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Facteur endogéne cérébral, procédé d’obtention et applications thérapeutiques et diagnostiques.

L’invention a pour objet un facteur endogéne cérébral
ou un fragment de celui-ci, agissant sur le fonctionnement
sérotoninergique, qui est de nature essentiellement peptidi-
que, a une masse moléculaire d’environ 3500 daltons, un
pK d’environ 5, est thermostable, soluble dans I'acétone
jusqu’a 75%, dans les alcools primaires jusqu’a 90%, dans
'eau, en milieu acide jusqu'a 1M, inactivé dans I'acétoni-
trile a 70% présente une réaction négative avec I'aldéhyde
anisique et peut étre obtenu par:

a) extraction a partir du cortex cérébral,

b) éventuellement filtration sur gel ayant un domaine de
fractionnement compris entre 10000 et 100 daltons, et

¢) purification par chromatographie.
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La présente invention concerne un facteur
endogéne de nature peptidique ou un fragment ce
celui-ci 1iso0lé du cerveau de mammifére et capable
d'interagir avec le fonctionnement du systéme séro-
toninergique cérébral, son procédé d'obtention et ses
applications & des fins thérapeutiques et de diagnos-
tic.

\Le systéme sérotoninergique a été mis en
évidence depuis longtemps dans le cerveau; ses pro-
priétés s'exercent au niveau périphérique et au niveau
central. Au niveau central, il est impliqué dans un
grand nombre de fonctions physiologiques notamment le
sommeil, la thermorégulation, les comportements divers
de faim, de soif, de peur, d'agression, les rythmes
nictéméraux etc... Il est impliqué également dans des
désordres pathologiques tels que migraine, retard men-
tal chez 1l'enfant, démence sénile, dépression et im-
pulsivité.

Les récepteurs impliqués dans le fonction-
nement du systéme sérotoninergique correspondent & 3
Orgrandes classes : 5—HT1, 5-H‘1‘2 et 5-HT3.

Parmi les récepteurs de haute affinité de
type 5-HT1, il apparait qgue les récepteurs 5—HT1b chez
les muridés et les récepteurs 5-H'I'1d chez 1'homme, le
singe, le veau, le cobaye, pourraient jouer un rdle en
tant que récepteurs présynaptiques hétérologues; en
d'autres termes, ces récepteurs sont localisés sur des
terminaisons neuronales non sérotoninergiques et peu-
vent modifier le fonctionnement des terminaisons neu-
ronales.

Depuis plusieurs années,- -un ensemble de ré-
sultats expérimentaux et d'observations cliniques sug-
gére fortement la mise en jeu du systéme sérotoniner-
gique dans des phénoménes directement impliqués dans

la dépression ou dans des syndromes accompagnant
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celle-ci (Coppen, 1974, 1988, Asberg, 1976). Parmi les
divers sites sérotoninergiques impliqués, un rdéle im-
portant a été suggéré pour les 5—HT2 et les 5—HT1 en
particulier. Au cours de leur étude, les inventeurs
ont montré que les récepteurs présynaptiques hétéro-
logues de type 5--HT1 présents sur les terminaisons
cholinergiques de 1l'hippocampe ou du cortex sont mo-
difiés par les antidépresseurs. Les arguments permet-
tant de proposer l'existence d'interaction entre les
antidépresseurs et les sites sérotoninergiques sont de
trois types

1.- Il a été démontré que les antidépres-
seurs modifient 1la 1liaison de la sérotonine sur ses
sites de haute affinité 5—HT1.

2.- Il a été montré que ces mémes antidé-
presseurs modifient l'activité adénylcyclasique liée 3
ces sites 5—HT1.

3.~ Il a été montré en outre que les anti-
dépresseurs antagonisent l'effet inhibiteur de la sé-
rotonine sur la libération neuronale d'acétylcholine.
Cet effet apparait spécifique, sélectif des antidé-
presseurs puisqu'il n'est pas observé avec des neuro-
leptiques ou des benzodiazépines.

Les inventeurs ont été amenés i postuler
l'existence d'un facteur endogéne qui pourrait jouer
le 1rdle des antidépresseurs en modulant 1l'activité
sérotoninergique présynaptique et ont dans le cadre de
leurs travaux isolé et purifié un facteur endogéne
capable de moduler 1l'activité sérotoninergique pré-
synaptique de maniére analogue & celle des antidé-
presseurs.

La présente invention a ainsi pour objet un
facteur endogéne cérébral ou un fragment de celui-ci
agissant sur le fonctionnement sérotoninergigque, qui
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est de nature essentiellement peptidique, a une masse
moléculaire d'environ 3500 daltons, un pK d'environ 5,
est thermostable, soluble dans 1'acétone jusqu'a 75%,
dans les alcools primaires jusqu'a 90%, dans l'eau, en

Y

milieu acide jusqu'd 1M, inactivé dans 1l'acétonitrile
& 70%, présente une réaction négative avec l1'aldéhyde
anisique et peut &tre obtenu par

a) extraction & partir du cortex cérébral,

b) éventuellement filtration sur un gel
ayant un domaine de fractionnement compris entre 10000
et 100 daltons, et

¢) purification par chromatographie.

Le facteur endogéne cérébral selon 1l'inven-
tion est en outre caractérisé en ce qu'il présente en
chromatographie sur couche mince, 1'éluant étant un
mélange butanocl/acide acétique/Hzo : 4/1/1 un Rf égal
a 0,24.

Un autre aspect de 1l'invention est de four-
nir un procédé pour l'obtention du facteur endogéne
cérébral selon l'invention caractérisé en ce que :

- 1l'on 1réalise une extraction & partir du
cortex cérébral, -~

- 1'on filtre éventuellement sur un gel
ayant un domaine de fractionnement compris entre 10000
et 100 daltons,

- 1l'on purifie par chromatographie.

On décrira ci-aprés plus en détail 1'obten-
tion du facteur endogéne cérébral selon 1'invention,

ses caractéristiques et ses propriétés.

I - Obention du facteur endogéne cérébral

La purification a été entreprise & partir de
cerveau de cheval et plus particuliérement & partir du

cortex cérébral.
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Elle peut &tre réalisée selon deux méthodes .
La premiére méthode comprend les 3 étapes : extrac-
tion, filtration et chromatographies.

a) Extraction

Les cerveaux de chevaux ont été collectés
aux abattoirs, transportés sur de la glace et dissé-
qués au laboratoire. Le cortex cérébral était prélevé,
coupé en morceaux, la masse totale étant d'environ 2
kg de +tissu. Aprés addition d'un demi volume d'eau
distillée (volume/poids) 1le mélange était porté &
ébullition pendant 5 nminutes puis refroidi & 4°C.
L'ensemble était homogénéisé (Virtis) et le volume
complété & 2 1 par de l'eau distillée et de 1l'acide
acétique glacial (concentration finale : 1 M). L'ho-
mogénat était centrifugé pendant 20 minutes a 17500 g
et les surnageants collectés. Ceux-ci étaient ensuite
lyophilisés pendant 18 heures environ.

Les lyophilisats obtenus étaient resuspendus
dans 750 ml d'acétone & 75%. Aprés 10 minutes le ma-
tériel soluble était séparé par filtration sur un
filtre fritté conique de porosité égale 4 3. L'eau et
l'acétone du milieu étaient ensuite évaporées au
Rotavapor; 1le résidu ainsi obtenu était remis en sus-
pension dans 100 ml d'eau bidistillée, et lyophilisé.

b) Eiltration sur gel

L'extrait acétonique précédemment obtenu
était resuspendu dans 30 & 40 ml de tampon et centri-
fugé & 100 000 ¢ pendant 30 minutes. Le surnageant
obtenu était filtré & travers un filtre de 0,22 mi-
crométres et conservé & -80°C en portions de 2 ml
jusqu'a ﬁtilisation. Le jour de l'utilisation, aprés
décongélation, les portions étaient injectées direc-
tement dans un appareil d'HPLC de type Perkin-Elmer
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série 400, équipé d'une colonne de perméation sur gel
TSK-KW 40S (domaine de fractionnement correspondant &-
des poids moléculaires de 10 000 & 100 daltons) d'une
longueur de 30 cm et d'un diamétre de 1,6 cm.

Les conditions de séparation chromatographi-
que étaient 1les suivantes : la phase mobile était
constituée par un tampon acétate d'ammonium 50 mM pH7.
Le débit était de 1 ml par minute. La longueur d'onde
4 laquelle étaient analysées les fractions obtenues
était de 280 nm. Les fractions collectées correspon-
daient & une durée de 2 minutes.

Les fractions n° 16 & 20 de chaque sépara-
tion chromatographique en filtration sur gel ont été
collectées et regroupées (temps d'élution correspon-
dant enﬁiron 4 32 & 40 minutes). Ces fractions ont été
lyophilisées (3 1lyophilisations successives) et con-
servées & -80°C. La fraction active correspond & une
masse moléculaire estimée proche de 4000 daltons.

c) Chromatographies

Chromatographie en phase normale.

Les divers lyophilisats obtenus par filtra-
tion sur gel étaient resuspendus dans un mélange ter-
naire d'injection constitué par 70% d'acétonitrile,
20% de méthanol et 10% d'eau bidistillée.

Des portions de 500 microlitres étaient in-
jectées dans une colonne de Lichrosorb-Diol 7 micro-
métres Merck (de 250 mm x 10 mm) couplée & un appareil
de type Perkin-Elmer. Les conditions de chromatogra-
phie étaient les suivantes : la phase mobile consis-
tait en le mélange ternaire ci-dessus. Le gradient
d‘'élution était 1le suivant : gradient linéaire en 20
minutes permettant d'atteindre un mélange ternaire de
50% d'acétonitrile, 40% de méthanol et 10% d'eau bi-
distillée. Le débit était de 4 ml/min. L'observation
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optique des diverses fractions était réalisée & 230
nanométres, la collecte des fractions correspondant
aux différents pics de séparation était effectuée

manuellement.

Divers pics d'absorption optique étaient
obtenus. Le pic correspondant & un temps de rétention
de 5,54 + 0,2 minutes était collecté, la fraction
correspondante reconcentrée par évaporation & l‘'aide
d'un Speedvac couplé & un lyophilisateur.

Chromatographie en couche mince.

La fraction ainsi obtenue était remise en
suspension dans 100 microlitres d'eau bidistillée,
puis déposée en ligne sur une plaque de gel de silice
60 F 250 (Merck) de 0,2 mm d'épaisseur sur feuille
d'aluminium, & 1 cm du bord inférieur.

Le solvant utilisé était un mélange buta-
nol/acide acétique/Hzo : 4/1/1. La révélation était
réalisée par le réactif de Reindel-Hope en lumiére UV
a4 254 nm.

Le matériel séparé correspondait & un Rf de
0,24; il était collecté en grattant la plague puis en
réalisant une sonication dans deux volumes d'eau bi-
distillée; enfin, il était centrifugé pendant 3 minu-
tes, filtré 3 travers un filtre de 0,22 microﬁétres et
enfin, lyophilisé.

Chromatographie HPLC en phase normale.

Le lyophilisat obtenu par chromatographie en
couche mince était resuspendu dans un mélange ternaire
d'injection composé de 70% d'acétonitrile, 20% de mé-
thanol et 10% d'eau; puis centrifugé a 12000 g pendant
3 minutes et filtré sur des filtres de 0,22 micromé-
tres. Il était alors injecté dans une colonne de chro-
matographie en phase normale identique & celle décrite
précédemment. Les conditions d'élution étaient égale-
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ment identiques & celles de 1l'étape de chromatographie
en phase normale ci-dessus décrite.

On observait un pic dont le temps de réten-
tion était égal & 5,5 + 0,2 minutes. Celui-ci était
collecté, distribué en portions et reconcentré a
l1'aide d'un Speedvac relié & un lyophilisateur.

Les portions contenant le produit recherché
étaient conservées a -80°C.

La purification peut en outre &tre réalisée
par une seconde méthode comportant une étape d'extrac-
tion, et une autre de chromatographie en phase in-
verse.

a) Extraction.

L'extraction était réalisée comme indiqué
ci-dessus, excepté qu'aprés l'extraction par 1l'acétone
& 75%, on effectue une extraction supplémentaire par
250 ml d'isopropanol & 90%. Le solvant étant ensuite
évaporé et le résidu obtenu remis en suspension dans
100 ml d'eau bidistillée et lyophylisé.

b) Chromatographie en phase inverse.

Chromatographie en phase inverse sur colonne
c4.

Le lyophilisat obtenu & 1l'étape précédente
était mis en suspension dans 30 ml d'acétate d'ammo-
nium 50 mM pH5 et injecté sur une colonne Nucléosil
300 - 5C4 (250 mm x 10 mm).

Le débit était réglé 4 3 ml min.

Une premiére phase (phase O0) composée de
100% d'acétate d'ammonium 50 mM pHS5, était passée sur
la colonne pendant 1 minute, puis une seconde phase
(phase 1) d'acétate d'ammonium 50 mM pHS5 et d'acéto-

1

nitrile pendant 10 minutes de maniére 3 réaliser un
gradient linéaire permettant d'obtenir une concentra-
tion d'acétonitrile de 0% & 10% en 10 minutes; enfin
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une troisiéme phase (phase) 2 constituée de 50% d'a-
cétate d'ammonium 50 mM pH5 et 50% d'acétonitrile
était passée pendant 5 minutes sur la colonne. Le
chromatogramme obtenu est représenté sur la Fig. 1. La
fraction de temps de rétention compris entre 4 min. 30
et 6 min. 30 contenant l'activité était collectée.

Chromatographie en phase invefse sur colonne
c18.

La fractibn obtenue précédemment était re-
mise en suspension dans 30 ml d'acétate 4'ammonium
50 mM, pH5 et injectée sur une colonnne Lichrosorb
Merck RP18 (250 x 10 mm).

Le débit était réglé & 4 ml. min. 1.

Les phases étaient les suivantes :

- phase O : 1 min., 100% d'acétate d'ammo-
nium 50 mM pHS5,

- phase 1 : 10 min., gradient linéaire
d'acétonitrile de O & 3%, acétate d'ammonium 50 mM
PH5,

-~ phase 2 : 10 min., gradient linéaire,
d'acétonitrile de 3 & 50%, acétate d'ammonium 50 mM
pPHS. -

Le chromatogramme obtenu est représenté sur
la fig. 2. La fraction active est celle correspondant
au pic de rétention égal a 3,44 + O,1.

II - (Caractéristiques du facteur endodgéne

érébral

a) Caractéristiques physicochimiques.

Les caractéristiques physicochimiques du
facteur endogéne cérébral sont essentiellement celles
d'un peptide, dont le poids moléculaire est d'environ
3500 daltons.

La fig. 3 illustre la composition en acides
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aminés. Comme cela apparalt sur cette figure les prin—
cipaux acides aminés retrouvés de facon constante dans
les analyses sont : l'aspartate, la thréonine, la sé-
rine, la glycine, la leucine, l‘'alanine, la valine, la
phénylalanine et un acide aminé correspondant soit au
glutamate, soit a la Qlutamine.

b) Activité biologique et cellulaire du
facteur endogéne cérébral.

A - Interaction de ce facteur avec la liai-
son sérotoninergique de haute affinité 5-ﬂT1.

On a utilisé 1le méme test que celui qui a
permis de suivre 1l'existence de ce facteur endogéne
pendant tout le processus de purification.

Cet essal consiste & observer la liaison de
la Z3H75HT (5HT = 5-hydroxytryptamine ou sérotonine)
sur ses sites spécifiques de liaison S-HT1 et & obser-
ver les capacités d'interaction du facteur endogéne
avec celle-ci.

L'essai était réalisé & partir de prépara-
tions membranaires obtenues & partir de cerveau de
cheval. Les cerveaux étaient disséqués et le tissu
cortical placé dans des tubes & centrifugation ou ils
étaient homogénéisés a ltaide d'un appareil
Ultra-turrax (22000 rpm) pendant 30 secondes dans 5
volumes de tampon Tris-HCl pH = 7,4 (50 mM) contenant
10_5 M de fluorure de phénylméthylsulfonyle (PMSF) et
5 wunités/l d'Aprotinine. L'homogénat était ensuite
incubé pendant 10 minutes & 37°C pour dissocier la
sérotonine endogéne de ses sites de reconnaissance. La
préparation tissulaire était ensuite diluée 20 fois
avec le méme tampon & 22°C et centrifugée pendant 10
minutes & 20 000 g (Kontron Centrikon H401 B) & 4°C.
Le culot obtenu était remis en suspension dans 50 ml

par gramme de tissu frais de tampon Tris-HCl pH 7,4,
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50 mM contenant de la pargyline 5.10°°

M et de l'acide
ascorbigque a 0,1%.

Des portions de 0,5 ml de l'homogénat de
tissu cortical & 1 mg/ml étaient incubées pendant 30
minutes & 22°C dans un volume final de 1 ml de tampon
Tris~HC1 (50 mM, pH 7,4, contenant de la pargyline
5.107°
LBHZS—HT 4 une concentration de 5 nM (correspondant au

M et de l'acide ascorbique 0,1%) en présence de

Kd des récepteurs 5—HT1). Les incubats étaient ensuite
filtrés sous vide sur filtre Whatman de type GF/B en
fibre de verre puis lavés deux fois avec un volume
total de 10 ml de tampon Tris-HCl & 4°C, pH 7,4.
L'appareil utilisé était un Harvester Brandell (New
York), de capacité de 24 tubes filtrés simultanément
sous une dépression de 15 mm de mercure (2.103 Pa).
Les filtres étaient ensuite séchés sous lampe
infrarouge pendant 1 heure et placés dans des fioles a
scintillation contenant 5 ml 4'0CS (Marque déposée par
Amersham) (New England Nuclear, Boston, US); la radio-
activité contenue dans ces filtres était mesurée par
comptage pendant 4 minutes dans un spectrophotométre a
scintillation 1liquide (Kontron SIL 2000). La liaison
spécifique de [S&TSHT était mesurée par la différence
entre la radioactivité retenue en absence et en pré-
sence de 5-HT non radioactive & la concentration de 10
mM.

Pour la mesure de l'effet du facteur endo-
géne sur la liaison 5-HT, les quantités croissantes de
la fraction correspondant au facteur endogéne étaient
ajoutées au milieu d'incubation de la [BH]S—HT en pré-
sence des préparations membranaires; l'effet de l'ad-
dition du facteur endogéne sur la liaison spécifiques
de L;H]S—HT était déterminé selon le méme procédé que

celui décrit au paragraphe précédent.
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Les résultats obtenus apparaissent dans la
fig. 4 qui montre que les fractions correspondant au
facteur cérébral endogéne ont la propriété d'altérer
la liaison de [;H]S—HT sur ses sites spécifiques
5—HT1.

B - Lnteractigh du  facteur endodgéne avec
l'effet fonctionnel cellulaire de la 5-HT sur la libé-

ration d'acétylcholine
La libération de [3H7acétylcholine a été

étudiée en utilisant une technique dérivée de la tech-
nique des synaptosomes superfusés; les synaptosomes
préparés & partir d'un tissu cérébral (hippocampe ou
cortex) de cobaye étaient incubés & 37°C en présence
de [3ﬁ]choline 20 mM pendant 10 minutes dans un milieu
tamponné Hepes. Ce matériel était ensuite lavé dans 25
volumes de tampon Hepes & 37°C, centrifugé pendant 4
minutes & 12000 g; le culot ainsi obtenu était resus-
pendu dans 30 volumes de tampon Hepes & 37°C, des por-
tions de 500 microlitres de la préparation synaptoso-
male étaient distribuées dans des séries de tubes con-
tenant ou non calcium et/ou potassium. La libération
d'acétylcholine était mesurée aprés centrifugation des
incubats et détermination de la radioactivité dans les
surnageants obtenus. L'effet de la sérotonine sur la
libération évoquée d'acétylcholine était déterminé en
présence de l'amine ou d'un analogue sérotoninergique
agoniste, 1le trifluorophénylméthylpipérazine (TFMPP)
dont l'effet correspondait & une inhibition de 48 * 5%
de la libération évoquée d'acétylcholine.

Dans les conditions décrites ci-dessus, il a
été montré que les antidépresseurs étaient capables
d'antagoniser 1'effet inhibiteur de la sérotonine sur
la libération évoquée d'acétylcholine; de facon simi-
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laire, 1le facteur endogéne a des concentrations qui
sont capables d'altérer la liaison de la sérotonine
est également capable d'antagoniser 1'effet inhibiteur
de la sérotonine sur la libération évoquée d'acétyl-
choline, comme cela apparait sur la fig. 5.

Les propriétés biologiques du facteur endo-

géne cérébral montrent que celui-ci est capable d'in-
teragir avec le fonctionnement du systéme sérotoni-
nergique modulateur du fonctionnement d'autres neu-
rones sérotoninergiques ou non sérotoninergiques. En
outre, ce facteur mime l'effet des antidépresseurs a
ce niveau. Ces observations conduisent & deux conclu-
sions essentielles
1) tout d‘abord ce facteur endogéne est capable d'al-
térer 1le fonctionnement sérotoninergique cérébral; en
conséquence il peut modifier certains effets physio-
logiques de la sérotonine au niveau cérébral et par la
intervenir dans les comportements, la régulation ther-
migue, le sommeil, l'apprentissage, la mémoire etc..
et également interagir sur le fonctionnement séroto-
ninergique & des niveaux périphériques notamment en ce
qui concerne des propriétés immunes.
2) une deuxiéme conclusion est que les interactions de
ce facteur avec le systéme sérotoninergique sont im-
pliquées dans la pathologie de la dépression ou tout
au moins dans celle des mécanismes d'action des anti-
dépresseurs suggérant que ce facteur naturel pourrait
réguler les effets modulateurs de la sérotonine sur le
fonctionnement d'autres neurones cérébraux et que ce
mécanisme serait important dans la pathologie de la
dépression.

Par conséquent, l'invention a également pour
objet une composition pharmaceutique comprenant 4
titre de principe actif le facteur endogéne cérébral
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selon l'invention ou un fragment actif de celui-ci.

Cette composition pharmaceutique est desti-
née a4 traiter les pathologies liées au systéme séroto-
ninergique au niveau cérébral et périphérique.

Au niveau périphérique, 1l'action de 1la
composition selon 1l'invention est une modulation du
systéme immunologique par modificatioﬁ des effets du
stress. :

Au niveau'cérébral, elle agit en corrigeant
les effets de la sérotonine, notamment au niveau du
comportement, de la régulation thermique, du sommeil,
etc...

Elle intervient en particulier par son
action antidépressive, son action sur 1l'impulsivité ou
l1'inhibition et son action sur l'anxiété. Elle peut en
outre &tre utilisée pour son activité dans la maladie
d'Alzheimer. '

Les compositions ~ pharmaceutiques selon
l'invention peuvent &tre administrées par voie orale
ou parentérale. Comme exemples on peut citer les com-
primés, les gélules, les suppositoires, les solutions
ou suspensions injectables- ainsi que les formes re-
tard.

Dans ces compositions, le principe actif est
généralement mélangé avec un ou plusieurs excipients
pharmaceutiques acceptables bien connus de 1'homme de
l'art.

La dquantité de principe actif administré
dépend évidemment du patient qui est traité, de la
voie d'administration et de la sévérité de la maladie.

En outre, dans la mesure ou le facteur en-
dogéne cérébral joue un rdle clé dans la pathologie de
la dépression, »un dosage dans les fluides périphéri-
ques peut représenter un outil intéressant de diagnos-
tic de cette pathologie.
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L'invention a par conséguent égaiement>pour
objet des anticorps monoclonaux ou polyclonaux dirigés
contre le facteur endogéne cérébral.

IL.a présente invention a également pour objet
des hybridomes produisant des anticorps monoclonaux
dirigés contre 1le facteur endogéne cérébral selon
l'invention.

Les sérums polyclonaux et monoclonaux peu-
vent &tre préparés selon une technique classique. A
cet effet des fragments peptidiques de celui-ci peu-
vent étre couplés & des agents immunogénes, tels que
la KLH (Keyhole Lympet Hemocyanin), l'ovalbumine, la
sérum-albumine bovine etc, par un agent de couplage
tel que le glutaraldéhyde. Le facteur endogéne céré-
bral peut aussi &tre injecté directement.

Les immunisations peuvent gtre effectuées de
maniére classique par exemple chez le lapin et chez la
souris, en injectant & 1l'animal par exemple 100 micro-
grammes du produit de couplage en présence d'adjuvant
de Freund 3 & 4 fois & 3 semaines d'intervalle. Il est
ainsi possible d'obtenir chez le lapin des sérums po-
lyclonaux.

Les hybridomes et les anticorps monoclonaux
peuvent &tre obtenus par les procédés classiques.

La/présente invention a également pour objet
un procédé de dosage ou de détection du facteur endo-
géne cérébral selon 1l'invention dans les tissus et
liquides biologiques.

A cet effet, on peut utiliser notamment une
méthode de type RIA utilisant un peptide marqué par un
radioisotope, et la compétition entre ce peptide et le
facteur endogéne & doser (Niswender G.D. et al; Porc.
Soc. Exp. Biol. 128, 807, 1968). On peut également
utiliser une méthode de type ELISA utilisant par exem-
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ple un peptide sur un support et la compétition entre
ce peptide et le facteur endogéne cérébral & doser-
vis-a-vis des anticorps préparés contre celui-ci. Les
anticorps retenus par le peptide fixé au support sont
détectés par des anticorps dirigés contre le premier

et 1iés a4 une enzyme.
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REVENDICATIONS

1. Facteur endogéné cérébral ou fragment de
celui-ci, agissant sur le fonctionnement sérotoniner-
gique, qui est de nature essentiellement peptidique, a
une masse moléculaire d'environ 3500 daltons, un pK
d'environ 5, est thermostable, soluble dans 1l‘'acétone
jusqu'a 75%, dans les alcbols primaires jusqu'a 90%,
dans l'eau, en milieu acide jusqu'a 1M, inactivé dans
l'acétonitrile & 70% présente une réaction négative
avec 1l'aldéhyde anisique et peut é&tre obtenu par :

a) extraction & partir du cortex cérébral,

b) éventuellement filtration sur gel ayant
un domaine de fractionnement compris entre 10000 et
100 daltons, et

c) purification par chromatographie.

2. Facteur endogéne cérébral selon la reven-—
dication 1, caractérisé en ce qu'il présente en chro-
matographie sur couche mince, 1'éluant étant un mélan-
ge butanol/acide acétique/Hzo : 4/1/1, un Rf égal a

0,24.

3. Procédé pour 1l'obtention d'un facteur
endogéne cérébral selon la revendication 1 ou 2, ca-
ractérisé en ce que

a) l'on réalise une extraction & partir du
cortex cérébral,

b) éventuellement, 1l'on filtre sur un gel
ayant un domaine de fractionnement compris entre 10000
et 100 daltons,

c) l'on purifie par chromatographie.

4. Procédé selon la revendication 3, carac-
térisé en ce que l'étape a) comprend une extraction a

Y

l'acide acétique suivie d'une extraction a l'acétone.



10

15

20

25

30

. 2657784

17

5. Procédé selon la revendication 4, carac-
térisé en ce que l'étape a) comprend une extraction &
l'acide acétique glacial, une centrifugation-a 17500 g
pendant 20 minutes, une lyophilisation, une remise en
suspension dans l'eau et une extraction & 1'acétone.

6. Procédé selon la revendication 3, carac-
térisé en ce que dans l1l'étape b) la filtration est
réalisée sur une colonne HPLC avec de l'acétate d'am-
monium 50 mM comme éluant.

7. Procédé selon la revendication 3, carac-
térisé en ce que 1l'étape c) comprend une chromatogra-
phie HPLC en phaée normale suivie d'une chromatogra-
phie en couche mince et une chromatographie en phase
normale.

8. Procédé selon la revendication 6, carac-
térisé en ce que les chromatographies HPLC en phase
normale sont réalisées avec une phase mobile consis-
tant en un mélange composé de 70% d'acétonitrile, 20%
de méthanol et 10% d'eau bidistillée et la chromato-
graphie en couche mince est réalisée sur gel de silice
avec comme éluant un mélange butanol/acide acétique/
H,0 : 4/1/1.

9. Procédé selon la revendication 3, carac-
térisé en ce que l'on réalise une extraction & 1l'acide
acétique, une extraction & l'acétone et une extraction
& 1l'isopropanol, et 1l'on réalise une chromatographe
HPLC en phase inverse sur une colonne Nucléosil 300 -~
5C4 suivie d'une chromatographie HPLC en phase inverse
sur une colonne Lichrosorb Merck RP18, la phase mobile
étant constituée par un gradient d'acétonitrile dans
l'acétate d'ammonium.

10. Composition pharmaceutique comprenant &
titre de principe actif le facteur endogéne cérébral
selon la revendication 1 ou un fragment actif de
celui-ci.
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11. Composition pharmaceutique selon la
revendication 10, destinée a4 combattre les pathologies
liées au systéme sérotoninergique au niveau cérébral
et périphérique.

12. Composition pharmaceutique selon la
revendication 11 pour le traitement de la dépression,
de 1l'impulsivité, de l'inhibition, de i'anxiété ou de
la maladie d‘Alzheimer.

13. Anticérps monoclonaux et polyclonaux
dirigés contre le facteur endogéne cérébral selon la
revendication 1 ou 2 ou un fragment de celui-ci.

14. Hybridomes, caractérisés en ce qu'ils
produisent des anticorps monoclonaux selon la reven-
dication 13.

15. Procédé de dosage ou de détection du
facteur endogéne céiébral selon la revendication 1 ou
2, dans les tissus et liquides biologiques, comprenant
l'utilisation d'anticorps monoclonaux et polyclonaux
dirigés contre 1le facteur endogéne cérébral ou un

épitope de celui-ci.
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