figure 5 : séquence du plasmide pT7-7 (SEQ ID NO 4).

[0079] Figure 6 : séquence du plasmide de la série pGEX (SEQ ID NO
5 95).

[0080] Figure 7 : séquence du plasmide de la série pET32 (SEQ ID NO

6).

[0081] Figure 8 est un diagramme representant le pourcentage

d’inhibition du courant généré par les canaux Cay3.2 en fonction de le
10 concentration de la toxine. L’ordonnée représente le pourcentage

d’'inhibition du courant généré par les canaux Cay3.2 et l'abscisse le

logarithme décimal de la concentration molaire de la toxine. La courbe

avec les ronds pleins correspond a la courbe d’inhibition avec la toxine

Psp3Tx1, la courbe avec les ronds creux correspond a la courbe

15 d'inhibition avec la toxine synthétique.

EXEMPLES

20 Exemple 1 : caractérisation du peptide de I'invention
[0082] Le venin de PARAPHYSA SP3 a été dilué au 1000ieme dans la
solution extracellulaire utilisée pour l'analyse en patch clamp. Cette
solution est de composition suivante (en mM). NaCl 135, TEACI 20,
HEPES 10, CaCl, 2, MgCl, 1 (pH 7,3 avec TEAOH).

25 [0083] Des cellules HEK293 ont été transfectées avec un plasmide
d’expression pcDNA3 contenant 'ADN complémentaire du canal calcique
Cav3.2 humain et un gene rapporteur (CD8) a l'aide du reactif jetPEI™
(distribué par la société Q-biogen). Aprées 48 heures dexpression, les
cellules transfectées ont été dispersées a laide de ftrypsine puis

30 ensemenceées a faible densité sur des boites de cultures pour I'analyse en

patch clamp.
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(0084] Les cellules positivement transfectées ont éte repérees a l'aide
de billes magnétiques recouvertes avec un anticorps anti-CD8 (Dynal)
comme décrit précédemment dans Jimenez, C., Bourinet, E., Leuranguer,
V., Richard, S., Snutch, T.P. and Nargeot, J. (2000) “Determinants of
voltage-dependent inactivation affect Mibefradil block of calcium channels.”
Neuropharmacology, 39, 1-10 (Réf 2). Les enregistrements
électrophysiologiques sont réalisés par la technique du « patch clamp » en
configuration « whole cell » a I'aide d’un amplificateur Axopatch200B pilote
par une interface Digidata et le logiciel pClamp9 (Molecular Devices). La
solution d'enregistrement extracellulaire contenant 2mM calcium est
décrite ci-dessus. Les enregistrements sont réalisés a l'aide de pipettes de
borosilicate (Sutter Instruments) étirées pour avoir une résistance de 1,5 a
2,5mQ. La solution intrapipette utilisée pour les enregistrements a la
composition suivante : CsCl 130 mM, HEPES 10 mM, EGTA 10 mM, CaCl;
2 mM, MgCl; 1 mM, MgATP 4 mM, TrisGTP 0,3 mM (pH 7,3 avec NaOH).
L'analyse des résultats est reéalisée a l'aide des logiciels Clampfit (marque
de commerce), Excel (marque de commerce) et GraphPad Prism (marque
de commerce).

[0085] Les appareils utilisés dans cet exemple pour les
enregistrements électrophysiologiques sont Amplificateur Axopatch2008
(Molecular Device), Digidata 1300 (Molecular Device), le logiciel pClamp9
(Molecular Devices), 'amplificateur GeneClampS500 (Molecular Device), le
microscope inverse Olympu%CiX70 (Olympus France), le micromanipulateur
Sutter (Sutter Instruments). Les composés, reactifs, et cellules utilises
provenait pour les produits chimiques de la société Sigma-Aidnich France,

MC
~ les cellules utilisées étaient les cellules HEK293 (ATCC), les billes Dynal

anti-CD8 de la société Invitrogen France, le Réactif jetPEl (marque de
commerce) de la societe Q-biogen France, le microorganisme Xenopus
Laevis (CRBM — CNRS Montpellier France)

(0086] Pour visualiser les courants calciques de type T geneéres par les
canaux Cay3.2 recombinants exprimes dans les cellules transfectées, le
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protocole de stimulation avec suivant est utilisé : a partir d'un potentiel de
repos de -100mV, une dépolarisation de 100 ms a un potentiel de -30 mV
est appliquée toutes les 10 secondes. L'amplitude du courant generée par
cette stimulation est mesurée en condition contrfle puis lors de

5 lapplication du venin de PARAPHYSA SP3. Pour ce faire, le venin de
PARAPHYSA SP3 est aspiré dans une pipette identique a la pipette
d’enregistrement. Cette pipette contenant le venin est connectée a un
systéme de pression pneumatique permettant d’appliquer 1 a 2 microlitres
de venin a proximité de la cellule enregistree.

10 [0087] La caractérisation des fractions du venin de PARAPHYSA SP3
est effectuée dans un systéme d’expression different. Le cDNA codant
pour Cav3.2 humain est injecté dans des ovocytes de Xénope (Xenopus
laevis) comme décrit dans Altier, C., Dubel, S.J., Barrere, C., Jarvis, S.E.,
Stotz, S.C., Spaetgens, R.L., Scott, J.D., Cornet, V., De Waard, M.,

15 Zamponi, G.W., Nargeot, J. and Bourinet, E. (2002) « Trafficking of L-type
calcium channels mediated by the postsynaptic scaffolding protein
AKAP79. » J. Biol. Chem., 277, 33598-33603 (Réf 5) et dans Dubel, S.J.,
Altier, C., Chaumont, S., Lory, P., Bourinet, E. and Nargeot, J. (2004)
“Plasma Membrane Expression of T-type Calcium Channel {alpha}l

20 Subunits Is Modulated by High Voitage-activated Auxiliary Subunits.” J Bio/
Chem, 279, 29263-29269 (Réf 6). Les courants sont enregistrés par la
technique de voltage imposé par double microélectrode a l'aide d'un
amplificateur GenClamp500 (marque de commerce) (Molecular Devices
(marque enregistrée)) piloté par le logiciel pClamp9(marque de

25 commerce). Les différentes fractions chromatographiques obtenues a
partir du venin sont dissoutes dans la solution extracellulaire contenant (en
mM ): 5 BaOH,, 25 TEAOH, 25 NaOH, 2 CsOH, 30 NMDG, 5 HEPES (pH
a 7.3 avec de I'acide methanesulfonic). Les enregistrements sont realisés
dans une microcuve de 15ul. Les fractions (10ul) sont appliquees

30 manuellement, directement sur 'ovocyte enregistré a l'aide d’'une pipette.
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[0088] Dés l'application de la toxine purifiee, le courant du canal
Cav3.2 est fortement inhibé au bout de 30 secondes (Figure 2). Lors du
lavage de l'effet de la toxine, la récupération de I'amplitude du courant de
départ est obtenue apres plusieurs minutes.

5 [0089] Par ailleurs, tel que montré sur la figure 4, I'application de
'extrait provoque un déplacement d’environ 20mV vers les potentiels
positifs de la relation courant-potentiel. Ce deplacement est une
caractéristigue des toxines provoquant une inhibition du « senseur de
voltage » des canaux ioniques. Cet effet classique des toxines d’araignee

10 est décrit dans Winterfield JR, Swartz KJ. (2000) A hot spot for the
interaction of gating modifier toxins with voltage-dependent ion channels. J
Gen Physiol, 116(5):637-44.) (Réf 10). |l s'agit d’'un blocage de la partie du
canal qui détecte la variation de potentiel (le « voltage sensor »). La
conséquence est que l'ouverture du canal est rendue plus difficile et

15 nécessite une dépolarisation plus importante. Ainsi la relation courant
potentiel est déplacée vers des potentiels plus positifs.

[0090] | apparait donc clairement que I'extrait comporte un antagoniste

d'un canal de type T. Cette molécule est donc une nouvelle molecule
permettant d'inhiber le signal douloureux.
20
Exemple 2 : isolement et séquencage du peptide de I'invention
[0091] Les fractions de venin inhibant I'activité des canaux caiciques tel
que présenté dans I'exemple précédent ont été isolées et la recherche du
composant responsable de cette inhibition a été effectuée par des etapes
25  successives tests d’activité couplées avec les étapes de fractionnement
[0092] Le venin de PARAPHYSA SP. A été obtenu par stimulation
électrique des chélicéres de femelles adultes. Le venin a été collecté dans
des microtubes, et lyophilisé
[0093] La préparation du venin pour les analyses d’activite et pour la

30 séparation chromatographique a consisté en une dissolution du lyophilisat
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dans de I'eau ultra-pure a une dilution 10 fois de celie du volume de venin
initial, une centrifugation (14 000 tours par minute, 20 min) et une filtration
sur membrane de 0,45 uym (SJHVL0O4NS Millipore (marque de commerce)).
[0094] Purification du composant actif du venin par chromatographie :
5 Dans une premiére étape, un aliquote de 100 ul de la dilution du venin (10
ul équivalents de venin brut) est fractionné par chromatographie liquide en
phase inverse a haute performance (RP-HPLC) sur une colonne semi-
préparative C8 (5C8MS, 10x250 mm, Waters). Le gradient utilisé est
composé de eau + 0,1% acide trifluoroacétique (A) / acetonitrile + 0,1%
10 acide trifluoroacétique (B). Le gradient est programmé comme suit: 0% B
pendant 5 min, 0 a 60% B en 60 min, 60 a 90% B en 10 min, debit 2
mL/min. Les fractions sont collectées manuellement en sortie de colonne,
en surveillant la variation de I'absorbance UV a 215 nm. Ces fractions sont
ensuite lyophillisées puis leur activité est testée sur le canal calcium de
15 type T comme décrit ci-dessus.
[0095] Une deuxiéme étape de purification est réalisee comme suit, sur
les fractions de RP-HPLC actives : ces fractions sont analysees dans une
deuxieéme étape de chromatographie d'échange de cations, sur une
colonne Tosoh SP5PW (marque de commerce) (4,6 x 70 mm) (Tosoh),
20 avec un gradient linéaire d’acétate d'ammonium dans l'eau (de 20 mM a
1M en 50 min) avec un débit de 0.5 mL/min. Les fractions collectees sot
lyophillisées puis leur activité est testée sur le canal calcium de type T
comme décrit ci-dessus.
[0096] Aprés identification de la fraction active, la pureté et le poids
25 moléculaire du peptide constituant la fraction active sont determines par
spectrométrie de masse MALDI-TOF (Matrix-Assisted  Laser
Desorption/lonization Time-Of-Flight).
[0097] Les mesures de spectromeétrie de masse sont realisees par
spectrometrie de masse MALDI-TOF sur un spectrometre de masse
30 Voyager DE-Pro (marque de commerce) (Applied Biosystems (marque

enregistrée)) en mode réflecteur. Les peptides sont mélanges avec l|a
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matrice acide a-cyano-4-hydroxycinnamique (a-CHCA, Sigma(marque
enregistrée), 5 mg/mL dans 50:50:0,1 eau:acetonitrile:TFA) et analyses.
Les spectres de masse sont calibrés avec des standards internes et
analysés dans le logiciel Data Explorer (marque de commerce).

5 [0098] La séquence du peptide purifié est déterminée par sequengage
automatique en utilisant un séquenceur en phase gazeuse (Applied
Biosystems Procise) par dégradation d'Edman.

[0099] Avant analyse, les ponts disulfures du peptide purifieé sont
réduits par le DTT (Dithiothreitol 10 mM, 55°C, 45 min) et alkyles avec de

10 I'lAA (acide lodoacétique, 50 mM, a 20°C, 30min) selon un protocole
connu de 'homme du métier (voir John M. Walker. The Protein Protocols
Handbook, Humana Press 1996 (ISBN 0-89603-339-2) (Ref 14). Le
peptide réduit/alkylé est soumis a un dessalage par chromatographie RP-
HPLC C18 sur une colonne Merck Chromolith Speed-Rod (marque de

15 commerce) (0,46x50 mm). La séquence du peptide réduit/alkyle est
ensuite déterminée par séquencage N-terminal automatique en phase
gazeuse sur un séquenceur de peptides de modele Applied Biosystems
477A (marque de commerce) (Applied Biosystems (marque enregistree)).
[00100] La séqguence peptidique obtenue est

20 YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ ID NO 1)
[00101] Cet exemple démontre donc clairement que la molécule
antagoniste des canaux de type T est le peptide de séquence ID N°1.
[00102] Ce peptide représente donc une nouvelle molécule susceptible
d'inhiber le signal douloureux.

25
Exemple 3 : synthése chimique du peptide de séquence SEQ ID NO 1.
[00103] La société Altergen (marque enregistrée) synthetise
chimiquement le peptide de Vlinvention selon |le protocole
suivant : synthése en phase solide selon la technique de Merifield,

30 stratégie Fmoc.
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[00104] L’activité inhibitrice du peptide identifie dans I'exemple 2 est
testé in vitro sur différents canaux calciques de type T (résultats non

fournt).

5 Exemple 4 : synthése chimique du peptide de sequence SEQ ID NO 1.
[00105] La société Genepep (marque enregistrée) a synthétise
chimiquement le peptide de l'invention selon le protocole suivant : synthese

en phase solide selon technique de Merifield, stratégie Fmoc. ( Ref 4 )
[00106] La société Synprosis (marque enregistrée) a replié le peptide

10 linéaire produit par la société Genepep selon le protocole suivant:
incubation de 10uM du peptide linéaire Psp3-Tx1 dans un tampon
contenant 1mM glutathion réduit (GSH), 1mM glutathion oxide (GSSG),
100mM trishydroxyméthylaminométhane (TRIS) pH9, 25% glycérol.
L'incubation a été réalisée pendant 24 heures sous agitation douce a

15 température ambiante. La purification de la toxine Psp3-Tx1 synthetique a
été réalisée en chromatographie HPLC en phase inverse sur une colonne
RP-C18 Chromolith (marque enregistrée) en utilisant un gradient de 10 a
50% d’acétonitrile (ACN) dans une solution a 0,1% de trifluoroacetate
(TFA).

20 [00107] La vérification de la masse du peptide synthétique replié a éte
réalisée par spectrométrie de masse donnant une valeur de 3398.0 daltons
(Da) en accord avec la formation des 3 ponts disulfures entre les 6

cysteines.

25 Exemple 5: caractérisation du peptide synthetique de [linvention
produit dans I'exemple 4.
[00108] L’activité inhibitrice du peptide synthétique de I'exemple 4 a ete
testée in vitro sur le canal Cay3.2. Une comparaison de l'inhibions avec le
peptide naturel (Psp3-Tx1) a été réalisée dans les méme conditions. Le
30 peptide synthétique et le peptide naturel (toxine naturelle) ont été dilués a

une concentration stock de 10 molaire dans de I'eau distiliée. A partir de
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cette concentration stock, les peptides ont été dilues dans une solution
correspondant a la solution extracellulaire utilisée pour l'analyse en patch
clamp. Cette solution est de composition suivante (en mM): NaCl 135,
TEAC! 20, HEPES 10, CaCl, 2, MgCl; 1 (pH 7,3 avec TEAOH). Les
5 concentrations testées ont été les suivantes : pour le peptide synthetique :
102 107, et 10°® molaire : pour le peptide naturel : 10°, 10%, 3.10°, 107,
3.107, et 10° molaire.
[00109] Des cellules HEK293 (ATCC) exprimant de maniére stable la
séquence d’ADN complémentaire du canal calcique Cav3.2 humain ont ete
10  utilisées. A chaque passage de la lignée cellulaire, des celiules ont ete
ensemencées a faible densité sur des boites de cultures pour I'analyse en
« patch clamp » (électrophysiologie moléeculaire).
[00110] Les cellules positivement transfectées ont été repérées a l'aide
de billes magnétiques recouvertes avec un anticorps anti-CD8 (Dynal)
15 comme décrit précédemment dans Jimenez, C., Bourinet, E., Leuranguer,
V., Richard, S., Snutch, T.P. and Nargeot, J. (2000) “Determinants of
voltage-dependent inactivation affect Mibefradil block of calcium channels.”
Neuropharmacology, 39, 1-10 ( Ref 2 ).
[00111] Les enregistrements électrophysiologiques sont realises par la
20 technique du « patch clamp » en configuration « whole cell » a I'aide d'un
amplificateur Axopatch200B piloté par une interface Digidata et le logiciel
pClamp10 (Molecular Devices). La solution d'enregistrement extracellulaire
contenant 2mM calcium est décrite ci-dessus.
[00112] Les enregistrements sont réalises a l'aide de pipettes de
25  borosilicate (Sutter Instruments) étirées pour avoir une résistance de 1,5 a
2,0mQ.
[00113] La solution intrapipette utilisee pour les enregistrements est de
composition suivante : CsCl 130 mM, HEPES 10 mM, EGTA 10 mM, CaCl:
2 mM, MgCl; 1 mM, MgATP 4 mM, TrisGTP 0,3 mM (pH 7,3 avec NaOH).

30 L’analyse des résultats est réalisée a I'aide des logiciels Clampfit (marque
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de commerce), Excel (marque de commerce) et GraphPad Prism (marque
de commerce).
[00114] Les appareils utilisés dans cet exemple pour les
enregistrements électrophysiologiques sont I'Amplificateur Axopatch200B
5 (Molecular Device), Digidata 1440 (Molecular Device), le logiciel pClamp10
(Molecular Devices), 'amplificateur GeneClamp500 (Molecular Device), le
microscope inversé Olympus IX70 (Olympus France), le micromanipulateur
Sutter (Sutter Instruments). Les composés, réactifs, et cellules utilises
provenaient pour les produits chimiques de la sociéte Sigma-Aldrich
10  France, les cellules utilisées étaient les cellules HEK293 (ATCC), les billes
Dynal anti-CD8 de la société Invitrogen France, le Reactif jetPEl (marque
de commerce) de la société Q-biogen France.
[00115] Pour visualiser les courants calciques de type T génerés par les
canaux Cay3.2 recombinants exprimés dans les cellules transfectees, le
15 protocole de stimulation avec suivant est utilisé : a partir d'un potentiel de
repos de -100mV, une dépolarisation de 100 ms a un potentiel de -30 mV
est appliquée toutes les 10 secondes.
[00116] L’amplitude du courant généré par cette stimulation est mesuree
en condition contréle puis lors de I'application de concentration croissantes
20 du peptide synthétique de I’exémple 4, ou de concentrations croiséantes
de la toxine native Psp3-Tx1. Pour ce faire, les solutions contenant les
différentes concentrations du peptide synthétique ou de la toxine Psp3-Tx1
sont réparties dans des tubes de perfusion connectés a un collecteur
permettant d’appliquer ces différentes solutions a proximite de la cellule
25 enregistree.
[00117] L’activité inhibitrice de chaque concentration du peptide
synthétigue ou de la toxine native est ainsi apprehendée en mesurant
'amplitude du courant CaV3.2 de la cellule enregistree au plateau de
'effet.
30 [00118] Les effets inhibiteurs du peptide synthétique et du peptide

naturel ont été présentés sous forme de pourcentage de bloc a chaque
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concentration pour construire des courbes « effet dose » présentés dans la
figure 8. Ces courbes « effet dose » ont été analysées avec le logiciel
GrapPad Prism (marque du commerce) avec la fonction d'analyse
sigmoide « log(antagonist) vs. response — variable slope » permettant de
5 calculer la dose inhibant 50% du courant (EC50) ainsi que la pente de la
courbe correspondant ou nombre de Hill.
[00119] La figure 8 représente les courbes dose-réeponses pour le
peptide naturel (Psp3Tx1) (courbe avec des ronds noirs pleins) et le
peptide synthéﬁque (courbe avec les ronds noirs creux).
10 [00120] Ainsi dans la figure 8, 'EC50 pour la toxine naturelle est de
1.1uM avec un nombre de Hill de 0.87 (nombre de cellules analysees est
de 6), et .I’ECSO pour le peptide synthétique est de 2.01uM avec un nombre

de Hill de 0.89 (nombre de cellules analysées egale a 20).
[00121] Les résultats montrent donc que le peptide synthetique et le
15 peptide natif inhibent les courants du canal Ca,3.2. Les résultats sont
décrits avec un coefficient de Hill égale a environ 1, impliquant une
interaction 1 :1 entre le canal et les peptides.
[00122] Cet exemple démontre donc clairement que le peptide de
séquence ID NO 1, extrait du venin d’araignée comme présenté dans
20 I'exemple 1 et/ou synthétisé chimiquement, inhibe les courants du canal
Ca,3.2

Exemple 6 : effet analgésique du peptide de I'invention.

[00123] Des souris sont utilisées afin d'observer l'effet analgesique du
25 peptide de linvention vis-a-vis de douleurs induites par des stimuli

thermiques.

[00124] Les souris sont des souris C57BL/6J sauvages et des souris

C57BL/6J CaV3.2-/-. Le nombre total de souris est de 10 sauvages et 10

CaV3.2-/-.



CA 02749824 2011-07-14
WO 2010/081971 PCT/FR2010/000037

25

[00125] Deux groupes de souris (C57BL/6J) sont utilises, un groupe
dans lequel on a injecté par voie intrathecale une solution bhysiologique
comprenant le peptide de l'invention a une concentration de 10 et 100 nM
et un deuxiéme groupe (groupe témoin) ne recevant que linjection
5 intrathécale de la solution physiologique seule. Les souris sont ensuite
soumises au test de I'immersion de la queue dans un bain marie a 46°C.
Cette expérience a pour but de déterminer le temps au bout duquel les
souris réagissent au chaud douloureux montrant ainsi le seuil d’apparition
du signal douloureux lié¢ a la perception de Ila chaleur. La méme
10 expérience est réalisée en paralléle sur deux autres groupes de souris
C57BL/6J dépourvues du géne codant pour le canal calcique de type-T
codé par la sous unité CaV3.2. Cette expérience a pour but de montrer la
sélectivité du peptide de l'invention. |
[00126] Les résultats montrent une différence significative du temps de
15 réaction a la chaleur entre le groupe de souris dans lequel le peptide a eté
injecté et le groupe de souris témoin. Le temps de réaction a la chaleur
étant significativement plus long chez les souris qui regoivent le peptide de
séquence SEQ ID NO 1.
[00127] Des souris sont utilisées afin d’observer l'effet analgesique du
20 peptide de l'invention vis a vis de stimuli mecaniques.

[00128] Les souris sont des souris C57BL/6J sauvages et des souris

C57BL/6J CaV3.2-/-. Le nombre total de souris est de 10 sauvages et 10

CaVa3.2-/-.
[00129] Deux groupes de souris (C57BL/6J) sont utilisés, un groupe

25 dans lequel on a injecté par voie intrathécal une solution physiologique
comprenant le peptide de l'invention a une concentration de 10 et 100 nM
et un deuxiéme groupe (groupe témoin) ne recevant que linjection
intrathécal de la solution physiologique seule. Les souris sont ensuite
soumises a l'expérience de stimulation mécanique par les soies de Von

30 Frey. Cette expérience a pour but de déterminer le seuil de reaction a un
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stimulus mécanique d’intensité croissante appliqué sur la vodte plantaire.
Le seuil de réaction des animaux est corrélé a l'apparition du signal
douloureux lié¢ a la perception de la pression mécanique. La méme
expérience est réalisée en paralléle sur deux autres groupes de souris
5 C57BL/6J dépourvues du géne codant pour le canal calcique de type-T
codé par la sous unité CaV3.2. Cette expérience a pour but de montrer |a
sélectivité du peptide de l'invention.
[00130] Les résultats montrent une différence significative de seuil de
perception a la pression mécanique entre le groupe de souris dans lequel
10 le peptide a été injecté et le groupe de souris témoin. Le seuil de pression
étant significativement plus élevé chez les souris qui recoivent le peptide
de séquence SEQ ID NO 1.
[00131] Le peptide de l'invention a donc un effet analgésique attendu
vis-a-vis de stimuli douloureux thermiques et mecaniques.
15 [00132] Cet exemple démontre donc que le peptide de séquence SEQ
ID NO 1, identifié dans I'exemple 2, est une nouvelle molecule pour le

traitement de la douledur.

Exemple 7: comparaison de l'effet analgésique du peptide de
20 Pinvention avec celui d’un analgésique de reference.
[00133] Les souris et le protocole expérimental utilisé dans le present
exemple sont identiques a ceux décrits dans I'exemple 4.
[00134] Deux groupes de souris supplémentaires sont testes :
- un groupe dans lequel a été injecté par voie intrathecale une
25 dose de morphine (1ug/kg).et
- un groupe dans lequel a été le peptide de sequence SEQ ID NO
1 (10nM).

Exemple 8 : effet antihypertenseur du peptide de I'invention.
30 [00135] Les souris utilisées dans le présent exemple sont identiques a

ceux décrits dans 'exemple 4.
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[00136] Des souris sont utilisées afin d'observer |'effet antihypertenseur
du peptide de l'invention. Deux groupes de souris (C57BL/6J) sont utilises,
un groupe dans lequel on injecte par voie intraveineuse une soiution
physiologique 'comprenant le peptide de I'invention a une concentration de
5 10 et 100 nM et un deuxiéme groupe (groupe témoin) ne recevant que
injection intraveineuse de la solution physiologique seule. La mesure de |a
pression artérielle est réalisée par le principe de la methode du manchon
caudal (Plehm, R., Barbosa, M.E. and Bader, M. (2006) Animal models for
hypertension/blood pressure recording. Methods Mol Med, 129, (Ref 13)).
10
Exemple 9 : effet antiprolifératif du peptide de I'invention.
[00137] Des cellules cancéreuses de prostate LNCAP sont utilisees afin
d’observer I'effet antiprolifératif du peptide de l'invention.
Le milieu de culture utilisé est le milieur RPM| 1640 (BioWhittaker SA,
15  Verviers, Belgium), supplémenté de 5 mM L-glutamine (Sigma-Aldrich,
L’lsle d’Abeau, France) et de 10% FBS (Applera France SA, Courtaboeuf,

France) comme indiqué dans la le document Gackiere F, Bidaux G,
Delcourt P, Van Coppenolle F, Katsogiannou M, Dewalilly E, Bavencoffe A,
Van Chuoi-Mariot MT, Mauroy B, Prevarskaya N, Mariot P. (2008) CaV3.2
20 T-type calcium channels are involved in calcium-dependent secretion of
neuroendocrine prostate cancer cells. J Biol Chem, 283(15):10162-73.
(Réf 16 )
[00138] Deux conditions de celliules sont utilisees :
- une condition dans laquelle les cellules sont cuitivees dans

25 différents essais en présence du peptide de linvention a des
concentrations de 10, 30, 100, 300, 1000 nM, et

- une deuxiéme condition (témoin) sans peptide.
[00139] La mesure de la prolifération cellulaire est realisee par la
méthode CellTrace (marque de commerce) CFSE (Invitrogen (marque de

30 enregistrée)) basée sur l'incorporation du traceur fluorescent CFSE par les
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cellules cultivées et d'une mesure par cytometre de flux des cellules

marquées
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REVENDICATIONS

1. Peptide de séquence en acides amines YCQKFLWTCDSERPCCEGLVCRLWCKIN (SEQ ID NO
1).

2. Acides nucléigues codant pour le peptide défini dans la revendication 1.

3. Acide nucléigue selon la revendication 2, dans lequel [a séguence de 'acide nucléique est

5' TAY TGY CAR AARTTY YTN TGG ACN TGY GAY WSN GAR MGN
CCNTGY TGY GAR GGN YTN GTN TGY MGN YTN TGG TGY AAR ATH
AAY 3' (SEQ ID NO 3)

dans lequel A est adénosine, C est cytidine, G est guanosine, T est
thymidineetHest AouCou T, MestAouC, NestAouCouGouT,R
estAou G, SestCouG, WestAouTetYestCouT.

4. Systeme d'expression comprenant un plasmide et/ou un vecteur d'expression comprenant un

acide nuciéigue selon la revendication 2.

D. Utilisation du peptide selon la revendication 1 en tant qu'antagoniste d'un canal calcigue de type
T,
0. Utilisation selon la revendication 5, dans laquelle ledit canal est un canal choisi dans le groupe

comprenant le canal Cav3d.2 et le canal Cav3.1.

7. Utilisation d'un peptide selon la revendication 1 ou d'un acide nucléigue selon la revendication 2

pour |la fabrication d'un médicament pour le traitement de la douleur.
8. Utilisation selon la revendication 7, dans laquelle ledit médicament est un analgésique.

9. Procédé de synthése du peptide selon la revendication 1, caractérisé en ce qu'il comprend une

etape de synthése chimique sur support solide ou une etape de synthése par recombinaison geneétique.



CA 02749824 2011-07-14
WO 2010/081971 PCT/FR2010/000037

1/8

Pt
et
Ty

2033

p-aa

SRR ) &
e
KRN SRR e
.“‘\”f?:”’ s
:'::.... :

yinan

533

s

5 U

wike
L¥

21,

3 i i3 A &3 20 =3 T =3 pap

Figure 2

Pesn3txt

50D

CaV3.2 Pic de courant (nA)

1600
5 1 2 3 4 5 8 7 & 8 10 11

Temps (Mins)



CA 02749824 2011-07-14
WO 2010/081971 PCT/FR2010/000037

2/8

Figure 3

Figure 4
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Figure 5

Séquence pT7-7 .
AATTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGATAAGCTTGGGCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGCGCGAAT
TCTAGCCATATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTCTAGAGGGARACCGTTGTGGTCTCCCTAT
AGTGAGTCGTATTAATTTCGAAGTCTATCAGAAGTTCGAATCGCTGGGCCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGA
AAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCG
TCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCGCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATAGCGGAGTGTA
TATACTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCANAGATCTNTGCGGTGTGAAATAC
CGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGG
TCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACG
CAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCC
ATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTAT
AAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACC
TGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGG
TCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATC
GTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGA
GGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTA
TCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTG
GTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAARAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCT
TTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGA
TCTTCACCTAGATCCTTTTAATTCTTGAAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCAT
GATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTT
CTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAA
GAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCA
CCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCT
CAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCT
ATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGA
CTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGC
CATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTT
TTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCARAACGA
CGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCT
AGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCC
GGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCC
AGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACA
GATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGAT
TGATTT
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Figure 6 (1/2)

Séquence pGex—-4-T1

ACGTTATCGACTGCACGGTGCACCAATGCTTCTGGCGTCAGGCAGCCATCGGAAGCTGTGGTATGGCTGTGCAGG
TCGTAAATCACTGCATAATTCGTGTCGCTCAAGGCGCACTCCCGTTCTGGATAATGTTTTITGCGCCGACATCAT
AACGGTTCTGGCAAATATTCTGAAATGAGCTGTTGACAATTAATCATCGGCTCGTATAATGTGTGGAATTGTGAG
CGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGTATTCATGTCCCCTATACTAGGTTATTGGAAAATTAAGGGCCTTGTGC
AACCCACTCGACTTCTTTTGGAATATCTTGAAGAAARAATATGAAGAGCATTTGTATGAGCGCGATGAAGGTGATA
AATGGCGAAACAAARAAGTTTGAATTGGGTTTGGAGTTTCCCAATCTTCCTTATTATATTGATGGTGATGTTAAAT
TAACACAGTCTATGGCCATCATACGTTATATAGCTGACAAGCACAACATGTTGGGTGGTTGTCCAAAAGAGCGTG
CAGAGATTTCAATGCTTGAAGGAGCGGTTTTGGATATTAGATACGGTGTTTCGAGAATTGCATATAGTAAAGACT
TTGAAACTCTCAAAGTTGATTTTCTTAGCAAGCTACCTGAAATGCTGAAAATGTTCGAAGATCGTTTATGTCATA
AAACATATTTAAATGGTGATCATGTAACCCATCCTGACTTCATGTTGTATGACGCTCTTGATGTTGTTTTATACA
TGGACCCAATGTGCCTGGATGCGTTCCCAAAATTAGTTTGTTTTAAAAAACGTATTGAAGCTATCCCACAAATTG
ATAAGTACTTGAAATCCAGCAAGTATATAGCATGGCCTTTGCAGGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTGGTGGCGACC
ATCCTCCAAAATCGGATCTGGTTCCGCGTGGATCCCCGGAATTCCCGGGTCGACTCGAGCGGCCGCATCGTGACT
GACTGACGATCTGCCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCA
CAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGETGTTGGCGGEGETGTCGEE
GCGCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATAGCGGAGTGTATAATTCTTGAAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCC
TATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCG
GAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGC
TTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCAT
TTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAG
TGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGA
TGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCC
GCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAG
TAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAG
GACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGC
TGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTAT
TAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGAC
CACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGETCTCGCG
GTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAA
CTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAG
TTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTG
ATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAG
GATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGETGEG
TTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATA
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Figure 6 (2/2)

CTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGC
TAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTAC
CGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCG
AACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGG
TAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTG
TCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACG
CCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCC
CTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCA
GCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCAC
ACCGCATAAATTCCGACACCATCGAATGGTGCAAAACCTTTCGCGGTATGGCATGATAGCGCCCGGAAGAGAGTC
AATTCAGGGTGGTGAATGTGAAACCAGTAACGTTATACGATGTCGCAGAGTATGCCGGTGTCTCTTATCAGACCG
TTTCCCGCGTGGTGAACCAGGCCAGCCACGTTTCTGCGAAAACGCGGGAAAAAGTGGAAGCGGCGATGGCGGAGC
TGAATTACATTCCCAACCGCGTGGCACAACAACTGGCGGGCAAACAGTCGTTGCTGATTGGCGTTGCCACCTCCA
GTCTGGCCCTGCACGCGCCGTCGCAAATTGTCGCGGCGATTAAATCTCGCGCCGATCAACTGGGTGCCAGCGTGEG

TGGTGTCGATGGTAGAACGAAGCGGCGTCGAAGCCTGTAAAGCGGCGGTGCACAATCTTCTCGCGCAACGCGTCA
GTGGGCTGATCATTAACTATCCGCTGGATGACCAGGATGCCATTGCTGTGGAAGCTGCCTGCACTAATGTTCCGG
CGTTATTTCTTGATGTCTCTGACCAGACACCCATCAACAGTATTATTTTCTCCCATGAAGACGGTACGCGACTGG
GCGTGGAGCATCTGGTCGCATTGGGTCACCAGCAAATCGCGCTGTTAGCGGGCCCATTAAGTTCTGTCTCGGCGC
GTCTGCGTCTGGCTGGCTGGCATAAATATCTCACTCGCAATCAAATTCAGCCGATAGCGGAACGGGAAGGCGACT
GGAGTGCCATGTCCGGTTTTCAACAAACCATGCAAATGCTGAATGAGGGCATCGTTCCCACTGCGATGCTGGTTG
CCAACGATCAGATGGCGCTGGGCGCAATGCGCGCCATTACCGAGTCCGGGCTGCGCGTTGGTGCGGATATCTCGG
TAGTGGGATACGACGATACCGAAGACAGCTCATGTTATATCCCGCCGTTAACCACCATCAAACAGGATTTTCGCC
TGCTGGGGCAAACCAGCGTGGACCGCTTGCTGCAACTCTCTCAGGGCCAGGCGGTGAAGGGCAATCAGCTGTTGL
CCGTCTCACTGGTGAAAAGAAAAACCACCCTGGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGELCGLCETTGGCCGATT
CATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAG
CTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAA
CAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGGATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGA
AAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGC
CCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCTTTGCCTGGTTTCCGGCACCAGA
AGCGGTGCCGGAAAGCTGGCTGGAGTGCGATCTTCCTGAGGCCGATACTGTCGTCGTCCCCTCAAACTGGCAGAT
GCACGGTTACGATGCGCCCATCTACACCAACGTAACCTATCCCATTACGGTCAATCCGCCGTTTGTTCCCACGGA
GAATCCGACGGGTTGTTACTCGCTCACATTTAATGTTGATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCCAGACGCGAATTAT
TTTTGATGGCGTTGGAATT
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Ségquence pET32

atccggatatagttcctcctttcagcaaaaaacccctcaagacccecgtttagaggccccaaggggttatgectagtt
attgctcagcggtggcagcagccaactcagcttcctttegggetttgttagcagecggatctcagtggtggtggt
ggtggtgctcgagtgcggccgcaagcttgtcgacggagctcgaattcggatccgatatcageccatggecttgtceg
tcgtcgtcggtacccagatctgggctgteccatgtgctggecgttcgaatttagcagcagecggtttctttcatacca
gaaccgcgtggcaccagaccagaagaatgatgatgatgatggtgcatatggccagaaccagaaccggccaggtta
gcgtcgaggaactctttcaactgacctttagacagtgcacccactttggttgccgccacttcaccgtttttgaac
agcagcagagtcgggataccacggatgccatatttcggcgcagtgccagggttttgatcgatgtitcagttttgca
acggtcagtttgccctgatattcgtcagcgatttcatccagaatcggggcgatcattttgcacggaccgecaccecac
tctgcccagaaatcgacgaggatcgccceccecgteccgetttgagtacatccgtgtcaaaactgtcgtcagtcaggtga
ataattttatcgctcatatgtatatctccttcttaaagttaaacaaaattatttctagaggggaattgttatccg
ctcacaattcccctatagtgagtcgtattaatttcgegggatcgagatcgatctcgatcctctacgeccggacgcea
tcgtggccggcatcaccggcgcecacaggtgcggttgetggecgectatatcgeccgacatcaccgatggggaagatce
gggctcgccacttcgggctcatgagecgettgtttecggegtgggtatggtggcaggcecccgtggecgggggactgt
tgggcgccatctccttgcatgcaccattecttgecggecggeggtgctcaacggectcaacctactactgggctgcet
tcctaatgcaggagtcgcataagggagagcgtcgagatcccggacaccatcgaatggcgcaaaacctttcecgeggt
atggcatgatagcgcccggaagagagtcaattcagggtggtgaatgtgaaaccagtaacgttatacgatgtcgcea
gagtatgccggtgtctcttatcagaccgtttccecgegtggtgaaccaggccagceccacgtttictgcgaaaacgcegg
gaaaaagtggaagcggcgatggcggagctgaattacattcccaaccgcgtggcacaacaactggcgggcaaacag
tcgttgctgattggcgttgccacctceccagtctggecctgcacgecgcecgtcgcaaattgtcgcggecgattaaatcet
cgcgccgatcaactgggtgccagecgtggtggtgtcgatggtagaacgaagcggcgtcgaagectgtaaagcggcg
gtgcacaatcttctcgcgcaacgcgtcagtgggectgatcattaactatccgctggatgaccaggatgccattget
gtggaagctgcctgcactaatgttccggegttatttcttgatgtctctgaccagacacccatcaacagtattatt
ttctcccatgaagacggtacgcgactgggcgtggagcatctggtcgcattgggtcaccagcaaatcgcecgetgita
gcgggcccattaagttctgtctcggegegtectgegtcectggectggectggecataaatatctcactcgcaatcaaatt
cagccgatagcggaacgggaaggcgactggagtgccatgtccggttttcaacaaaccatgcaaatgctgaatgag
ggcatcgttcccactgcgatgctggttgccaacgatcagatggcgctgggcgcaatgcgecgecattaccgagtcece
gggctgcgcgttggtgcggacatctcggtagtgggatacgacgataccgaagacagctcatgttatatcccgcecg
ttaaccaccatcaaacaggattttcgcctgctggggcaaaccagcgtggaccgcttgctgcaactctctcagggce
caggcggtgaagggcaatcagctgttgcccgtctcactggtgaaaagaaaaaccaccctggecgeccaatacgceaa
accgcctctccccgcgegttggeccgattcattaatgcagectggcacgacaggttticccgactggaaagcgggeag
tgagcgcaacgcaattaatgtaagttagctcactcattaggcaccgggatctcgaccgatgcecccttgagagcectt
caacccagtcagctccttccggtgggecgecggggcatgactatcgtcecgecgcacttatgactgtcttctttatcat,
gcaactcgtaggacaggtgccggcagcecgectctgggtcattttcggcgaggaccgcectttcgectggagecgegacgat
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gatcggcctgtcgcttgcggtattcggaatcttgcacgceccctegctcaagecttegtcactggtcecccgecaccaa
acgtttcggcgagaagcaggccattatcgccggcatggcggccccacgggtgcgcatgatcgtgctcctgtcgtt
gaggacccggctaggctggecggggttgecttactggttagcagaatgaatcaccgatacgcgagcgaacgtgaag
cgactgctgctgcaaaacgtctgcgacctgagcaacaacatgaatggtcttcggtttccgtgtttcgtaaagtct
ggaaacgcggaagtcagcgccctgcaccattatgttcecggatctgcatecgcaggatgectgetggctacectgtgg
aacacctacatctgtattaacgaagcgctggcattgaccctgagtgatttttctctggtccegecgecatceccatac
cgccagttgtttaccctcacaacgttccagtaaccgggcatgttcatcatcagtaacccgtatcgtgagecatcct
ctctcgtttcatcggtatcattacccccatgaacagaaatcccecccttacacggaggcatcagtgaccaaacagga
aaaaaccgcccttaacatggcccgctttatcagaagccagacattaacgecttctggagaaactcaacgagctgga
cgcggatgaacaggcégacatctgtgaatcgcttcacgaccacgctgatgagctttaccgcagctgcctcgcgcg
tttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctcccggagacggtcacagcttgtectgtaagecggatgce
cgggagcagacaagcccgtcagggcgcgtcagegggtgttggecgggtgtcggggecgcagecatgacccagtcacg
tagcgatagcggagtgtatactggcttaactatgcggcatcagagcagattgtactgagagtgcaccatatatgc
ggtgtgaaataccgcacagatgcgtaaggagaaaataccgcatcaggcgctctteccgettecctcgetcactgact
cgctgcgctcggtcgttcggctgcggcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaat
caggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggecgegttge
tggcgtttttccataggctccgccccectgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaace
cgacaggactataaagataccaggcgtttccccecctggaagectcececctcgtgegectcectectgttccgaccctgecge
ttaccggatacctgtccgectttctecccttecgggaagegtggegectttectcatagectcacgectgtaggtatctea
gttcggtgtaggtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaaccccccgttcagcccgaccgctgcgccttat
ccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagceccactggtaacagga
ttagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaagga
cagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatceccggcaaac
aaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaag
atcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagat
tatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagt
aaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatttcgttcatcca
tagttgcctgactccccgtcgtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggccccagtgctgcaatga
taccgcgagacccacgctcaccggctccagatttatcagcaataaaccagccagceccggaagggccgagcgcagaa
gtggtcctgcaactttatccgectccatccagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgcecag
ttaatagtttgcgcaacgttgttgccattgctgcaggcatecgtggtgtcacgctcgtcgtttggtatggettcat
tcagctccggttcccaacgatcaaggcgagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaagecggttagetccttcg
gtcctccgatcgttgtcagaagtaagttggccgcagtgttatcactcatggttatggcagcactgcataattctc
ttactgtcatgccatccgtaagatgcttttctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgta

tgcggcgaccgagttgctcttgcccggecgtcaatacgggataataccgecgeccacatagcagaactttaaaagtge
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tcatcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaac
ccactcgtgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagcgtttctgggtgagcaaaaaéaggaaggc
aéaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttcctttttcaatattatt
gaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaatagggg
ttccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctgaaattgtaaacgttaatattttgttaaaattcgcgttaaatt
tttgttaaatcagctcattttttaaccaataggccgaaatcggcaaaatcccttataaatcaaaagaatagaccg
agatagggttgagtgttgttccagtttggaacaagagtccactattaaagaacgtggactccaacgtcaaagggc
gaaaaaccgtctatcagggcgatggcccactacgtgaaccatcaccctaatcaagttttttggggtcgaggtgcc
gtaaagcactaaatcggaaccctaaagggagcccccgatttagagecttgacggggaaageccggecgaacgtggcga
gaaaggaagggaagaaagcgaaaggagcgggcgctagggcgctggcaagtgtagcggtcacgctgcgecgtaacca

ccacacccgccgcgcttaatgcgeccecgctacagggcgcgtcecccattcgceca

Figure 8

Inhibition du Cav3.2 recombinant
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