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minimal, et (b) un deuxi¢me €lément comprenant un acide nucléique codant un PPAR sous contrdle d’un promoteur transcriptionnel,
en vue de leur utilisation simultanée, séparée ou espacée dans le temps. L’invention concerne I’utilisation de ces compositions et
méthodes dans les domaines expérimentaux, cliniques, thérapeutiques ou diagnostiques.
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SYSTEME DE REGULATION DE L’EXPRESSION UTILISANT LES RECEPTEURS NUCLEAIRES PPAR

La présente invention concerne le domaine de la biologie. Elle concerne
notamment le domaine de la régulation de I'expression de genes et, plus
particuliérement, elle décrit la mise au point et le développement d'un nouveau
systtme de régulation pharmacologique de I'expression de transgenes.
L'invention repose notamment sur l'utilisation de constructions d’origine humaine
pour activer la transcription du transgéne. L'invention décrit ainsi de nouvelles
compositions, constructions et méthodes permettant la regulation efficace de
I'expression d'un acide nucléigue in vitro, ex vivo ou in vivo, par exemple dans
les cellules musculaires. Les applications qui découlent de la présente invention
sont nombreuses, dans les domaines expérimentaux, cliniques, thérapeutiques
ou diagnostiques, par exemple.

Le contrle du niveau et de la durée de I'expression des transgénes est
nécessaire pour de nombreuses applications. Ainsi, en thérapie génique, le
succés de la thérapie peut requérir un dosage spécifique de la protéine
synthétisée a partir du transgéne. De méme, la production de protéines
recombinantes in vitro peut &tre améliorée en utilisant des systemes
d'expression inductibles, permettant par exemple de découpler les phases de
croissance et de production. La construction d'animaux transgéniques, I'étude
des effets d'un géne ou de la biodisponibilité d'une proteine, etc. sont autant de
situations dans lesquelles un controle approprié de I'expression génétique peut
étre mis en ceuvre et apporter des améliorations.

Différents régulateurs de transcription artificiels ont eté congus dans l'art
antérieurs, activés par une molécule xénobiotique qui se lient sur les séquences
promotrices de la transcription du transgéne.

Une premiére illustration de ces régulateurs a été construite par fusion du
répresseur Lac de E. coli avec le domaine transactivateur de VP16 du virus

herpés simplex (HSV). Deux versions de ces régulateurs existent, 'une pouvant

étre activée par l'isopropyl b-D-thiogalactoside (IPTG) et l'autre inactivée par

,I'IPTG (Baim S. et coll., Proc Natl Acad Sci U S A, 88 (1991) 5072-5076 ; Labow

M. et coll., Mol. Cell. Biol., 10 (1990) 3343-3356).
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Un autre systéme a été construit par fusion du répresseur Tet de E. coli
avec le domaine transactivateur de VP16 de HSV. Il existe également deux
versions de ces régulateurs, 'une pouvant étre activée par la tétracycline ou ses
dérivés et I'autre inactivée par ces mémes molécules (Gossen M. et Bujard H.,
Proc Natl Acad Sci U S A, 89 (1992) 5547-5551; Gossen M. et coll., Science,
268 (1995) 1766-1769).

Un autre systéme a été construit par fusion du domaine de liaison a '’ADN
de la protéine GAL4 de S. cerevisiae avec le domaine de liaison au ligand du
récepteur humain a la progestérone et le domaine transactivateur de VP16 de
HSV, cette version est activée par un analogue de la progestérone tel que le
RU486 (Wang Y. et coll., Proc Nat/ Acad Sci U S A, 91 (1994) 8180-8184). Une
fusion du récepteur a I'ecdysone de drosophile avec le domaine transactivateur
de VP16 de HSV a également été décrite, activée par l'ecdysone et les
analogues de cette hormone stéroidienne (No D. et coll., Proc Nat/ Acad Sci U S
A, 93 (1996) 3346-3351). Un autre systéme tire parti de la capacité de certaines
molécules immunosuppressives (cyclosporine A, rapamycine et ses dérives) de
promouvoir ['association de certaines protéines cellulaires. Un régulateur
transcriptionnel est alors constitué de deux sous-unités protéiques, la premiere
peut étre formée par la fusion d’'un domaine de liaison & I'ADN chimérique et de
trois copies de la protéine humaine FKBP et la deuxiéme par la fusion du
domaine de liaison & la rapamycine de la protéine humaine FRAP et du
domaine transactivateur de la sous-unité p65 de NFkB humain. Ce regulateur
transcriptionnel est activé par la rapamycine qui permet la dimérisation des deux
sous-unités (Rivera V. et coll., Nat. Med., 2 (1996) 1028-1032).

Méme si ces systémes permettent d'obtenir des niveaux de régulation
satisfaisants dans certains tissus, ils présentent néanmoins certains
inconvénients qui limitent leurs conditions d'utilisation. Ainsi, ces régulateurs
transcriptionnels sont des protéines xénogéniques chez I'homme. Elles sont en
effet constituées de fragments protéiques provenant de bactérie, de virus, de
levure ou d’insecte ou, lorsque les domaines protéiques sont d’origine humaine,

leur jonction crée des séquences étrangeres a I'homme. Ces domaines
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protéiques- peuvent donc induire une réaction immunitaire cytotoxique,
entrainant la destruction des cellules qui expriment le géne d'intérét sous
contrdle du régulateur transcriptionnel xénogenique, et ainsi [arrét de
I'expression du transgéne. Cette situation peut imposer le recours a des
administrations répétées du gene thérapeutique, ce qui constitue un
inconvénient important, notamment lorsque cela implique un acte chirurgical
traumatique, et qui n'est pas toujours efficace, notamment lorsque le vecteur du
géne thérapeutique est un virus dont la premiére injection provogue une
réaction immunitaire. En outre, les niveaux d'expression observés avec les
systémes de régulation de l'art antérieur ne sont pas toujours satisfaisants.

Il existe donc un besoin d'un systéme de régulation de l'expression
amelioré, compatible avec un usage in vivo, utilisable dans différents tissus, et
assurant des niveaux d'expression importants a l'état active. La présente
invention apporte une solution & ces problemes.

La présente invention concerne en effet un systéme de regulation utilisant
un activateur d’origine humaine. Ceci doit permettre d’éviter les administrations
répétées du gene thérapeutique.

La présente invention décrit en particulier un systeme améliore
d’expression inductible utilisant les récepteurs nucléaires PPAR (Peroxisome
proliferator-activated  receptors) comme  regulateurs transcriptionnels.
L'utilisation de PPRE dans un systéme d'expression hépatospécifique a été
décrit dans la demande WO 98/21349. Le systeme arﬁélioré selon l'invention
permet a présent de produire le régulateur transcriptionnel (une protéine PPAR
d'origine humaine, et donc essentiellement non xénogénigue chez 'homme), et
le promoteur inductible, qui controle I'expression du transgene, est composeé
d'une part d’'un promoteur minimum et d'autre part d'un élément de réponse aux

PPAR (PPRE). Le systéme de linvention est activable, in vitro et egalement in

vivo, en particulier dans le muscle, par les ligands spécifiques des PPAR. De
plus, le niveau d'expression du transgéne, obtenu apres activation, est

comparable & celui d’'un promoteur fort comme le promoteur hCMV-IE.
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Le systéme selon la présente invention présente donc de nombreux
avantages, a la fois en termes d'induction importante, de tolérance (notamment
pour un usage in vivo), de force et de conditions d'utilisation.

L'invention décrit donc de nouvelles constructions pour la réalisation et la
mise en ceuvre de ce systéme, notamment des régions promotrices, des
cassettes d'expression et des plasmides. L'invention deécrit aussi des
constructions nouvelles de PPAR permettant un contrble ameéliore de
l'expression de génes, ainsi que des combinaisons de ces différentes
constructions. L'invention montre en outre que ces methodes et compositions
permettent un contrdle et une régulation importants de I'expression in vitro et in
vivo. L'invention concerne aussi des cellules comprenant des constructions de
linvention, ainsi que des méthodes de criblage de composés ligands des PPAR,
par exemple.

Plus particuliérement, un premier objet de linvention réside dans une
composition comprenant:

(a) un premier élément comprenant un acide nucléique d'interét sous
controle d'un promoteur inductible comprenant un élément de reponse a un
PPAR et un promoteur transcriptionnel minimal, et

(b) un deuxiéme élément comprenant un acide nucléique codant un PPAR
sous contréle d'un promoteur transcriptionnel,

en vue de leur utilisation simultanée, séparée ou espacee dans le temps.

Dans un mode plus particulier, les compositions de linvention
comprennent en outre:

(c) un ligand de PPAR,
également en vue d'une utilisation simultanée, séparée ou espacee dans le
temps.

Avantageusement elles comprennent en outre un élément (d) comprenant
un acide nucléique codant un récepteur rétinoide X (RXR) sous le controle d’'un

promoteur transcriptionnel.
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L'expression en vue d'une utilisation simultanée, séparée ou espacee dans
le temps indique gue les éléments (a), (b), le cas echeant (c), et/ou (d), peuvent
étre  préparés separément, conditonnés separément, et utilises
séquentiellement, pour permettre le contréle de 'expression de I'acide nucléique
d'intérét. Typiquement, les éléments (a) et (b), et éventuellement (d) sont
préparés et conditionnés ensemble, alors que le composé c) est conditionné
séparément et utilisé de maniére espacée dans le temps avec (a) et (b), et
éventuellement (d), la combinaison de ces différents éléments dans une cellule,
un tissu, un organe, etc. conduisant & leffet de régulation d'expression
recherché.

A cet égard, dans un mode particulier de réalisation d'une composition de
linvention, les éléments (a) et (b) et éventuellement (d) sont portés par des
constructions génetiques distinctes.

Dans un autre mode particulier et préféré de réalisation d'une composition
de l'invention, les éléments (a) et (b) et éventueliement (d) sont assembles dans
une méme construction génétique. La présente invention décrit ainsi des
constructions génétiques complexes permettant ['expression d'un produit
dlintérét et d'un PPAR. Ces constructions sont particuliérement avantageuses
puisqu'elles comportent, a elles seules, I'ensemble des éléments genetiques
nécessaires a I'expression régulée de I'acide nucléique d'intérét.

La ou les constructions génétiques peuvent étre de nature et/ou d'origine
variées, notamment plasmidigue, episomique, chromoso.mique, virale, phagique,
etc. Préférentiellement, la construction génétique est un vecteur plasmidique ou
viral.

A titre illustratif de plasmides portant séparément les éléments (a) ou (b) on
peut citer par exemple les plasmides JxnS-TK-pGL3, JxnAS-TK-pGL3, DR1xnS-
TK-pGL3, DR1xnAS-TK-pGL3, JxnAS-CMV-pGL3, pSG5-hPPARg2g2, ou
Jx10AS-CMV-EF-pGL3, qui seront décrits en détails plus loin.

A titre illustratif de plasmides dans lesquels les éléments (a) et (b) ont été

assemblés, on peut citer par exemple les plasmides Jx5AS-TK-Luc-hPPARg2,
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SV-g2-J10-C-pGL3, hPPARg2-CMV-Jx5AS-TK-pGL3 ou hPPARg2-CMV-
Jx10AS-CMV-pGL3, qui seront décrits en détails pius loin.

Comme exemple de vecteur viral, on peut citer notamment un adénovirus
recombinant, un rétrovirus recombinant, un AAV, un herpés virus, un virus de la
vaccine, etc., dont la préparation peut étre réalisée selon les méthodes connues
de I'homme du métier.

L'agencement et la structure des constructions génetiques seront décrits
plus en détail dans la suite du texte.

A cet égard, comme indiqué ci-avant, I'élément (a) comprend un promoteur
inductible comprenant au moins:

- un élément de réponse a un PPAR, et

- un promoteur transcriptionnel minimal.

Un élément de réponse & un PPAR (PPRE, "Peroxysome Proliferator
Response Element") est une région d'acide nucléique capable de fixer un
PPAR, la liaison du PPAR pouvant ensuite médier un signal vers des regions
nucléiques voisines. Un élément de réponse a un PPAR est donc une region
d'acide nucléique capable de lier les PPAR. Pour la mise en ceuvre de
linvention, I'élément de réponse a un PPAR comprend plus particulierement un
ou plusieurs sites de liaison du PPAR. De tels sites de liaison ont été decrits
dans l'art antérieur, comme par exemple dans différents promoteurs humains
(géne de l'apolipoprotéine All, par exemple). De tels sites peuvent également
étre construits artificiellement, et testés pour leurs propriétés de PPRE, comme il
est décrit ci-apres.

Dans un mode particulier de réalisation, I'élément de réponse a un PPAR
comprend un ou plusieurs sites de séquence TCAACCTTTACCCTGGTAG
(SEQ ID NO:1) ou de variants fonctionnels de cette séquence. La séquence
SEQ ID NO:1 correspond a la région J du promoteur de l'apoAll humain
(nucléotides -734 a -716).

Dans un autre mode particulier de réalisation, I'éiément de réponse a un

PPAR comprend un ou plusieurs sites de séquence AGGTCAAAGGTCA (SEQ
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ID NO:5) ou de variants fonctionnels de cette séquence. La séquence SEQ ID
NO: 5 correspond a la région consensus DR1.

Le terme variant fonctionnel désigne toute séquence modifiée conservant
les propriétés de PPRE telles que mentionnées ci-dessus, Cc'est-a-dire
notamment la capacité de lier un PPAR. Les modifications peuvent comprendre
une ou plusieurs additions, mutations, délétions et/ou substitutions de
nucléotides dans la séquence considérée. Ces modifications peuvent étre
introduites par les méthodes classiques de la biologie moléculaire, telles que
notamment la mutagénése dirigée ou, plus pratiquement, par synthése
artificielle de la séquence dans un synthétiseur. Généralement, les variants
conservent au moins 50% des résidus de la séquence initiale indiquée. Plus
préférentiellement, les variants possédent des modifications affectant moins de
5 nucléotides dans la séquence considérée. Les variants ainsi obtenus sont
ensuite testés pour leur activité de PPRE. Cette propriété peut étre verifiee de
différentes facons, et notamment:

(i) par mise en contact de la séquence test avec un PPAR, et un récepteur
rétinoide X (RXR), préférentieliement dans un test acellulaire, et la détection de
la formation d'un complexe (par exemple par retard de migration sur gel);

(i) par insertion de la séquence test dans une cassette d'expression
comprenant un promoteur minimal et un géne reporter, introduction de la
cassette dans une cellule, et détection (le cas échéant dosage) de I'expression
du géne reporter en présence et en l'absence d'un PPAR et d'un ligand d'un
PPAR,;

(iii) par toute autre technigue connue de 'homme du métier, permettant de
mettre en évidence l'interaction entre un acide nucléique et une proteine, par
exemple.

Un variant est considéré comme fonctionnel au sens de la présente
invention lorsque l'activitté mesurée, par exemple en (i) ci-dessus, est
préférentiellement au moins égale a 50% de celle mesurée avec un site de
séquence SEQ ID NO:1 ou 5, plus préférentiellement au moins égale a 75%.

Des variants fonctionnels de sites de liaison de PPAR au sens de linvention
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sont décrits par exemple dans Juge-Aubry et al. (J. Biol. Chem. 272 (1997)
25252) et dans Nakshatri et al. (NAR 26 (1998) 2491), incorporés a la présente
par reférence.

Les récepteurs rétinoides X (RXR) sont codés par trois genes RXRa,
RXRB, et RXRy, dont I'isolement et la séquence ont été décrits (Mangelsdorf DJ
et al. (1990) Nature 345, 224-229 ; Mangelsdorf DJ et al. (1992), Genes Dev 6,
329-344). Préférentiellement, I'élément (d) code pour le RXRa humain.

En ce qui concerne 'hétérodimérisation PPAR/RXR, deux revues peuvent
étre consultées : Mangelsdorf DJ and Evans RM (1995), Cell 83, 841-850 et
Wilson TM and Wahli W (1997), Current Opinion in Chemical Biology 1, 235-
241. L'article de Schuiman IG et al. (1998), Molecular and Cellular Biology 18,
3483-3494 décrit la transactivation par I'hétérodimére PPARy/RXRa.

L'utilisation de I'élément (d) est susceptible de synergiser l'activite de
Féiément (b).

Comme indiqué ci-avant, dans les compositions selon l'invention, I'élement
de réponse au PPAR peut comprendre plusieurs sites de liaison a un PPAR. I
peut s'agir d'une répétition d'un méme site, ou de combinaisons de sites
différents, la répétition de sites identiques étant préférée. Plus particulierement,
I'élément de réponse comprend jusqu'a 30 sites de liaison, de préférence de 3 a
20, pius préférentiellement de 5 a 15. Un mode de réalisation préferé de
linvention est une construction comprenant de 10 a 15 sites de liaison, les
résultats présentés dans les exemples montrent en effet les propriéteés
avantageuses de telles constructions en termes d'induction et de niveaux
d'expression, notamment dans les cellules musculaires.

Pour la réalisation d'un promoteur inductible selon I'élément (a) des
compositions de l'invention, I'élément de réponse au PPAR est associé a un
promoteur minimal transcriptionnel. Le promoteur minimal est un promoteur
transcriptionnel ayant une activité basale faible ou inexistante, et susceptible

d'étre augmentée en présence d'un activateur transcriptionnel (I'interaction d'un

 PPAR active avec I'élément PPRE). Un promoteur minimal peut donc étre un

promoteur naturellement faible dans les cellules mammifére, c'est-a-dire
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produisant-une expression non toxique et/ou non suffisante pour obtenir un effet
biologique prononcé. Avantageusement, un promoteur minimal est une
construction préparée a partir d'un promoteur natif, par délétion de région(s) non
essentielle(s) a l'activité transcriptionnelle. Ainsi, il s'agit de préference d'un
promoteur comprenant essentiellement une boite TATA, géneralement d'une
taille inférieure @ 160 nucléotides, centrée autour du codon d'initiation de la
transcription. Un promoteur minimal peut ainsi étre préparé a partir de
promoteurs viraux, cellulaires, forts ou faibles, tels que par exempie le
promoteur du géne de la thymidine kinase (TK) du virus de l'herpes, le
promoteur immédiat du CMV, le promoteur PGK, le promoteur du gene de la
créatine kinase musculaire (MCK), les promoteurs des genes des différentes
isoformes d'actine du muscle squelettique, le promoteur du gene de la desmine,
le promoteur du géne de la vimentine, les promoteurs des génes de chaine
légére ou chaine lourde de la myosine, etc. Des exemples particuliers de
promoteurs minimum sont représentés par les nucléotides -54 a +48 du CMV ou
-105 a +56 du promoteur TK, par exempile. |l est entendu que tout variant de ces
promoteurs ou construction similaire & partir d'autres promoteurs peut étre
construit par 'homme du métier et utilisé dans le cadre de la présente invention.

Le promoteur minimal (Pmin), I'élément de réponse au PPAR (PPRE) et
l'acide nucléique d'intérét (AN) sont agencés de maniere fonctionnelle dans
l'élément (a), cest-a-dire de sorte que le promoteur minimal controle
I'expression de l'acide nucléique d'intérét et que son éctivité soit regulée par
l'élément PPRE. Généralement, ces régions sont donc disposées dans l'ordre
suivant, dans [lorientation 5->3' : PPRE-Pmin-AN. Toutefois, tout autre
agencement fonctionnel peut étre envisagé par 'homme du métier sans departir
de la présente invention.

En outre, les différents domaines fonctionnels ci-dessus peuvent étre lies
directement les uns aux autres, ou séparés par des nucléotides n'affectant pas
significativement le caractére régulé du promoteur de l'élément (a). De tels
nucléotides peuvent étre des résidus neutres sur le plan fonctionnel, résultant

par exemple d'étapes de clonage (extrémités PCR, sites de restriction, etc.).
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Ces nucléotides peuvent aussi posséder des propriétés biologiques, permettant
de conférer des caractéristiques ou performances améliorées au systeme de
linvention (amplificateur de génes de meénage, amplificateur tissus spécifiques,
silenceur, intron, site d'épissage, etc.). A cet égard, dans un mode de réalisation
particulier de l'invention, ie promoteur inductible comprend en outre une région
amplificatrice. Une telle région permet avantageusement d'augmenter les
niveaux d'expression de lacide nucléique d'intérét. Une telle région
amplificatrice (E) est préférentieliement positionnée en 3' du promoteur minimal,
entre ce dernier et l'acide nucléique d'intérét, selon le schéma suivant (5'->3'):
PPRE-Pmin-E-AN.

D'autre part, dans les constructions de l'invention, le promoteur minimal et
I'élément de réponse a un PPAR peuvent étre présents soit dans la méme
orientation (c'est-a-dire dans le sens de la transcription), soit en orientation
inverse (c'est-a-dire que I'élément de réponse a un PPAR est dans l'orientation
antisens par rapport a la transcription par le promoteur Pmin). Comme illustre
dans les exemples, ces deux modes de réalisation permettent un contrble
efficace de la régulation de I'expression in vitro comme in vivo.

Comme indiqué ci-avant, I'élément (b) des compositions selon l'invention
comprend au moins:

- un acide nucléigue codant un PPAR,

- sous contréle d'un second promoteur transcriptionnel.

Les PPAR appartiennent a la superfamille desfécepteurs hormonaux
nucléaires, et sont regroupés dans trois groupes distincts, les PPARa, PPARS
(également appelé NUC-1 ou PPARp) et PPARYy. L'isolement et la sequence de
nombreux PPAR humains ont été décrits dans la littérature (voir notamment
Sher T. et coll., Biochemistry, 32 (1993) 5598-5604 ; Mukherjee R. et coll., J.
Steroid Biochem. Molec. Biol., 51 (1994) 157-166 ; Fajas L. et coll., J. Biol.
Chem., 272 (1997) 18779-18789 ; Mukherjee R. et coll., J. Biol. Chem., 272
(1997) 8071-8076; Schmidt A. et coll., Mol. Endocrinol. 6 (1992) 1634-1641. Le

promoteur du PPARy a en outre été récemment cloné, comme le décrit la

demande W099/05161.
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Dans- un mode préféré de linvention, 'acide nucléigue codant un PPAR
code un PPAR humain, en particulier un PPARa ou un PPARy. Les résultats
présentés dans les exemples montrent en effet que I'utilisation de ces moiécules
assure au systéme de linvention des niveaux de régulation et d'expression
importants, notamment dans les cellules musculaires.

Selon un premier mode de mise en ceuvre, il s'agit d'un PPARa ou un
PPARy dans sa forme native, c'est-a-dire sans modification de structure primaire
par rapport a la molécule naturelie.

Selon un autre mode de réalisation, il s'agit d'un PPAR modifie comprenant
plusieurs sites de liaison au ligand.

A cet égard, la présente invention décrit et a également pour objet tout
PPAR modifi¢ comprenant plusieurs sites de liaison au ligand. Plus
particuligrement, il s'agit d'un PPARa ou un PPARy, encore plus
préférentiellement d'un PPARy. De préference, les PPAR modifiés selon
linvention comprennent de 2 a 5 sites de liaison au ligand, plus
préférentiellement de 2 a 4 sites de liaison. Il s'agit plus particulierement de
PPAR comportant 2 & 5 copies des domaines E et F impliqués dans la liaison au
ligand. Les protéines PPAR renferment différents domaines : le domaine N-
terminal A/B qui contient une région transactivatrice non dépendante du ligand,
le domaine C qui est le domaine de liaison a 'ADN (DBD), le domaine D qui est
une région charniére, et les domaines E/F qui contiennent une région
transactivatrice dépendante du ligand. Les domaines E/F sont également
appelés domaine de liaison du ligand (LBD) (voir notamment Schoonjans K. et
coll., Biochim. Biophys. Acta, 1302 (1996) 93-109). Les limites des domaines
E/F varient d'un PPAR a lautre. A titre d'exemple, pour lisoforme PPARy2
humaine utilisée, le domaine E/F s'étend de 'acide aminé 284 & l'acide aminé
505. La présente invention montre maintenant qu'il est possible de construire
des PPAR modifiés comprenant plusieurs domaines E et F répetés, et que ces
PPAR modifiés sont fonctionnels et possédent des propriétés ameliorées
d'inductibilité par les ligands des PPAR. De telles constructions représentent

donc un mode de réalisation et un objet particulier de la présente invention.
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Un exemple typique de PPAR modifié selon linvention est un PPARy
comportant 2 sites de liaison au ligand (c'est-a-dire deux domaines E et F). La
séquence protéique de PPARy2y2 est représentée sur la séquence SEQ ID NO:

24.

SEQ ID NO :24

MGETLGDSPIDPESDSFTDTLSANISQEMTMVDTEMPFWPTNFGISSVDLSVMEDHSHSFDI
KPFTTVDFSSISTPHYEDIPFTRTDPVVADYKYDLKLQEYQSAIKVEPASPPYYSEKTQLYN
KPHEEPSNSLMAIECRVCGDKASGFHYGVHACEGCKGFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKS
RNKCQYCRFQKCLAVGMSHNAIRFGRMPQAEKEKLLAEISSDIDQLNPESADLRALAKHLYD
SYIKSFPLTKAKARAILTGKTTDKSPFVIYDMNSLMMGEDKIKFKHITPLQEQSKEVAIRIF
QGCQFRSVEAVQEITEYAKSIPGFVNLDLNDQVTLLKYGVHEIIYTMLASLMNKDGVLISEG
QGFMTREFLKSLRKPFGDFMEPKFEFAVKFNALELDDSDLAIFIAVIILSGDRPGLLNVKPI
EDIQDNLLQALELQLKLNHPESSQLFAKLLQKMTDLRQIVTEHVQLLOVIKKTETDMSLHEPL
LQEIYKDLYAWAILTGKTTDKSPFVIYDMNSLMMGEDKIKFKHITPLQEQSKEVAIRIFQGC
QFRSVEAVQEITEYAKSIPGFVNLDLNDQVTLLKYGVHEIIYTMLASLMNKDGVLISEGQGF
MTREFLKSLRKPFGDFMEPKFEFAVKFNALELDDSDLAIFIAVIILSGDRPGLLNVKPIEDI
ODNLLQALELQLKLNHPESSQLFAKLLQKMTDLRQIVTEHVQLLQVIKKTETDMSLHPLLQE
IYKDLY

L'invention concerne aussi tout variant de la séquence SEQ ID NO: 24
conservant une activité de type PPAR (la capacité d'activer, en présence d'un
ligand de PPAR tel que BRL49653, un promoteur comportant une séquence
PPRE). Les variants s'entendent de tout mutant, délétant, et/ou polypeptide
comportant un ou piusieurs résidus supplémentaires. Préférentiellement, un
variant conservant 80% au moins des résidus de la séquence ID NO: 24.

En outre, I'invention concerne aussi tout acide nucléique codant pour un tel
PPAR modifié. Il peut s'agir d'un ADN (notamment un ADNc ou un ADN
synthétique ou semi-synthétique) ou d'un ARN. Cet ADN peut étre construit
selon les méthodes conventionnelles de biologie moléculaire connues de
'homme du métier (synthése, ligations, criblage de banques, etc.). Il s'agit
avantageusement de tout acide nucléique comprenant une séquence codant un
polypeptide de séquence SEQ ID NO:24, ou hybridant avec une séguence
codant un polypeptide de SEQ ID NO: 24, et codant un polypeptide a activite de
type PPAR. En outre, cet ADN peut comprendre un promoteur et/ou un

terminateur transcriptionnel, par exempie.
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Le second promoteur transcriptionnel, contrblant I'expression de l'acide
nucléique codant le PPAR, peut étre tout promoteur fort ou faible, ubiquitaire ou
sélectif, constitutif ou régulé, fonctionnel dans les cellules mammiferes, en
particulier dans les cellules humaines. Il peut s'agir d'un promoteur cellulaire
domestique (i.e., d'un géne mammifére, en particulier humain), d'un promoteur
viral, bactérien, d'insecte, de plante, naturel ou synthétique, simple ou
complexe, etc. Des exemples de promoteurs appropries pour cet eéléement (b)
sont notamment des promoteurs viraux (promoteur immeédiat du virus SV40,
promoteur immédiat du virus CMV, LTR de rétrovirus, promoteur TK du virus de
I'herpés) ou cellulaires (promoteur PGK, albumine, EF1a, ou de génes fortement
exprimés dans le muscle conﬁme . promoteur du gene de la créatine kinase
musculaire (MCK), promoteurs des genes des différentes isoformes d'actine du
muscle squelettique, promoteur du géne de la desmine, promoteur du géne de
la vimentine, promoteurs des génes de chaine Iégére ou chaine lourde de la
myosine). Par ailleurs, le promoteur peut étre modifié par introduction d'une ou
plusieurs régions enhanceur, telle que la région enhanceur de l'intron 2 du gene
de la globine béta, enhancer du géne trés précoce du virus CMV, enhancer de
EF1a, de région(s) silencer, de régions conférant une spécificite tissulaire (par
exemple des régions isolées a partir des promoteurs tissus spécifiques comme :
promoteur du géne de la créatine kinase musculaire (MCK), promoteurs des
génes des différentes isoformes d'actine du muscle squelettique, promoteur du
gene de la desmine, promoteur du géne de la vimentine, promoteurs des genes
de chaine Iégére ou chaine lourde de la myosine) ou un caractére régulable, ou
par délétion de régions non essentielles a lactivité, par exemple. De tels
promoteurs peuvent étre utilisés pour exprimer le RXR, compris dans I'élément
(d).

Des exemples préférés de second promoteur sont les promoteurs viraux,
notamment le promoteur précoce du virus SV40 et le promoteur immediat du
CMV, ou des dérives de ceux-Ci.

Par ailleurs, dans un mode particulier de mise en ceuvre, lorsque les

éléments (a) et (b), et éventueliement (d), sont assemblés dans une méme
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construction génétique, le second promoteur transcriptionnel (de I'élement (b))
et le promoteur inductible de I'élément (a), et éventuellement le promoteur de
Iélément (d) peuvent étre groupés pour ne former qu'une région promotrice
commune, notamment bidirectionnelle, comme il sera expliqué en détail dans la
suite du texte.

A cet effet, un autre objet de la présente invention réside dans un vecteur
comprenant un élément (a) et un éiément (b), et éventuellement un element (d),
tels que définis ci-avant.

Selon une premiére variante de linvention, les éléments (a) et (b), et
éventuellement (d), sont dans la méme orientation dans le vecteur. Une telle
variante est illustrée par exemple par le plasmide SV-g2-J10-C-pGL3 (figure 17).

Selon une autre variante de linvention, les éléments (a) et (b), et
éventuellement (d), sont en orientation opposée dans le vecteur. Une telle
variante est illustrée par exemple par les plasmides représentés sur les figures
16, 18 et 19. Plus préférentiellement, dans cette variante de realisation, le
promoteur inductible de I'élément (a) et le promoteur transcriptionnel de
I'élément (b) sont assemblés dans le vecteur pour former un promoteur
bidirectionnel régulable. Un tel mode de mise en ceuvre est illustre par exemple
par les plasmides représentés sur les figures 18 et 19.

A cet égard, un objet particulier de linvention reside dans un vecteur
caractérisé en ce qu'i comprend, dans le sens 5'->3', un premier acide
nucléique codant un PPAR, un premier promoteur franscriptionnel minimal
contrdlant I'expression dudit premier acide nucléique, un ou plusieurs element(s)
de réponse a un PPAR, un deuxiéme promoteur transcriptionnel minimal et,
sous le contréle dudit deuxiéme promoteur transcriptionnel minimal, un
deuxiéme acide nucléique codant un produit d'intérét.

Ce type de construction est avantageux puisqu'il permet la co-expression
des deux acides nucléiques dans le méme plasmide, et I'amplification de cette
expression par la régulation des deux acides nucléiques par les PPAR et leurs

ligands.
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L'expression de l'acide nucléique d'intérét dans les compositions de
linvention est activée généralement en présence d'un ligand de PPAR (élément
(c)). A cet égard, selon le PPAR utilisé, différents types de ligands peuvent étre
utilisés, naturels ou synthétiques.

Ainsi, les ligands activateurs des PPARa sont par exemple les fibrates tels
que l'acide fibrique et ses analogues. Comme analogues de l'acide fibrique on
peut mentionner notamment le gemfibrozyl (Atherosclerosis 114(1) (1995) 61),
le bezafibrate (Hepatology 21 (1995) 1025), le ciprofibrate (BCE&M 9(4) (1995)
825), le clofibrate (Drug Safety 11 (1994) 301), le fénofibrate (Fenofibrate
Monograph, Oxford Clinical Communications, 1995), le clinofibrate (Kidney
International. 44(6) (1993) 1352), l'acide pirinixique (Wy-14,643) ou l'acide
5,8.11,14-eicosatetranoique (ETYA). Ces différents composes sont compatibles
avec une utilisation biologique et/ou pharmacologique in vitro ou in vivo.

Les ligands activateurs des PPARy peuvent étre choisis parmi les ligands
naturels et synthétiques. Comme ligands naturels, on peut mentionner les
acides gras et les eicosanoides (par exemple ['acide linoléique, l'acide
linolénique, le 9-HODE, le 5-HODE) et comme ligands synthétiques on peut
mentionner les thiazolidinediones, telles que notamment la rosiglitazone
(BRL49653), la pioglitazone ou la troglitazone (voir par exemple Krey G. et coll.,
Mol. Endocrinol., 11 (1997) 779-791 ou Kliewer S. et Willson T., Curr. Opin. in
Gen. Dev. 8 (1998) 576-581) ou le composé RG12525.

Par ailleurs, les compositions selon ['invention peuvént comporter plusieurs
activateurs de PPAR en association, et en particulier un fibrate ou un analogue
de fibrate associé a un rétinoide.

L'invention a également pour objet l'utilisation d'une composition ou d'un
vecteur tels que définis ci-avant pour exprimer un acide nucléique d'interét dans
une celiule ex vivo ou in vitro.

A cet égard, l'acide nucléique peut étre tout acide nucléique (ADN, ARN)
codant pour un produit d'intérét (ARN, protéine, polypeptide, peptide, etc.). lI

,peut s'agir d'un produit d'intérét agroalimentaire, thérapeutique, vaccinal, d'un

marqueur, etc.
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L'invention concerne aussi l'utilisation d'une composition ou d'un vecteur
tels que définis ci-avant pour la préparation d'un produit destiné a exprimer un
acide nuciéique d'intérét dans une cellule in vivo.

L'invention a encore pour objet un procédé pour I'expression regulee d'un
acide nucléique dans une cellule, comprenant la mise en contact de ladite
cellule avec une composition ou un vecteur tels que definis ci-avant.

Pour un usage in vitro ou ex vivo, les cellules peuvent étre mises en
contact avec les compositions ou vecteurs de linvention selon différents
protocoles. Ainsi, les cellules en culture peuvent étre incubées directement avec
les éléments (a), (b) et (c), et eventuellement (d), de linvention, par exemple
avec un vecteur comportant les éléments (a) et (b) et en présence du ligand (c).
De maniere alternative, les cellules peuvent étre incubées dans un premier
temps avec les éléments (a) et (b), et éventuellement (d) (notamment
assemblés dans un méme vecteur) puis, dans un deuxiéme temps (aprés
culture et éventuellement sélection des cellules modifiées), I'élément (c) peut
étre ajouté. Ce dernier type de protocole permet par exemple de decoupler la
phase de cuiture (ou d'expansion des cellules) de la phase d'expression de
I'acide nucléique. Ces expériences peuvent étre réalisées dans tout dispositif et
milieu appropri¢, de préférence en plaque, boite, flasque, en condition stérile.
Les quantités de celiules, vecteur et ligand peuvent étre aisément adaptées par
I'homme du métier, sur la base des informations fournies dans les exemples et
de ses connaissances genérales. ‘

Pour une utilisation in vivo, les cellules (ou organes, tissu, etc.) sont mises
en contact par administration des éléments (a), (b) et (c), et éventuellement (d),
in vivo, de maniére simultanée, séparée ou espacée dans le temps. A cet effet,
les éléments (a) et (b), et éventuellement (d), éventuellement sous forme d'une
construction génétique unique, sont généralement administrés par voie
parentérale, en particulier intramusculaire, intraveineuse, sous-cutanee,
intradermique, intratumorale ou stéréotaxique. Le choix du mode
d'administration peut étre guidé par l'application envisageée, le tissu ciblé et/ou le

type de produit d'intérét codé par le transgene. Pour cette administration, les
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compositions de ['invention peuvent comprendre tout agent favorisant la
transfection cellulaire (polymére cationique, lipide, etc.). Dans un mode
particulier, les compositions sont administrées par voie intramusculaire, et les
constructions génétiques sont utilisées sous forme d'acide nucléique "nu”, c'est-
a-dire sans agent de transfection ajouté.

De méme, lorsque les éléments (a) et (b), et éventuellement (d) sont
introduits au moyen de vecteurs viraux, aucun agent de transfection
supplémentaire n'est nécessaire.

Comme il est illustré dans les exemples, le ligand (c) peut étre administre
avant, simultanément, ou aprés les éléments (a) et (b), et éventuellement (d).

A cet égard, I'administration du ligand peut étre realisee par voie orale,
anale, intraveineuse, intrapéritonéale ou intramusculaire, par exemple.

Les doses utilisées peuvent étre adaptées par 'homme du metier, sur la
base des données in vivo publiées dans la littérature. Ainsi par exemple, pour
une forme non soluble dans I'eau, des doses typiques de ligand tel que BRL
49653 sont comprises entre 5 et 50 mg/kg, par exemple 30 mg/kg, permettant
d'obtenir une concentration plasmatique proche de 15ug/ml environ, au moins.
Pour une forme hydrosoiuble de ligand, dont la biodisponibilité est plus grande
(par exemple un sel de maleate du BRL49653) les doses typiques sont plus
faibles, généralement inférieures & 5 mg/kg, par exemple de 0,01 a 1 mg/kg.
Ces doses peuvent bien évidemment étre adaptées par 'homme du métier en
fonction des constructions utilisées, des ligands utiliséé, et des applications et
effets recherchés. D'une maniére générale, les résultats présentés dans les
exemples montrent avantageusement que les compositions de I'invention
permettent d'obtenir in vivo une expression forte et régulée, a des doses de
ligand inférieures a celles utilisées habituellement. En outre, bien que des
administrations répétées de ligand peuvent étre réalisées, les resultats
présentés montrent aussi que I'expression est forte aprés une prise unique de
ligand.

De maniére générale, les doses de vecteur utilisées peuvent varier entre

0,01 et 1000 pg, ou plus, selon les applications recherchées.
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L'invention peut étre utilisée pour exprimer un géne dans différents types
de celiules, de tissus ou d'organes, in vitro, ex vivo ou in vivo. En particulier, il
peut s'agir d'une celiule, d'un tissu ou d'un organe mammifére, de préférence
humain. A titre illustratif, on peut citer les cellules musculaires (ou un muscle),
hépatiques (ou le foie), cardiaques (ou le coeur, la paroi artérielle ou vasculaire),
nerveuses (ou le cerveau, la moelle, etc) ou tumorales (ou une tumedr).

Préférentiellement, les constructions, compositions et procédé de
l'invention sont utilisés pour I'expression régulée d'un acide nucléique dans une
cellule musculaire (ou un muscle) in vitro, ex vivo ou in vivo. Les résultats
présentés dans les exemples illustrent plus particulierement les avantages de
l'invention in vivo ou in vitro dans ce type de cellules.

L'invention concerne aussi toute cellule modifiée par mise en contact avec
une composition ou un vecteur tels que définis ci-avant.

L'invention concerne également I'utilisation d'une composition, d'un vecteur
ou d'une cellule tels que définis ci-avant, dans lesquels l'acide nucleique
dintérét est un géne reporter (tel que par exemple la luciférase ou la
phosphatase aicaline sécrétée) pour le criblage in vitro, ex vivo ou in vivo (en
particulier dans les cellules musculaires ou un muscle) de ligands des PPAR. A
cet égard, linvention décrit aussi un procédé d'identification de ligands des
PPAR comprenant la mise en contact d'une cellule telle que définie ci-avant
avec une molécule (ou composition) test, et la mise en évidence d'une
expression de l'acide nucléique d'intérét (celui-ci étaﬁt préférentiellement un
géne reporter). L'expression peut en outre étre comparee a celle observee en
l'absence de composé test ou en présence d'un ligand de référence, afin
d'évaluer l'activité du composé testé.

L'invention concerne également ['utilisation d'une composition ou d'un
vecteur tels que définis ci-avant, pour la construction d'animaux transgeniques,
notamment de mammiféres non-humains, utiles pour des études précliniques,
ou pour des études de biodisponibilité, de marquage, etc.

La présente invention sera décrite plus en détails a I'aide des exemples qui

suivent qui doivent étre considérés comme illustratifs et non limitatifs.
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LEGENDE DES FIGURES

Figure 1 : Représentation schématique du plasmide FTKpGL3.

Figure 2 : Représentation schématique du plasmide Jx3S-TK-pGL3.

Figure 3 : Représentation schématique du plasmide Jx3AS-TK-pGL3.

Figure 4 : Représentation schématique du plasmide DR1x3S-TK-pGL3.

Figure 5 : Représentation schématique du plasmide DR1x3AS-TK-pGL3.

Figure 6 : Activités des promoteurs inductibles évaluées en transfections
transitoires in vitro dans des myoblastes de souris (C2C12). Les cellules sont
cotransfectées avec : (i) 10 ng de plasmide FTKpGL3 (a), ou Jx3S-TK-pGL3 (b),
ou Jx3AS-TK-pGL3 (c), ou DR1x3S-TK-pGL3 (d), ou DR1x3AS-TK-pGL3 (e), (ii)
des quantités croissantes de plasmide pSG5-hPPARg2, et (iii) 20 ng de

plasmide pRL-null. L'activité de chaque promoteur inductible représente I'activité

luciférase de Photinus pyralis normalisée par l'activité de la luciférase de Renilla

reniformis.

Figure 7 : Activitts des promoteurs inductibles évaluées en transfections
transitoires in vitro dans des myoblastes de souris (C2C12). Les cellules sont
cotransfectées avec : (i) 10 ng de plasmide FTKpGL3 (a), ou Jx3S-TK-pGL3 (b),
ou JXx3AS-TK-pGL3 (c), ou DR1x3S-TK-pGL3 (d), ou DR1x3AS-TK-pGL3 (e), (ii)
des quantités croissantes de plasmide pSG5-hPPARa(Koz), et (iii) 20 ng de
plasmide pRL-null. L'activité de chaque promoteur inductible représente I'activite

luciférase de Photinus pyralis normalisée par I'activité de la luciférase de Renilia

reniformis.
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Figure 8 : Représentation schématique du plasmide JxXSAS-CMV-pGL3.

Figure 9 : Activités des promoteurs inductibles evaluées en transfections

transitoires in_vitro dans des myoblastes de souris (C2C12). Les celiules sont

cotransfectées avec : (i) 10 ng de plasmide Jx5AS-TK-pGL3 (a), ou Jx5AS-
CMV-pGL3 (b), (ii) des quantités croissantes de plasmide pSG5-hPPARg2, et
(i) 20 ng de plasmide pRL-null. L'activitt de chaque promoteur inductibie

représente I'activité luciférase de Photinus pyralis normalisée par 'activite de la

luciférase de Renilla reniformis.

Figure 10 : Activités des promoteurs inductibles évaluées en transfections
transitoires in vitro dans des myoblastes de souris (C2C12). Les cellules sont
cotransfectées avec : (i) 10 ng de plasmide JxnAS-TK-pGL3, (i) 10 ng de
plasmide pSG5-hPPARg2, et (iii) 20 ng de plasmide pRL-null. L'activite de

chaque promoteur inductible représente I'activité luciférase de Photinus pyraiis

normalisée par I'activité de la luciférase de Renilla reniformis.

Figure 11 : Activités des promoteurs inductibles évaluées en transfections
transitoires in vitro dans des myoblastes de souris (C2C12). Les cellules sont
cotransfectées avec : (i) 10 ng de plasmide JxnAS-CMV-pGL3, (ii) 10 ng (a) ou
50 ng (b) de plasmide pSG5-hPPARg2, et (iii) 20 ng de plasmide pRL-null.

L'activité de chaque promoteur inductible représente' I'activité luciférase de

Photinus pyralis normalisée par I'activité de la luciférase de Renilla reniformis.

Figure 12 : Représentation schématique du ptasmide pSG5-hPPARg2g2.

Figure 13 : Comparaison des régulateurs -transcriptionnels hPPARg2 et
hPPARg2g2. Des myoblastes de souris (C2C12) sont cotransfectes avec : (i) 10
ng de plasmide Jx10AS-CMV-pGL3, (ii) des quantités croissantes de plasmide
pSG5-hPPARg?2 (a) ou pSG5-hPPARg2g2 (b), et (iii) 20 ng de plasmide pRL-

null. L'activitt du promoteur inductible représente. l'activité luciferase de
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Photinus pyralis normalisée par I'activité de la luciférase de Renilla reniformis.

(c) : facteurs d'induction par le BRL49653 obtenus avec le plasmide pSG5-
hPPARg2 ou le piasmide pSG5-hPPARg2g2. Ce facteur d'induction est calculé
en divisant I'activité en présence de BRL49653 par l'activité en présence de

DMSO.

Figure 14 : Représentation schématique du plasmide Jx10AS-CMV-EF-pGL3.

Figure 15 : Activités des promoteurs inductibles evaluées en transfections
transitoires in_vitro dans des myoblastes de souris (C2C12). Les cellules sont
cotransfectées avec : (i) 10 ng de plasmide Jx10AS-CMV-pGL3 (a), ou Jx10AS-
CMV-EF-pGL3 (b), (i) des quantités croissantes de plasmide pSGS5-
hPPARg2g2, et (iii) 20 ng de plasmide pRL-null. L’activité de chaque promoteur

inductible représente l'activité luciférase de Photinus pyralis normalisee par

I'activité de la luciférase de Renilla reniformis.

Figure 16 : Représentation schématique du plasmide JXx5AS-TK-luc-hPPARgZ2.
Figure 17 : Représentation schématique du plasmide SV-g2-J10-C-pGL3.

Figure 18 : Représentation schématique du plasmide hPPARg2-CMV-Jx5AS-
TK-pGL3. ‘

Figure 19 : Représentation schématique du plasmide hPPARg2-CMV-Jx10AS-
CMV-pGL3.

Figure 20 : Comparaison des différentes versions du systeme inductible in vitro.
Des myoblastes de souris (C2C12) sont transfectés avec, pour chague version
du systéme, le méme nombre de moles de cassettes d'expression inductible.
Les résultats sont exprimés en pourcentage de I'activité du promoteur hCMV-IE,

obtenue en utilisant le plasmide pCMV-leadTK. Les facteurs d'induction par le
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BRL49653. sont calcuiés en divisant l'activité en présence de BRL49653 par
I'activité en présence de DMSO. 1 = pSG5-hPPARg2 + Jx5AS-TK-pGL3 ; 2
JX5AS-TK-luc-hPPARg2 ; 3 = pSG5-hPPARg2g2 + Jx10AS-CMV-pGL3 ; 4
pSG5-hPPARg2 + Jx10AS-CMV-pGL3 ; 5 = SV-g2-J10-C-pGL3 ; 6 = hPPARg2-
CMV-Jx5AS-TK-pGL3 ; 7 = hPPARg2-CMV-Jx10AS-CMV-pGL3 ; 8 = hPPARg2-
CMV-Jx15AS-CMV-pGL3 ; 9 = hPPARg2-CMV-Jx20AS-CMV-pGL.3.

Figure 21 : Comparaison in vitro des ligands BRL49653 et RG12525. Des
myoblastes de souris (C2C12) sont transfectés avec : (i) 10 ng de plasmide
hPPARg2-CMV-Jx10AS-CMV-pGL3 dont la cassette d'expression est présentée
en (a) et (i) 10 ng de plasmide pRL-null. (b) L’activité du promoteur inductible

représente I'activité luciférase de Photinus pyralis normalisée par l'activité de la

luciférase de Renilla reniformis.

Figure 22 : Comparaison de différentes versions du systéme inductible in vivo.
Des souris C57Bl/6 (6 souris par groupe) sont injectées en bilatéral, dans le
tibial cranial, avec, pour chaque version du systéme, le méme nombre de moles
de cassettes d'expression inductible. Un électrotransfert est alors appliqué sur
chague muscle. Les animaux traités regoivent chaque jour, par gavage, 30 mg /
kg de BRL49653. Quatre jours aprés [linjection d’ADN, les animaux sont
sacrifies et les muscles sont prélevés pour mesurer lactivité luciférase. 1 =
DCMV-leadTK : 2 = pSG5-hPPARg2 + Jx10AS-CMV-pGL3 ; 3 = pSGS5-
hPPARg2g2 + Jx10AS-CMV-pGL3 ; 4 = hPPARg2-CMV-Jx10AS-CMV-pGL3.

Figure 23 : Comparaison, in_vivo, de différents protocoles dlinduction au
BRL49653. Des souris C57BI/6 (6 souris par groupe) sont injectées en bilateral,
dans le tibial cranial, avec 10 ug d’ADN contenant 1 pg du plasmide hPPARg2-
CMV-Jx10AS-CMV-pGL3 dont la cassette d’expression est présentée en (a).
Las activités obtenues avec les différents protocoles d'induction sont

rassemblées dans le panneau (b).
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Figure 24 : Représentation schématique du plasmide pRDAQ2.

Figure 25 : Cinétigues d'induction obtenues in vivo avec ie systéme inductible.
(A) Dix souris C57Bl/6 sont injectées en bilatéral, dans le tibial cranial, avec un
meélange d’ADN contenant 3 mg de plasmide pRDAO2 et 3 mg de plasmide
pSG5-hPPARg2. Un électrotransfert est alors appliqué sur chague muscle.
Quatre jours, puis 39 jours aprés l'injection d’ADN, les animaux sont traités, par
gavage, avec 30 mg/kg de BRL49653. A différents temps, des prises de sang
sur héparine sont réalisées, et I'activité enzymatique de la phosphatase alcaline
sécrété (hSeAP) est mesurée dans le plasma, en utilisant le Kit Phospha-Light™
(Tropix, PE Biosystems, Fost.er City, CA). (B) Des souris C57Bl/6 (2 groupes de
10 souris) sont injectées en bilatéral, dans le tibial cranial, avec un melange
d’ADN contenant 3 mg de plasmide pRDA0O2 et 3 mg de plasmide pSG5-
hPPARg2. Un électrotransfert est alors appliqué sur chaque muscle. Quatre
jours aprés l'injection d’ADN, les animaux regoivent, par gavage, soit une seule
dose de BRL49653 (30 mg/kg), soit une dose par jour (30 mg/kg) durant 5 jours.
A différents temps, des prises de sang sur héparine sont reaiisées, et l'activite
enzymatique de la hSeAP est mesurée dans le plasma, en utilisant le Kit
“Phospha-Light” (Tropix). Les résultats présentés (facteurs d’induction)

correspondent au rapport entre I'activité de la hSeAP mesurée au jour d'intérét

et celle obtenue a J4.

Figure 26 : Comparaison, in vivo, de différents ligands de PPARg, et etude de
leffet dose de Pun d'eux. Des souris C57Bl/6 (5 souris par groupe) sont
injectées en bilatéral, dans le tibial cranial, avec un melange d’ADN contenant 5
mg de plasmide pRDA02 et 5 mg de plasmide pSG5-hPPARg2. Un
électrotransfert est alors appliqué sur chaque muscle. Six jours (A) ou 10 jours
(B) apres linjection d’ADN, les animaux sont traités, par gavage, soit avec
différents ligands de PPARg (A ; BRL49653, Actos™ (Takeda Pharmaceuticals)
et Avandia™ (SmithKline Beecham)), soit avec différentes doses de BRL49653

(B). A différents temps, des prises de sang sur heparine sont réalisées, et
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I'activité enzymatique de la hSeAP est mesuree dans le plasma, en utilisant le
Kit “Phospha-Light” (Tropix). Les résultats présentés (facteurs d'induction)
correspondent au rapport entre I'activité de la hSeAP mesurée au jour d'interét

et celle obtenue a J6 (A) ou J10 (B).
Figure 27 : Représentation schématique du plasmide Jx10AS-CMV-VEGF,165.
MATERIELS ET METHODES

Les méthodes classiquement utilisées en biologie moléculaire telles que
les extractions préparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN
plasmidique en gradient de chlorure de césium, I'électrophorése sur gels
d'agarose, la purification de fragments d'ADN par électroélution, la précipitation
d'ADN plasmidigue en milieu salin par [I'éthanol ou lisopropanol, Ia
transformation dans Escherichia coli sont bien connues de 'homme de l'art et
sont abondamment décrites dans la littérature (Sambrook et coll., "Molecular
Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, N.Y., 1989).

Le plasmide pGL3-Basic, utilisé pour les clonages des différentes regions
promotrices, ainsi que le plasmide pRL-null, sont d'origine commerciale
(Promega Corporation). Les plasmides pSG5 (Stratagéne), pBluescript Il SK+
(Stratagene) et pSL301 (invitrogen Corporation) sont également d'origine
commerciale. Les constructions des plasmides d'expression pSG5-hPPARg2
(Fajas L. et coll., J. Biol. Chem., 272 (1997) 18779-18789) et pSGS5-
hPPARa(Koz) (Gervois P. et coll. Mol. Endocrinol., 13 (1999) 400-409) ont éte

precédemment décrites.

La construction du plasmide pCMV-leadTK a également eté decrite
précédemment dans la demande de brevet FR 98/ 120000 du 25/09/98 et dans
la demande de brevet US SN 60/123,298 (provisional application).
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Il est rappelé que ce plasmide est construit de la maniére suivante. Le
vecteur d’expression pCGN précédemment décrit par Tanaka et coll. (Cell, 60
(1990) 375-386) contient le promoteur CMV (-522/+72) fusionne au « leader »
du gene tk de HSV (+51/+101) en amont d’une séquence codant pour I'epitope
de 'hémagglutinine. Le plasmide pGCN (10ng) a éte utilisé comme matrice pour
une amplification ACP. Les amorces qui ont été utilisées sont les suivantes :

- Amorce 6718 (5° CCCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCG 37) (SEQ
ID NO : 26), cette amorce s’hybride avec le promoteur CMV en position - 522 ( 8
nucléotides en aval du site EcoRI de pCGN).

- Amorce 6719 (5 GGGACGCGCTTCTACAAGGCGCTGGCCGAA 37)
(SEQ ID NO: 27), cette amorce s’hybride jusqu'en position 101 du « leader »
tk . Le premier nuciéotide G en gras est destiné a restaurer le site Ncol de
pGL3-Basic comme sera explicité ci-dessous.

Le fragment d’ACP ainsi obtenu est purifié puis phosphorylé a l'aide de la
polynucléotide kinase du phage T4 (New Englands Biolabs). Paraliélement, le
vecteur pGL3-Basic (Proméga) a été linéarisé par Ncol, purifié puis traité par la

Klenow ADN polymérase (Boehringer Manheim) afin de rempiir le site Ncol. Ce

" vecteur est ensuite déphosphorylé a l'aide de la phosphatase alcaline

(Boehringer Manheim) puis utilisé pour l'nsertion du fragment ACP phosphorylé.
Ainsi, la guanosine (G) de 'amorce 6719 permet de restaurer le site Ncol
uniquement lorsque le fragment CMV-leader tk est orienté avec la partie 5’
(amorce 6718, position -522 du CMV) en aval du site Hindlll de pGL3-Basic et
son extrémité 3’ (amorce 6719, leader tk) est ligaturée au site Ncol de pGL3-
Basic (premier ATG de la luciférase). Le plasmide obtenu est désigné pCMV-
leadTK.

L'amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique d'ACP
(Amplification en Chaine par la Polymerase) peut étre effectuee en utilisant un
DNA thermal cycler™ (Perkin Elmer Cetus) selon les recommandations du

fabricant.
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L'électroporation d'’ADN plasmidique dans des cellules d'Escherichia coli
peut étre réalisee a laide d'un électroporateur (Bio-Rad) selon les
recommandations du fabricant.

La vérification des séquences nucléotidiques peut étre effectuée par le
méthode développée par Sanger et coll. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977)
5463-5467) en utilisant le kit distribué par Applied Biosystems selon les
recommandations du fabricant.

Les myoblastes murins C2C12 sont cultivés en milieu DMEM™ (Life
Technologies Inc.) supplémenté avec 10% de seérum de veau foetal (SVF). Les
cultures sont réalisées dans une étuve a 37°C, en atmosphere humide et sous
une pression partielle en CO, de 5%.

Les transfections sont réalisées en plaques 24 puits et chaque transfection
est effectuée trois fois. Vingt quatre heures avant la transfection, les cellules
sont ensemencées a 3x10* cellules par puits en milieu DMEM™. Pour chaque
puits, 500 ng d'ADN plasmidique (plasmides d'intérét et pBluescript Il SK+ pour
compléter & 500 ng) sont meélangés au lipide cationique RPR120535 B
(W097/18185) a raison de 6 nmoles de lipide par pg d'’ADN dans du milieu
DMEM™ (20 ul final) comprenant 150 mM de NaCl et 50 mM de bicarbonate.
Aprés 20 minutes & température ambiante, les 20 pl du mélange ADN/lipide sont
mis en contact avec les celiules, en absence de SVF, durant 2 heures. Le milieu
de culture est alors supplémenté en SVF ou en ULTROSER™ (BioSepra Inc.)
de maniere a obtenir une concentration finale de respéctivement 10% ou 2%.
Les ligands des PPAR, dissous dans du DMSO, sont ajoutés dans le milieu de
culture en méme temps que le SVF ou 'ULTROSER™. Quarante huit heures
aprés la transfection, le milieu de culture est retiré et les cellules sont rincées
deux fois avec du PBS (Life Technologies Inc.). L'activité de la luciférase de

Photinus pyralis et I'activité de la luciférase de Renilla reniformis sont alors

déterminées a l'aide du kit Dual-Luciferase Reporter Assay System™ (Promega
Corporation) selon les recommandations du fournisseur.
Les expériences de transfert de gene in vivo sont réalisées sur des souris

femelles C57Bl/6 agées de 6 semaines. Les animaux sont anesthesiés avec
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250 ul d’'un mélange kétamine (Rhone Mérieux, 10 mg/mi final) / Xylazine (Bayer
Pharma, 0,3 mg/ml final) par voie intrapéritonéale. Une injection d’'une quantite
totale de 10 pg d’ADN est alors réalisée dans chaque muscle tibial cranial.
Chaque patte est ensuite soumise a un champ électrique (frequence de 1 Hz; 4
pulses de 20 ms & 250 V/cm). Durant toute la durée de I'expérience, les
animaux recoivent chaque matin, par gavage, soit 30 mg/kg de BRL49653
(SmithKline Beecham) en carboxycellulose 1% (poids/volume), soit la
carboxycellulose 1% seule. Quatre jours apres le transfert de gene, les animaux
sont sacrifiés et les muscles prélevés en tampon de lyse PLB™ (Promega
Corporation) dans des tubes Lysing Matrix™ (BIO 101, Inc.). Le broyage des
muscles, qui permet d'extraire la luciférase, est réalisé a l'aide de I'appareil
FastPrep™ (BIO 101, Inc.) durant 25 secondes & 6,5 m/s. L'activité de la

luciférase de Photinus pyralis est alors déterminée a l'aide du kit Luciferase

Assay System™ (Promega Corporation) selon les recommandations du

fournissedur.
EXEMPLES

EXEMPLE 1 : Construction de promoteurs inductibles par ies PPAR et de

plasmides d’expression les contenant.
1.1. Plasmide FTKpGL3.

Un fragment d'ADN, correspondant a une partie du promoteur du gene TK
du virus herpés simplex de type 1 (HSV-1), compris entre les positions -105 et
+56 par rapport au site d'initiation de la transcription, a été amplifie par ACP en
utilisant le plasmide pBLCAT2 (Luckow B. et Schutz G., Nucleic Acids Res., 15
(1987) 5490) comme matrice et les oligonucléotides 5' CGA CTC TAG AAG
ATC TTG CCC CGC CCA GCG 3' (SEQ ID NO: 28) et 5' TCG CCA AGC TTC
TCG TGA TCT GCG GCA 3' (SEQ ID NO: 2) comme amorces. Ce fragment a

lété digéré par Balll et Hindlll puis a été cloné dans le plasmide pGL3-Basic
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préaiablement digéré par Balll et Hindlll pour obtenir le plasmide FTKpGL3. Une

représentation schématique de ce plasmide est présentée dans la figure 1.

1.2. Plasmides JxnS-TK-pGL3.

Un fragment d'ADN, contenant un ou plusieurs (n) sites J du promoteur du
géene de I'ApoA-ll humaine, a été amplifié par ACP en utilisant le plasmide
J3TKpGL3 (Vu-Dac N. et coll., J. Clin. Invest., 96 (1995) 741-750) comme
matrice et les oligonucléotides 3RDA37 (5' ACG TGT CGA CAC TAG TGG CTA
GAG GAT CTC TAC CAG G 3'; SEQ ID NO: 3) et 4RDA48 (5' CGA TGG TAC
CCT CGA GCA ATG TGC TAG CGA GAT CCT TCAACC TTTACC 3'; SEQID
NO: 4) comme amorces. Ce fragment a été digéré par Xhol et Spel puis a été
cloné dans le plasmide FTKpGL3 préalablement digéré par Xhol et Nhel, dans
le sens de la transcription du promoteur minimal TK (S), pour obtenir les
plasmides Jx1S-TK-pGL3, Jx2S-TK-pGL3 et Jx3S-TK-pGL3, selon le nombre de
sites J présents. Une représentation schématique du plasmide Jx3S-TK-pGL3
est présentée dans la figure 2.
| Le fragment d'ADN, amplifi¢ par ACP en utilisant le plasmide J3TKpGL3 et
les oligonucléotides 3RDA37 et 4RDA48 comme amorces, digeré par Xhol et
Spel, a également été cloné dans le plasmide Jx3S-TK-pGL3 prealablement
digéré par Xhol et Nhel pour obtenir les plasmides JX4S-TK-pGL3, JX5S-TK-
pGL3 et Jx6S-TK-pGL3, selon le nombre de sites J présents.

1.3. Plasmides JxnAS-TK-pGL3.

Les plasmides JxnAS-TK-pGL3 different des plasmides JxnS-TK-pGL3 par
I'orientation des sites J présents dans le promoteur inductible. Un fragment
d'ADN, contenant un ou plusieurs sites J du promoteur du géne de 'ApoA-Ii

humaine, a ét¢ amplifie par ACP en utiiisant le plasmide J3TKpGL3 comme
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matrice et les oligonucléotides 3RDA37 et 4RDA48 comme amorces. Ce
fragment a été digéré par Sall et Nhel puis a été ciongé, dans le sens inverse de
la transcription du promoteur minimal TK (AS), dans le plasmide FTKpGL3
préalablement digéré par Xhol et Nhel pour obtenir ies plasmides Jx1AS-TK-
pGL3, Jx2AS-TK-pGL3 et Jx3AS-TK-pGL3, selon le nombre de sites J présents.
Une représentation schématique du plasmide Jx3AS-TK-pGL3 est presentée
dans la figure 3.

Le fragment d'ADN, amplifié par ACP en utilisant le plasmide J3TKpGL3 et
les oligonuciéotides 3RDA37 et 4RDA48 comme amorces, digéré par Kpnl et
Spel, a également été cloné dans l'orientation antisens (AS) dans le plasmide
JX3AS-TK-pGL3 préalablement digéré par Kpnl et Nhel pour obtenir les
plasmides Jx4AS-TK-pGL3 et Jx5AS-TK-pGL3 selon le nombre de sites J

présents.

1.4. Plasmides DR1xnS-TK-pGL3.

Ces piasmides contiennent, comme élément de réponse aux PPAR
(PPRE), une séquence consensus (AGGTCA A AGGTCA , SEQ ID NO: 5)
appelée DR1 consensus. Un fragment d'ADN, contenant un ou plusieurs sites
DR1 consensus, a été amplifi¢ par ACP en utilisant les oligonuciéotides
1RDAB9 (5' ACG TGT CGA CAC TAG TCA AAA CTA GGT CAA AGG TCA
CGG AAA ACT AGG TCA AAG GTC ACG GAA AAC TAG 3'; SEQ ID NOQ: 6) et
2RDA64 (5' CGA TGG TAC CCT CGA GCA ATG TGC TAG CCG TGA CCT
TTG ACC TAG TTT TCC GTG ACC TTT GAC C 3'; SEQ ID NO: 7) comme
amorces. Ce fragment a été digéré par Xhol et Spel puis a été clong, dans
l'orientation sens, dans le plasmide FTKpGL3 préalablement digéré par Xhol et
Nhel pour obtenir les plasmides DR1x2S-TK-pGL3 et DR1x3S-TK-pGL3, selon
le nombre de sites DR1 consensus présents. Une représentation schématique

du plasmide DR1x3S-TK-pGL3 est présentée dans la figure 4.
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Le fragment d'ADN, amplifi¢ par ACP en utilisant les oligonuciéotides
1RDAB9 et 2RDAB4 comme amorces, digéré par Xhol et Spel, a également éte
cloné dans ie plasmide DR1x3S-TK-pGL3 préalablement digéré par Xhol et
Nhel pour obtenir les plasmides DR1x5S-TK-pGL3, DR1x8S-TK-pGL3 et

DR1x7S-TK-pGL3, selon le nombre de sites DR1 consensus presents.

1.5. Plasmides DR1xnAS-TK-pGL3.

Les plasmides DR1xnAS-TK-pGL3 different des plasmides DR1xnS-TK-
pGL3 par l'orientation des sites DR1 consensus présents dans le promoteur
inductible. Un fragment d'’ADN, contenant une ou plusieurs séquences DR1
consensus, a éte amplifié pér ACP en tilisant les oligonuciéotides 1RDAG9 et
2RDA64 comme amorces. Ce fragment a été digéré par Sall et Nhel puis a été
cloné, dans l'orientation antisens, dans le plasmide FTKpGL3 préalablement
digéré par Xhol et Nhel pour obtenir les plasmides DR1x2AS-TK-pGL3 et
DR1x3AS-TK-pGL3, selon le nombre de sites DR1 consensus présents. Une
représentation schématique du plasmide DR1x3AS-TK-pGL3 est présentee
dans la figure 5.

Le fragment d'ADN, amplifié par ACP en utilisant les oligonuciéotides
1RDAB9 et 2RDA64 comme amorces, digéré par Kpnl et Spel, a également ete
cloné dans le plasmide DR1x3AS-TK-pGL3 préalablerﬁent digéré par Kpnl et
Nhel pour obtenir les plasmides DR1x5AS-TK-pGL3 et DR1x6AS-TK-pGL3

selon le nombre de sites DR1 consensus présents.

EXEMPLE 2 : Spécificité des PPAR pour différents éléments de réponse.

2.1. Systeme utilisant hPPARg2.
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L'activité des promoteurs inductibles, en utilisant hPPARg2 comme
régulateur transcriptionnel, a été évaluée en transfection transitoire dans des
myoblastes de souris (figure 6). Les résultats montrent que, selon I'éléement de
réponse utilisé (PPRE), linduction par le ligand de hPPARg2 (BRL49653) et
I'activité finale aprés activation varient. Les meilleurs resultats ont eté obtenus
en utilisant des sites J comme PPRE. De pius, l'orientation du PPRE est
également importante. Dans le cas du site J, l'orientation AS est plus favorable

(Panneau c).

2.2. Systeme utilisant hPPARa.

Les résultats obtenus avec hPPARa comme régulateur transcriptionnel,
sont rassemblés dans la figure 7. Contrairement au hPPARg2, c'est le DR1
consensus qui est le meilleur PPRE pour hPPARa (Panneaux d et e)

Ces résultats montrent donc (1) la fonctionnalité des plasmides de
Minvention et (2) que selon le PPAR choisi dans le systéme inductible, il est
important de sélectionner le PPRE le plus adapté au régulateur transcriptionnel.
Ce choix peut influencer le facteur d'induction di a la présence du ligand mais
également le niveau d'activité atteint apres induction. Il est bien entendu que

d’autres PPRE peuvent étre utilisés dans le systeme de l'invention.

EXEMPLE 3: Construction de promoteurs inductibles par les PPAR
contenant un promoteur minimum autre que celui de HSV1-TK comme par

exemple le promoteur minimum de hCMV-IE.

3.1. Construction des plasmides contenant le promoteur minimum de
hCMV-IE.
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Un fragment d'ADN, contenant le promoteur minimum de hCMV-IE (de la
position -54 a la position +48 par rapport au site d'initiation de la transcription), a
été amplifié par ACP en utilisant le plasmide pCMVR (Clontech) comme matrice
et les oligonuciéotides 5RDA32 (5' ACG TAG ATC TCG GTA GGC GTG TAC
GGT GGG AG 3'; SEQ. ID NO: 8) et 6RDA29 (5' ACG TAA GCT TCT ATG
GAG GTC AAA ACA GC 3'; SEQ ID NO: 9) comme amorces. Ce fragment a éte
digéré par Hindlll et Bglll puis a été cloné dans le plasmide FTKpGL3

préalablement digéré par Hindlll et Balll pour obtenir le plasmide FCMVpGL3.

Le plasmide Jx5AS-TK-pGL3 a été digére par Balll et Nhel pour isoler le
fragment Balll-Nhel de 179 pb contenant 5 copies du site J. Ce fragment a éte
inséré dans le plasmide FCMVpGL3 préalablement digeré par Balll et Nhel pour
donner le plasmide Jx5AS-CMV-pGL3. Une représentation schematique du
plasmide Jx5AS-CMV-pGL3 est présentée dans la figure 8.

Le plasmide JX5AS-CMV-pGL3 a été digéré par Sphl et Nhel pour isoler le
fragment Sphi-Nhel de 982 pb contenant 5 copies du site J, le promoteur
minimum hCMV-IE et la partie 5’ du géne codant pour la luciférase. Ce fragment
a été inséré dans le plasmide Jx5AS-CMV-pGL3 préalablement digéré par Sphi
et Spel pour donner le plasmide Jx10AS-CMV-pGL3. Les plasmides Jx15AS-
CMV-pGL3 et Jx20AS-CMV-pGL3 ont également été obtenus en suivant la

méme stratégie.

3.2. Activité des plasmides contenant le promoteur minimum de hCMV-IE.

Une comparaison des promoteurs minimum pouvant étre utilisés dans le
systéme inductible a été réalisée en transfection transitoire. Les resultats,
rassemblés dans la figure 9, montrent que selon le promoteur minimum, ['activité
finale aprés induction peut varier d’'un facteur deux. Ces resultats montrent en
particulier que, dans les conditions testées, le promoteur CMV semble donner
une activité supérieure. Bien entendu, d'autres promoteurs minimum, comme

’des promoteurs ne contenant pas de boite TATA, peuvent étre utilises.
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EXEMPLE 4 : importance du nombre d’éléments de réponse présents dans

les promoteurs inductibles .

L’optimisation du nombré de PPRE présents dans le promoteur inductible
a été étudiée en transfection transitoire. Les résuitats, présentés dans la figure
10, montrent que plus le nombre de copies du PPRE est important, plus le
facteur d’induction par le ligand et I'activité induite sont élevés. Par contre, si ce
nombre est trop important, & la fois le facteur d'induction et I'activité induite
diminuent, et ceci quelle que soit la quantité de hPPARg2 presente dans l'essai

(figure 11). Le nombre de PPRE optimal semble compris entre 10 et 15.

EXEMPLE 5: Construction d’un régulateur transcriptionnel fortement

inductible par les ligands des PPAR.

5.1. Construction d’un régulateur transcriptionnel comprenant deux copies

du domaine de liaison au ligand. Construction du plasmide pSG5-hPPARg2g2.

Un fragment d'ADN, noté A, contenant la région de 'ADN compiémentaire
de hPPARg2 codant pour la partie C-terminale du domaine F, a été amplifieé par
ACP en utilisant le plasmide pSG5-hPPARg2 comme matrice et les
oligonuciéotides 20RDA21 (5' GGT TTG CTG AAT GTG AAG CCC 3'; SEQ ID
NO: 10) et 21RDA42 (5' AGT CTC TAG AGC TAC GCG TAC AAG TCC TTG
TAG ATC TCC TGC 3'; SEQ ID NO: 11) comme amorces. Un fragment d'ADN,
noté B, contenant la région de 'ADN complémentaire de hPPARg2 codant pour
les domaines E et F, a été amplifie par ACP en utilisant le plasmide pSGS5-
hPPARg2 comme matrice et les oligonuciéotides 22RDA32 (5' AGT CAC GCG
TGG GCG ATC TTG ACA GGA AAG AC 3'; SEQ ID NO: 12) et 23RDA21 (&'

"GCC TTT GAG TGA GCT GAT ACC 3'; SEQ ID NO: 13) comme amorces. Le
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fragment A, digéré par Sacl et Miul et le fragment B, digéré par Miul et Xbal ont
été clonés ensemble dans le plasmide pSG5-hPPARg2 prealablement digere
par Sacl et Xbal pour obtenir le plasmide pSG5-hPPARg2g2. Ce plasmide, dont
une représentation schématique est présentée dans la figure 12, contient un
ADN complémentaire qui code pour un régulateur transcriptionnel (noté
hPPARg2g2) comprenant deux copies des domaines E et F, c'est a dire deux
domaines de liaison au ligand.

La séquence compléte du PPARy2y2 est représentée ci-dessous (SEQ ID

NO: 24) .

MGETLGDSPIDPESDSFTDTLSANISQEMTMVDTEMPFWPTNFGISSVDLSVMEDHSHSFDI
KPFTTVDFSSISTPHYEDIPFTRTDPVVADYKYDLKLQEYQSAIKVEPASPPYYSEKTQLYN
KPHEEPSNSLMAIECRVCGDKASGFHYGVHACEGCKGFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKS
RNKCQYCRFQKCLAVGMSHNAIRFGRMPQAEKEKLLAEISSDIDQLNPESADLRALAKHLYD
SYIKSFPLTKAKARAILTGKTTDKSPFVIYDMNSLMMGEDKIKFKHITPLQEQSKEVAIRIF
QGCQFRSVEAVQEITEYAKSIPGFVNLDLNDQVTLLKYGVHEIIYTMLASLMNKDGVLISEG
QGFMTREFLKSLRKPFGDFMEPKFEFAVKFNALELDDSDLAIFIAVIILSGDRPGLLNVKPI
EDIQDNLLQALELQLKLNHPESSQLFAKLLQKMTDLRQIVTEHVQLLQVIKKTETDMSLHPL
LQEIYKDLYAWAILTGKTTDKSPFVIYDMNSLMMGEDKIKFKHITPLQEQSKEVAIRIFQGC
QFRSVEAVQEITEYAKSIPGFVNLDLNDQVTLLKYGVHEIIYTMLASLMNKDGVLISEGQGF
MTREFLKSLRKPFGDFMEPKFEFAVKFNALELDDSDLAIFIAVIILSGDRPGLLNVKPIEDI
QDNLLQALELQLKLNHPESSQLFAKLLQKMTDLRQIVTEHVQLLQVIKKTETDMSLHPLLQE
IYKDLY

La séquence de la partie C-terminale de PPARy2y2, comprenant les domaines E

et F, est la séquence SEQ ID NO : 25 suivante :

MMGEDKIKFKHITPLQEQSKEVAIRIFQGCQFRSVEAVQEITEYAKSIPGFVNLDLNDQVTL
LKYGVHEIIYTMLASLMNKDGVLISEGQGFMTREFLKSLRKPFGDFMEPKFEFAVKFNALEL
DDSDLAIFIAVIILSGDRPGLLNVKPIEDIQDNLLQALELQLKLNHPESSQLFAKLLQKMTD
LRQIVTEHVQLLQVIKKTETDMSLHPLLQEIYKDLYAWAILTGKTTDKSPFVIYDMNSLMMG
EDKIKFKHITPLOEQSKEVAIRIFQGCQFRSVEAVQEITEYAKSIPGFVNLDLNDQVTLLKY
GVHEI IYTMLASLMNKDGVLISEGQGFMTREFLKSLRKPFGDFMEPKFEFAVKFNALELDDS
DLAIFIAVIILSGDRPGLLNVKPIEDIQDNLLQALELQLKLNHPESSQLFAKLLQKMTDLRQ
IVTEHVQLLQVIKKTETDMSLHPLLQEIYKDLY

5.2. Activité du plasmide pSG5-hPPARg2g2.
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Les résultats présentés dans la figure 13 montrent que si l'activité induite
est plus faible en utilisant hPPARg2g2 comme régulateur transcriptionnel (figure
13 a et b), le facteur d'induction par le ligand (figure 13 ¢) est beaucoup plus fort
avec ce régulateur. La différence entre les deux régulateurs transcriptionnels
s'explique par le fait que pour hPPARg2g2, le bruit de fond du systeme en
absence de ligand est faible et reste faible, quelle que soit la quantité de
régulateur présent. D'autre part, plus la quantité de hPPARg2g2 augmente, plus
I'activité induite est forte, ce qui n'est pas le cas du systéeme utilisant hPPARg2
qui semble saturer.

La présence d'un deuxiéme domaine de liaison au ligand (hPPARg2g2)
confére donc au régulateur transcriptionnel une plus grande inductibilite par le

ligand.
EXEMPLE 6 : Augmentation de I'activité finale des promoteurs inductibles.

6.1. Construction d'une cassefte d'expression inductible comprenant

I'intron de hEF1a. Construction du plasmide Jx10AS-CMV-EF-pGL3.

Un fragment d'ADN, contenant le premier intron du géne codant pour
hEF1a (de la position +16 a la position +984 par rapport au site d'initiation de la
transcription ; numéro d'accés a Genbank : E02627), a été amplifie par ACP en
utilisant les oligonuciéotides 25RDA35 (5" AGT CAC TAG TAA GCT TTT TGC
CGC CAG AAC ACA GG 3'; SEQ ID NO: 14) et 26RDA36 (5' AGT CAC TAG
TCC ATG GCT GCC CAG TGC CTC ACG ACC 3'; SEQ ID NO: 15) comme

amorces. Ce fragment a été digéré par Hindlll et Ncol puis a été clone dans le

plasmide Jx10AS-CMV-pGL3 préalablement digéré par Hindlll et Ncol pour

obtenir ie plasmide Jx10AS-CMV-EF-pGL3. Une représentation schematique du
plasmide Jx10AS-CMV-EF-pGL3 est présentée dans la figure 14.

6.2. Activité du plasmide Jx10AS-CMV-EF-pGL3.
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Dans le but d’'augmenter ['activit¢ finale du systéme, une séquence
enhancer, située dans le premier intron du géne hEF1a, a été clonée au
voisinage du promoteur inductible. Les résultats presentés dans la figure 15
montrent que la présence de la région enhancer augmente l'activité induite du

systéme et ceci quelle que soit la quantité de régulateur transcriptionnel utilisee.

EXEMPLE 7 : Construction de plasmides comprenant a la fois une cassette
d’expression du régulateur transcriptionnel et une cassette d’expression

inductible.
7.1. Plasmide JX5AS-TK-luc-hPPARg2.

Le plasmide pSG5-hPPARa(Koz) a été digéré par Miul et Scal pour isoler
le fragment Miul-Scal de 1229 pb contenant la région 3' de ['ADN
complémentaire de hPPARa. Ce fragment a été inséré dans le plasmide
pSL301 préalablement digéré par Miul et Smal pour donner le plasmide pSL-
3’hPPARa.

Le plasmide pSG5-hPPARa(Koz) a été digéré par Sall et Mlul pour isoler
le fragment Sall-Mlul de 1406 pb contenant le promoteur précoce du virus SV40
et la région 5’ de 'ADN complémentaire de hPPARa. Ce fragment a été insére
dans le plasmide pSL-3'hPPARa préalablement digérén par Xhol et Mlul pour
donner le plasmide pSL-hPPARa.

Le plasmide pSL-hPPARa a été digéré par Spel et Sall pour isoler le
fragment Spel-Sall de 2664 pb contenant le promoteur précoce du virus SV40 et
'ADN complémentaire de hPPARa. Ce fragment a été inséré dans le plasmide
pBluescript || SK+ préalablement digéré par Spel et Sall pour donner le
plasmide pBS-hPPARa.

Le plasmide pSG5-hPPARg2 a été digéré par Avrll et Sacl pour isoler le
fragment Avrll-Sacl de 2070 pb, noté C, contenant la région 5 de I'ADN

’complémentaire de hPPARg2. Un fragment d'ADN, noté D, contenant la region
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3' de I'ADN complémentaire de hPPARg2, a été amplifie par ACP en utilisant le
plasmide pSG5-hPPARg2 comme matrice et les oligonuciéotides 10RDA21 (5'
CAG GTT TGC TGA ATG TGA AGC 3'; SEQ ID NO: 16) et 11RDA40 (5" TGA
CGT GTC GAC CTA GTA CAA GTC CTT GTA GAT CTC CTG C 3'; SEQ ID
NO: 17) comme amorces. Le fragment C et le fragment D, digéré par Sacl et
Sall, ont été clonés ensemble dans le plasmide pBS-hPPARa prealablement
digéré par Avril et Sall pour obtenir le plasmide pBS-hPPARgZ2.

Le plasmide Jx5AS-TK-pGL3 a été digeré par Kpnl et Sall pour isoler le
fragment Kpnl-Sall de 2324 pb contenant le géne luct sous controle d'un
promoteur inductible. Ce fragmentva été inséré dans le plasmide pBS-hPPARg2
préalablement digéré par Kpnl et Sall pour donner le plasmide Jx5AS-TK-luc-
hPPARg2. Une représentation schématique du plasmide Jx5AS-TK-luc-
hPPARg2 est présentée dans la figure 16.

7.2. Plasmide SV-g2-J10-C-pGL3.

Le plasmide pBS-hPPARg2 a été digéré par Notl et Sall pour isoler le
fragment Notl-Sall de 2622 pb, noté E, contenant 'ADN compiémentaire de
hPPARg2 sous contrdle du promoteur précoce de SV40. Un fragment d'ADN,
noté F, contenant le site de polyadénylation du virus SV40, a été amplifie par
ACP en utilisant le piasmide FTK-pGL3 comme matrice et les oligonuciéotides
18RDA31 (5' AGT CGT CGA CGC TTC GAG CAG ACA "TGAA TAAG3' ;SEQID
NO: 18) et 19RDA35 (5' AGT CGC TAG CGA CGG ATC CTT ATC GAT TTT
ACC AC 3': SEQ ID NO: 19) comme amorces. Le fragment E et le fragment F,
digéré par Sall et Nhel, ont été clonés ensemble dans le plasmide Jx10AS-
CMV-pGL3 préalablement digéré par Notl et Nhel pour obtenir le plasmide SV-
g2-J10-C-pGL3. Une représentation schématique du plasmide SV-g2-J10-C-

pGL3 est présentée dans la figure 17.

7.3. Plasmide hPPARg2-CMV-Jx5AS-TK-pGL3.
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Un fragment d'ADN, noté G, contenant I'ADN complementaire de
hPPARg2, a été amplifi¢ par ACP en utilisant le plasmide Jx5AS-TK-luc-
hPPARg2 comme matrice et les oligonucléotides 12RDAS0 (5" GTC AGC TAG
CCT ACT CGA GCC ACC ATG GGT GAA ACT CTG GGA GAT TCT CC 3';
SEQ ID NO: 20) et 13RDA42 (5' TAC GGG GTA CCC AGA CAT GAT AAG ATA
CAT TGA TGA GTT TGG 3' ; SEQ ID NO: 21) comme amorces. Un fragment
d'ADN, noté H, contenant le promoteur minimum de hCMV-IE (de la position -54
a la position +48 par rapport au site d'initiation de la transcription), a été amplifié
par ACP en utilisant le plasmide pCMVR comme matrice et les oligonucleotides
14RDA33 (5' GTC AGC TAG CCG GTA GGC GTG TAC GGT GGG AGG 3';
SEQ ID NO: 22) et 15RDA33 (5' TAC GCT CGA GCT TCT ATG GAG GTC
AAA ACA
GCG 3': SEQ ID NO: 23) comme amorces. Le fragment G, digére par Kpnl et
Xhol et le fragment H, digéré par Xhol et Nhel ont été clonés ensemble dans le
plasmide Jx5AS-TK-pGL3 préalablement digéré par Kpnl et Nhel pour obtenir
le plasmide hPPARg2-CMV-Jx5AS-TK-pGL3. Une représentation schématique
du plasmide hPPARg2-CMV-Jx5AS-TK-pGL3 est présentée dans la figure 18.

7.4. Plasmides hPPARg2-CMV-JxnAS-CMV-pGL3.

Le plasmide Jx5AS-CMV-pGL3 a été digéré par Nhel et Sphi pour isoler le
fragment Nhel-Sphl de 982 pb contenant fa région 5’ du ‘géne luc+ sous controle
d’'un promoteur inductible. Ce fragment a été inséré dans le plasmide hPPARg2-
CMV-Jx5AS-TK-pGL3 préalablement digéré par Spel et Sphl pour donner le
plasmide hPPARg2-CMV-Jx10AS-CMV-pGL3. Une représentation schematique
du plasmide hPPARg2-CMV-Jx10AS-CMV-pGL3 est présentee dans la figure
19.

Le plasmide JX5AS-CMV-pGL3 a été digéré par Nhel et Sphi pour isoler le
fragment Nhel-Sph! de 982 pb contenant la région 5" du géne luc+ sous controie

d'un promoteur inductible. Ce fragment a été inséré dans le plasmide hPPARg2-
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CMV-Jx10AS-CMV-pGL3 préalablement digéré par Spel et Sphi pour donner le
plasmide hPPARg2-CMV-Jx15AS-CMV-pGL3.

Le plasmide Jx10AS-CMV-pGL3 a été digére par Nhel et Sphl pour isoler
le fragment Nhel-Sphi de 1151 pb contenant la région 5' du gene luc+ sous
controle d’'un promoteur inductible. Ce fragment a été inséré dans le plasmide
hPPARg2-CMV-Jx10AS-CMV-pGL3 préalablement digéré par Spel et Sphi pour
donner le plasmide hPPARg2-CMV-Jx20AS-CMV-pGL3.

EXEMPLE 8 : Comparaison des différentes versions du systéeme inductible

in vitro.

La figure 20 rassemble les résultats obtenus in vitro avec plusieurs

versions du systéme inductible. Ces résultats montrent que les systemes
utilisant deux plasmides (figure 20 lignes 1, 3 et 4) comme les systemes a un
seul plasmide (figure 20 lignes 2 et 5 a 9) sont fonctionnels ; c'est a dire que la
présence d'un ligand de PPARg (ici le BRL49653) augmente fortement
expression du géne placé sous le contréle du promoteur inductible. On
remarque également que pour certains systémes (figure 20 lignes 3 et 7 a 9) le
facteur d’induction par le ligand est supérieur a 30, et que pour le systeme
présenté sur la figure 20 ligne 4, I'activité aprés induction est egale a celle d'un

promoteur fort comme celle du promoteur hCMV-IE.
EXEMPLE 9 : Différents ligands des PPAR peuvent activer le systeme
inductible.

9.1. Systeme utilisant hPPARg2.

Les résultats présentés dans la figure 21 montrent que des ligands de
'hPPARg autres que le BRL49653, ici le RG12525 (ligand RPR de hPPARg),
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peuvent étre utilisés pour activer le systeme inductible. A une concentration de

100 pM, un traitement avec le RG12525 conduit méme a une induction plus

- forte que celle obtenue avec le BRL49653. Tout autre ligand de PPARg peut

donc étre utilisé comme inducteur du systéme.

9.2. Systeéme utilisant hPPARa.
De la méme maniére que pour le systeme utilisant hPPARg, un systeme

utilisant hPPARa comme régulateur transcriptionnel peut étre activé avec les

fibrates ou le WY-14,643 par exemple ou tout autre figand de hPPARa.

EXEMPLE 10: Le systéme inductible peut étre activé in_vivo, dans le

muscle.

La figure 22 rassemble les résultats obtenus in vivo, dans le muscle, avec
différentes versions du systéme inductible. Les résultats montrent que pour les
trois versions testées (figure 22 lignes 2 a 4), un traitement par gavage avec un
ligand de hPPARg est capable d'augmenter fortement, dans le muscle, I'activite
des promoteurs inductibles. Les facteurs d'induction sont : x14 pour la version
figure 22 ligne 2, x8 pour la version figure 22 ligne 3,‘ et x24 pour la version
figure 22 ligne 4. De plus, pour I'une des versions (figure 22 ligne 2), I'activite
obtenue chez les animaux traités au BRL49653 est de l'ordre de celle d'un
promoteur fort comme le promoteur hCMV-IE.

Les résultats, présentés dans la figure 23, montrent egalement qu'une
seule prise de ligand peut induire le systéme, que cette prise ait lieu avant ou
aprés le transfert de géne. Cette expérience montre aussi qu'une dose deux fois
moins importante que celle utilisée habituellement, permet d'obtenir le méme

facteur d’induction.
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Le systéme, utilisant un récepteur nucléaire PPAR comme regulateur
transcriptionnel, est donc fonctionnel in vivo et peut étre induit par la prise orale

d’'un ligand des PPAR.

EXEMPLE 11: Construction d'un plasmide permettant I’expression

inductible d’un géne dont le produit est sécréteé.
11.1 Construction du plasmide pRDAOZ2.

Le plasmide Jx10AS-CMV-pGL3 a été digéré par Hindlli et Miul pour isoler
le fragment Hindlll-Miul de 459 pb. Ce fragmeht a été inséré dans le plasmide
pXL3010 (Bettan M. et coll., Anal. Biochem., 271 (1999) 187-189) préalablement
digéré par Hindlll et Miul pour donner le plasmide pRDA02. Ce plasmide contient
I'’ADN compiémentaire du géne codant pour la forme secrétée de la phosphatase
alcaline placentaire humaine (hSeAP) dont I'expression est sous controle d'un
promoteur inductible par le systéme utilisant les PPARs comme régulateur
transcriptionnel. Une représentation schématique du plasmide pRDAQ2 est

présentée dans la figure 24.

EXEMPLE 12: Le systéeme inductible permet de réguler, in vivo, la

concentration plasmatique d’une protéine sécrétée.

Les résultats présentés dans la figure 25 montrent qu'en utilisant le
systéme inductible, il est possible de réguler dans le temps la concentration
plasmatique d’'une protéine sécrétée a partir du muscle, et ceci avec une simple
prise orale d’un ligand des PPAR. La concentration plasmatique de la hSeAP est
augmentée d’'un facteur 18 (figure 25A) deux jours apres la prise de ligand, puis
retourne a son niveau de base une semaine plus tard. Entre le 21°™ et le 39°™
jour, une réponse immunitaire dirigée contre la hSeAP d'origine humaine est

observée et se traduit par une diminution de la concentration plasmatique de
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cette protéine. Malgré cette réponse immune, il est possible de realiser un second
cycle d’induction (figure 25A).

Comme le montre la figure 25B, le systéme inductible permet également,
par des prises de ligand journaliéres, de maintenir a un niveau éievé le taux

plasmatique de hSeAP, durant une période égale a la durée du traitement.

EXEMPLE 13 : Différents ligands des PPAR peuvent activer le systéme

inductible in vivo, et ceci de maniére dose dépendante.

Le BRL49653, sous sa forme commercialisée pour le traitement du diabete
de type !l (Avandia™, SmithKline Beecham) et le pioglitazone, sous sa forme
commercialisée pour ce méme traitement (Actosm, Takeda Pharmaceuticals)
peuvent également activer le systéme inductible (figure 26A). La figure 26B
montre également que le facteur d'induction est directement corrélé a la dose de
ligand utilisée.

Le systéme, utilisant un récepteur nucléaire PPAR comme régulateur
transcriptionnel, permet donc de controler, de maniére trés precise, le taux
plasmatique d’une protéine sécrétée. De plus, cette regulation peut étre obtenue

en utilisant divers ligands des PPAR.

EXEMPLE 14: Construction d’'un plasmide permettant I'expression

inductible d’un géne dont le produit est un facteur angiogénique.
14.1 Construction du plasmide Jx10AS-CMV-VEGF,165.

Le cadre de lecture de VEGF165 humain a été cloné par transcription
reverse et PCR & partir d'ARN total de placenta humain (Clontech) (Houck et al.
Mol. Endocrinol. 12 (1991) 1806-1814) puis inséré dans un plasmide pBluescript

4

(Stratagene) contenant le promoteur CMV E/P de la position -522 a +72 et le
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polyA tardif de SV40, pour donner le plasmide pXL3218. Ce dernier a été ensuite
digéré par Hindlll et BsrGl pour isoler le fragment A Hindill-BsrGl de 482 pb. Le

plasmide pXL3218 a également été digére par BsrGl et BamHI pour isoler le

fragment B BsrGl-BamH! de 390 pb. Les fragments A et B ont été insérés dans le
plasmide Jx10AS-CMV-pGL3 préalablement digéré par Hindlll et BamH! pour
donner le plasmide Jx10AS-CMV-VEGF,165. Ce plasmide contient I'ADN

complémentaire du géne codant pour le VEGF,165 dont I'expression est sous
contrle d'un promoteur inductible par le systéme utilisant les PPARs comme
régulateur transcriptionnel. Une représentation schématique du plasmide
Jx10AS-CMV-VEGF, 165 est présentée dans la figure 27.

Ce plasmide pourra étre utilisé, par exemple, pour controler dans le temps

I'activité angiogénique du VEGF a des fins thérapeutiques.
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REVENDICATIONS

1. Composition comprenant :

(a) un premier élément comprenant un acide nucléique d'intérét sous
contréle d'un promoteur inductible comprenant un élément de réponse a un
PPAR et un promoteur transcriptionnel minimal, et

(b) un deuxiéme élément comprenant un acide nuciéique codant un PPAR
sous contrdle d'un promoteur transcriptionnel,

en vue de leur utilisation simuitanée, séparée ou espacée dans le temps.

2. Composition selon la revendication 1, caractérisée en ce qu'elle comprend en
outre:
(c) un ligand de PPAR.

en vue d'une utilisation simultanée, séparée ou espacée dans le temps.

3. Composition selon la revendication 1 ou 2, caractérisée en ce que les

éléments (a) et (b) sont portés par des constructions génétiques distinctes.

4. Composition selon la revendication 1 ou 2, caractérisée en ce que les

éléments (a) et (b) sont assemblés dans une méme construction genetique.

5. Composition selon la revendication 3 ou 4, caractérisée en ce que la

construction génétique est un vecteur plasmidique ou viral.

6. Composition selon l'une des revendications 1 & 5, caractérisée en ce que
I'élément de réponse a un PPAR comprend un ou plusieurs sites de liaison du
PPAR.

7. Composition selon la revendication 6, caractérisée en ce que l'¢lement de
réponse & un PPAR comprend un ou plusieurs sites de séquence SEQ ID NO:1

ou de variants fonctionnels de cette séquence.
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8. Composition selon la revendication 6, caractérisée en ce que ['élément de
réponse & un PPAR comprend un ou plusieurs sites de séquence SEQ ID NO: 5

ou de variants fonctionnels de cette sequence.

9. Composition selon les revendications 6 a 8, caractérisée en ce que I'element
de réponse comprend jusqu'a 30 sites de liaison, de preférence de 3 a 20, plus

préférentiellement de 5 a 15.

10. Composition selon I'une des revendications 1 a 9, caractérisée en ce que le
promoteur minimal est un promoteur d'un géne cellulaire ou viral deléte de

région(s) non essentielle(s) a l'activité transcriptionnelle.

11. Composition selon ['une des revendications 1 & 10, caractérisée en ce que le

promoteur inductibie comprend en outre une région amplificatrice.

12. Composition selon I'une des revendications 1 & 11, caractérisée en ce que le
promoteur minimal et I'éiément de réponse a un PPAR sont dans la méme

orientation.

13. Composition selon I'une des revendications 1 a 11, caractérisée en ce que le
promoteur minimal et I'élément de réponse a un PPAR sont en orientation

inverse.

14. Composition selon l'une des revendications 1 a 13, caractérisée en ce que

I'acide nucléique codant un PPAR code un PPARa ou un PPARYy.

15. Composition selon I'une des revendications 1 & 14, caractéerisée en ce que
l'acide nucléique codant un PPAR code un PPAR modifie comprenant

‘plusieurs sites de liaison au ligand.
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16. Composition selon I'une des renvendications 1 a 15, caractérisée en ce
qu'elle comprend en outre un élément (d) compenant un acide nucléique

codant un RXR sous le controle d'un promoteur transcriptionnel.

17. Vecteur comprenant un €lément (a) et un élément (b) selon la revendication.

18. Vecteur selon la revendication 17, caractérisé en ce que les éléments (a) et

(b) sont en orientation opposée.

19. Vecteur selon la revendication 17 ou 18, caractérisé en ce que le promoteur
inductible de I'élément (a) et le promoteur transcriptionnel de f'élément (b)
sont assemblés dans le vecteur pour former un promoteur bidirectionnel

régulable.

20. Vecteur selon la revendication 19, caractérisé en ce qu'il comprend, dans le
sens 5->3', un premier acide nucléigue codant un PPAR, un premier
promoteur transcriptionnel minimal contrélant 'expression dudit premier acide
nucléique, un ou plusieurs éléments de réponse a un PPAR, un deuxiéme
promoteur transcriptionnel minimal et, sous le contréle dudit deuxieme
promoteur transcriptionnel minimal, un deuxieme acide nucléique codant un

produit d'intérét.

21. Vecteur selon I'une des revendications 17 a 20 caractérisé en ce quil

comprend en outre un élément (d) selon la revendication 16.

22. Utilisation d'une composition selon l'une des revendications 1 a 16 ou d'un
vecteur selon l'une des revendications 17 & 21 pour exprimer un acide

nucléique d'intérét dans une cellule ex vivo ou in vitro.

23. Utilisation d'une composition selon I'une des revendications 1 & 16 ou d'un

vecteur selon l'une des revendications 17 a 21 pour la préparation d'un
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produit destiné & exprimer un acide nucléigue d'interét dans une cellule in

Vivo.

24. Procédé pour I'expression régulée d'un acide nucléique dans une cellule, in
5 vitro ou ex vivo comprenant la mise en contact de ladite cellule avec une
composition selon l'une des revendications 1 a 16 ou un vecteur selon l'une

des revendications 17 a 21.

25. Procédé selon la revendication 24, caractérisé en ce qu'il s'agit d'une cellule

10 mammifére, de préférence humaine.

26. Procédé selon la revendication 25, caractérisé en ce qu'il s'agit d'une cellule

musculaire.

15 27. Cellule modifiée par mise en contact avec une composition selon l'une des

revendications 1 a 16 ou un vecteur selon I'une des revendications 17 a 21.
28. PPAR modifié comprenant plusieurs sites de liaison au ligand.
20 29. Acide nuciéique codant pour un PPAR selon la revendication 28.
30. Procédé d'identification de ligands des PPAR, cbmprenant fa mise en

contact d'une cellule selon la revendication 27 avec une molécule test et la

mise en évidence d'une expression de I'acide nucléique d'intérét.
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LISTE DE SEQUENCES
<110> AVENTIS PHARMA S.A.

<120> Systéme de régulation pharmacclogique de 1'expression
utilisant les récepteurs nucléaires PPAR et leurs
ligands.

<130> SEQUENCES

<140>
<l41l>

<160> 28
<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1
tcaaccttta ccctggtag 19

<210> 2

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2
tcgeccaaget tctegtgatce tgcggca 27

<210> 3

<211> 37

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3
acgtgtecgac actagtggct agaggatctc taccagg 37

<210> 4

<211> 48

<212> ADN

<213> Homo sapiens

£400> 4
cgatggtacc ctcgagcaat gtgctagcga gatccttcaa cctttacc 48



WO 00/78986

<210> 5
<21i> 13
<212> ADN
<213> Homo

<400> 5
aggtcaaagg

<210> 6
<211l> 69
<212> ADN
<213> Homo

<400> 6
acgtgtcgac
gaaaactag

<210> 7
<211> 64
<212> ADN
<213> Homo

<400> 7
cgatggtacc
gacc

<210> 8
<211> 32
<212> ADN
<213> Homo

<400> 8
acgtagatct

<210> 9
<211> 29
<212> ADN
<213> Homo

<400> 9
acgtaagctt

10
21
ADN
Homo

<210>
<211>
<212>
<213>

14
<400> 10

PCT/FR00/01744
2
sapiens
tca 13
sapiens

actagtcaaa actaggtcaa aggtcacgga aaactaggtc aaaggtcacg 60
69

sapiens

ctcgagcaat gtgctagccg tgacctttga cctagtttte cgtgaccttt 60

64
sapiens
cggtaggegt gtacggtggg ag 32
sapiens

29

ctatggaggt caaaacagc

sapiens
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ggtttgctga

<210> 11
<211> 42
<212> ADN
<213> Homo

<400> 11
agtctctaga

<210> 12
<211> 32
<212> ADN
<213> Homo

<400> 12
agtcacgcgt

<210> 13
<211> 21
<212> ADN
<213> Homo

<400> 13
gcctttgagt

<210> 14
<211> 35
<212> ADN
<213> Homo

<400> 14
agtcactagt

<210> 15
<211> 36
<212> ADN
<213> Homo

<400> 15
agtcactagt

<210> 16
<211> 21
<212> ADN
<213> Homo

<400> 16
caggtttgct

(U8)

atgtgaagcc ¢

sapiens

gctacgcgta caagtccttg tagatctcct gc

sapiens

gggcgatctt gacaggaaag ac

sapiens

gagctgatac c

sapiens

aagctttttg ccgccagaac acagg

sapiens

ccatggctge ccagtgcctc acgace

sapiens

gaatgtgaag c
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<210> 17
<211> 40
<212> ADN
<213> Homo

<400> 17
tgacgtgtcg

<210> 18
<211> 31
<212> ADN
<213> Homo

<400> 18
agtcgtcgac

<210> 19
<211> 35
<212> ADN
<213> Homo

<400> 19
agtcgctagc

<210> 20
<211> 50
<212> ADN
<213> Homo

<400> 20
gtcagctagce

<210> 21
<211> 42
<212> ADN
<213> Homo

<400> 21
tacggggtac

<210> 22
<211> 33
<212> ADN
<213> Homo

<400> 22
gtcagctagce
14

sapiens

acctagtaca agtccttgta gatcteetge

sapiens

gcttcgagca gacatgataa g

sapiens

gacggatcct tatcgatttt accac

sapiens

ctactcgagc caccatgggt gaaactctgg gagattctcce

sapiens

ccagacatga taagatacat tgatgagttt gg

sapiens

cggtaggcgt gtacggtggg agg
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<210> 23

<211> 33

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 23
tacgctcgag cttctatgga ggtcaaaaca gcg 33

<210> 24

<211> 750

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24
Met Gly Glu Thr Leu Gly Asp Ser Pro Ile Asp Pro Glu Ser Asp Ser
1 5 10 15

Phe Thr Asp Thr Leu Ser Ala Asn Ile Ser Gln Glu Met Thr Met Val
20 25 30

Asp Thr Glu Met Pro Phe Trp Pro Thr Asn Phe Gly Ile Ser Ser Val
35 40 45

Asp Leu Ser Val Met Glu Asp His Ser His Ser Phe Asp Ile Lys Pro
50 55 60

Phe Thr Thr Val Asp Phe Ser Ser Ile Ser Thr Pro His Tyr Glu Asp
65 70 75 80

Ile Pro Phe Thr Arg Thr Asp Pro Val Val Ala Asp Tyr Lys Tyr Asp
85 90 95

Leu Lys Leu Gln Glu Tyr Gln Ser Ala Ile Lys Val Glu Pro Ala Ser
100 105 110

Pro Pro Tyr Tyr Ser Glu Lys Thr Gln Leu Tyr Asn Lys.Pro His Glu
115 120 125

Glu Pro Ser Asn Ser Leu Met Ala Ile Glu Cys Arg Val Cys Gly Asp
130 135 140

Lys Ala Ser Gly Phe His Tyr Gly Val His Ala Cys Glu Gly Cys Lys
145 150 155 160

Gly Phe Phe Arg Arg Thr Ile Arg Leu Lys Leu Ile Tyr Asp Arg Cys
165 170 175

Asp Leu Asn Cys Arg Ile His Lys Lys Ser Arg Asn Lys Cys Gln Tyr
180 185 190

Cys Arg Phe Gln Lys Cys Leu Ala Val Gly Met Ser His Asn Ala Ile
. 195 200 205



WO 00/78986 PCT/FR00/01744

Arg Phe Gly Arg Met Pro Gln Ala Glu Lys Glu Lys Leu Leu Ala Glu
210 215 220

Ile Ser Ser Asp Ile Asp Gln Leu Asn Pro Glu Ser Ala Asp Leu Arg
225 230 235 240

Ala Leu Ala Lys His Leu Tyr Asp Ser Tyr Ile Lys Ser Phe Pro Leu
245 250 255

Thr Lys Ala Lys Ala Arg Ala Ile Leu Thr Gly Lys Thr Thr Asp Lys
260 265 270

Ser Pro Phe Val Ile Tyr Asp Met Asn Ser Leu Met Met Gly Glu Asp
275 280 285

Lys Ile Lys Phe Lys His Ile Thr Pro Leu Gln Glu Gln Ser Lys Glu
290 295 300

Val Ala Ile Arg Ile Phe Gln Gly Cys Gln Phe Arg Ser Val Glu Ala
305 310 315 320

val Gln Glu Ile Thr Glu Tyr Ala Lys Ser Ile Pro Gly Phe Val Asn
325 330 335

Leu Asp Leu Asn Asp Gln Val Thr Leu Leu Lys Tyr Gly Val His Glu
340 345 350

Ile Ile Tyr Thr Met Leu Ala Ser Leu Met Asn Lys Asp Gly Val Leu
355 360 365

Ile Ser Glu Gly Gln Gly Phe Met Thr Arg Glu Phe Leu Lys Ser Leu
370 375 380

Arg Lys Pro Phe Gly Asp Phe Met Glu Pro Lys Phe Glu Phe Ala Val
385 390 395 400

Lys Phe Asn Ala Leu Glu Leu Asp Asp Ser Asp Leu Ala Ile Phe Ile
405 410 . 415

Ala Val Ile Ile Leu Ser Gly Asp Arg Pro Gly Leu Leu Asn Val Lys
420 425 430

Pro Ile Glu Asp Ile Gln Asp Asn Leu Leu Gln Ala Leu Glu Leu Gln
435 440 445

Leu Lys Leu Asn His Pro Glu Ser Ser Gln Leu Phe Ala Lys Leu Leu
450 455 460

Gln Lys Met Thr Asp Leu Arg Gln Ile Val Thr Glu His Val Gln Leu
465 470 475 480

Leu Gln Val Ile Lys Lys Thr Glu Thr Asp Met Ser Leu His Pro Leu
485 490 495

Leu Gln Glu Ile Tyr Lys Asp Leu Tyr Ala Trp Ala Ile Leu Thr Gly
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500 505 510

Lys Thr Thr Asp Lys Ser Pro Phe Val Ile Tyr Asp Met Asn Ser Leu
515 520 525

Met Met Gly Glu Asp Lys Ile Lys Phe Lys His Ile Thr Pro Leu Gln
530 535 540

Glu Gln Ser Lys Glu Val Ala Ile Arg Ile Phe Gln Gly Cys Gln Phe
545 550 555 560

Arg Ser Val Glu Ala Val Gln Glu Ile Thr Glu Tyr Ala Lys Ser Ile
565 570 575

Pro Gly Phe Val Asn Leu Asp Leu Asn Asp Gln Val Thr Leu Leu Lys
580 585 590

Tyr Gly Val His Glu Ile Ile Tyr Thr Met Leu Ala Ser Leu Met Asn
595 600 605

Lys Asp Gly Val Leu Ile Ser Glu Gly Gln Gly Phe Met Thr Arg Glu
610 615 620

Phe Leu Lys Ser Leu Arg Lys Pro Phe Gly Asp Phe Met Glu Pro Lys
625 630 635 640

Phe Glu Phe Ala Val Lys Phe Asn Ala Leu Glu Leu Asp Asp Ser Asp
645 650 655

Leu Ala Ile Phe Ile Ala Val Ile Ile Leu Ser Gly Asp Arg Pro Gly
660 665 670

Leu Leu Asn Val Lys Pro Ile Glu Asp Ile Gln Asp Asn Leu Leu Gln
675 680 685

Ala Leu Glu Leu Gln Leu Lys Leu Asn His Pro Glu Ser Ser Gln Leu
690 695 700

Phe Ala Lys Leu Leu Gln Lys Met Thr Asp Leu Arg Gln Ile Val Thr
705 710 715 720

Glu His Val Gln Leu Leu Gln Val Ile Lys Lys Thr Glu Thr Asp Met
725 730 735

Ser Leu His Pro Leu Leu Gln Glu Ile Tyr Lys Asp Leu Tyr
740 745 750

<210> 25

<211> 467

<212> PRT

<213> Homo sapiens

£400> 25



WO 00/78986 PCT/FR00/01744

Met Met Gly Glu Asp Lys Ile Lys Phe Lys His Ile Thr Pro Leu Gln
Glu Gln Ser Lys Glu Val Ala Ile Arg Ile Phe Gln Gly Cys Gln Phe
20 25 30

Arg Ser Val Glu Ala Val Gln Glu Ile Thr Glu Tyr Ala Lys Ser Ile
35 40 45

Pro Gly Phe Val Asn Leu Asp Leu Asn Asp Gln Val Thr Leu Leu Lys
50 55 60

Tyr Gly Val His Glu Ile Ile Tyr Thr Met Leu Ala Ser Leu Met Asn
65 70 75 80

Lys Asp Gly Val Leu Ile Ser Glu Gly Gln Gly Phe Met Thr Arg Glu
85 90 95

Phe Leu Lys Ser Leu Arg Lys Pro Phe Gly Asp Phe Met Glu Pro Lys
100 105 110

Phe Glu Phe Ala Val Lys Phe Asn Ala Leu Glu Leu Asp Asp Ser Asp
115 120 125

Leu Ala Ile Phe Ile Ala Val Ile Ile Leu Ser Gly Asp Arg Pro Gly
130 135 140

Leu Leu Asn Val Lys Pro Ile Glu Asp Ile Gln Asp Asn Leu Leu Gln
145 150 155 160

Ala Leu Glu Leu Gln Leu Lys Leu Asn His Pro Glu Ser Ser Gln Leu
165 170 175

Phe Ala Lys Leu Leu Gln Lys Met Thr Asp Leu Arg Gln Ile Val Thr
180 185 190

Glu His Val Gln Leu Leu Gln Val Ile Lys Lys Thr Glu Thr Asp Met
195 200 205.

Ser Leu His Pro Leu Leu Gln Glu Ile Tyr Lys Asp Leu Tyr Ala Trp
210 215 220

Ala Ile Leu Thr Gly Lys Thr Thr Asp Lys Ser Pro Phe Val Ile Tyr
225 230 235 240

Asp Met Asn Ser Leu Met Met Gly Glu Asp Lys Ile Lys Phe Lys His
245 250 255

Ile Thr Pro Leu Gln Glu Gln Ser Lys Glu Val Ala Ile Arg Ile Phe
260 265 270

Gln Gly Cys Gln Phe Arg Ser Val Glu Ala Val Gln Glu Ile Thr Glu
275 280 285

Tyr Ala Lys Ser Ile Pro Gly Phe Val Asn Leu Asp Leu Asn Asp Gln
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290 295 300

Vval Thr Leu Leu Lys Tyr Gly Val His Glu Ile Ile Tyr Thr Met Leu
305 310 315 320

2la Ser Leu Met Asn Lys Asp Gly Val Leu Ile Ser Glu Gly Gln Gly
325 330 335

Phe Met Thr Arg Glu Phe Leu Lys Ser Leu Arg Lys Pro Phe Gly Asp
340 345 350

Phe Met Glu Pro Lys Phe Glu Phe Ala Val Lys Phe Asn Ala Leu Glu
355 360 365

Leu Asp Asp Ser Asp Leu Ala Ile Phe Ile Ala Val Ile Ile Leu Ser
370 375 380

Gly Asp Arg Pro Gly Leu Leu Asn Val Lys Pro Ile Glu Asp Ile Gln
385 390 395 400

Asp Asn Leu Leu Gln Ala Leu Glu Leu Gln Leu Lys Leu Asn His Pro
405 410 415

Glu Ser Ser Gln Leu Phe Ala Lys Leu Leu Gln Lys Met Thr Asp Leu
420 425 430

Arg Gln Ile Val Thr Glu His Val Gln Leu Leu Gln Val Ile Lys Lys
435 440 445

Thr Glu Thr Asp Met Ser Leu His Pro Leu Leu Gln Glu Ile Tyr Lys
450 455 460

Asp Leu Tyr
465

<210> 26

<211> 30

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 26
cccgttacat aacttacggt aaatggcccg 30

<210> 27

<211> 30

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 27
gggacgcgcet tctacaaggc gctggccgaa 30

I3
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<210> 28

<211> 30

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 28

cgactctaga agatcttgcc ccgeccageg 30
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