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(54) Title: RATIONAL SELECTION OF PEPTIDES PRESUMED TO HAVE A SPECIFIC FUNCTION DERIVED FROM IDENTIFIED
NUCLEOTIDE OR PEPTIDE SEQUENCES

(54) Titre: SELECTION RATIONNELLE DE PEPTIDES PUTATIFS EN PROVENANCE DE SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES OU
PEPTIDIQUES IDENTIFIEES

(87) Abstract

The invention concerns a method for identifying peptides presumed to have a specific function selected among nucleotide or peptide
sequences of unknown function, comprising steps which consist in: (i) providing a polynucleotide or polypeptide databank; (ii) screening
said databank to search for the presence of a combination of nucleotides or amino acids signalling the peptide with specific function; (iii)

identifying the polynucleotide or polypeptide sequences which comprise the combination of nucleotides or amino acids signalling the peptide
with specific function,

(57) Abrégé

Méthode d’identification de peptides putatifs d’une fonction donnée choisis parmi des séquences nucléotidiques ou peptidiques de
fonction inconnue, comprenant les étapes: (i) d’obtention d’une banque de données de polynucléotides ou de polypeptides; (i1) de criblage
de ladite banque de données a la recherche de la présence d’une combinaison de nucléotides ou d’acides aminés indicative du peptide de

fonction donnée; (ii) d’identification des séquences polynucléotidiques ou polypeptidiques qui comprennent la combinaison de nucléotides
ou d’acides aminés indicative du peptide de fonction donnée.
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SELECTION RATIONNELLE DE PEPTIDES PUTATIFS EN PROVENANCE
DE SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES OU PEPTIDIQUES IDENTIFIEES

ART ANTERIEUR RELATIF A L’INVENTION .

(1) Domaine de I'invention

La présente invention se rapporte a une méthode d’identification de peptides putatifs en
provenance de séquences nucléotidiques ou peptidiques de fonction inconnue, comme par
exemple a la fois des précurseurs d’acides nucl€iques et de peptides d’un peptide
comprenant une extrémité C-terminale amidée, et, plus particuliecrement, a une methode
caractérisée en ce que les précurseurs de peptides putatifs sont identifiés a partir d’une

banque de données génétique.

(11) Description de I’art antérieur apparenté

On sait que certaines combinaisons de nucléotides, quand elles sont présentes dans un
polynucléotide, conduisent a certaines propri€tés dans le polypeptide qui en est traduit. Un
exemple comprend ces nucléotides qui encodent les précurseurs d’hormones polypeptidiques
qui sont soumis a une réaction d’amidation post-traductionnelle. Un autre exemple, tel
divulgué dans le brevet américain No. 4,917,999, se rapporte a certains nucleéotides qui sont

caractéristiques de polypeptides manifestant une activité enzymatique a-amylase.

Les hormones polypeptidiques amidées sont synthétisées sous la forme d’un précurseur qui
subit une maturation. Cette maturation consiste en une réaction d’amidation. La réaction
d’amidation de ’extrémité C-terminale est une réaction caractéristique des hormones
polypeptidiques amidées. Cette réaction, qui se produit sur le précurseur d’une ou de
plusieurs hormones, permet la maturation de I’hormone et garantit €galement sa stabilite
biologique dans le milieu physiologique: le groupe amide formé est moins vuinérable que la
fonction acide libre. L.’hormone est, par conséquent, plus résistante aux carboxypeptidases,

elle reste active dans la cellule plus longtemps et conserve une affinite optimale pour son site

recepteur.
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L amidation a é€té largement décrite («Peptide amidation", Alan F. Bradbury et Derek G.
Smyth, 77BS 16: 112-115, mars 1991 et «Functional and structural characterization of

peptidylamidoglycolate lyase, the enzyme catalysing the second step in peptide amidation».

A G Katopodis, D. 8. Png, C. E. Smith et S. W. May, Biochemistry, 30(25): 6189-6194,

juin 1991), et son mécanisme est comme suit :

I - Clivage de la chaine du précurseur polypeptidique de I’hormone par une endoprotéase
au niveau d’une séquence de deux acides aminés basiques (c’est-a-dire une séquence de

deux acides amin€s choisis parmi I’arginine et/ou la lysine),

2 — Par la suite, deux clivages par la carboxypeptidase, ce qui conduit a I'intermédiaire de

glycine étendu,

3 — L'enzyme PAM (Peptidyl-glycine-a-Amidating Monooxygenase) comprend deux
activites enzymatiques distinctes: tout d’abord, elle convertit 'intermédiaire de glycine
etendu en un dérivé d’ a-hydroxyglycine, la sous-unité de I’enzyme PAM impliquée étant
le PHM (Peptidyl-glycine-a-Hydroxylating Monooxygenase). Le dérivé obtenu sert de
substrat pour la deuxieme sous-unité PAM (appelée PAL : Peptydil-o-hydroxyglycine o-
Amidating Lyase), qui fixe la fonction amine de la glycine sur I’acide aminé immédiatement

adjacent au coté N-terminal et libére du glyoxylate.

Cette reaction met en jeu la présence d’un site de reconnaissance sur le précurseur de
I’hormone ou des hormones, un site qui comprend toujours la séquence: glycine et deux
acides aminés basiques (arginine ou lysine). On sait que les hormones polypeptidiques
amidees qui sont sécrétées a I’extérieur du réticulum endoplasmique comprennent une
sequence consensus signal d’environ quinze a trente acides aminés, cette séquence étant
presente a I’extrémité N-terminale de la chaine polypeptidique. Elle est coupée plus tard par
une enzyme signal peptidase de telle sorte qu’elle ne peut plus étre trouvée dans la protéine,

une tois secrétée.

Etant donné I"'importance des polypeptides amidés connus dans le contexte de nombreux
systemes biologiques, on a recherché des méthodes d’identification de polypeptides amidées
supplémentaires. Malheureusement, a I’heure actuelle, la découverte d’une nouvelle protéine

n’est pas facile.
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Jusqu’icy, 1l a €té développé un certain nombre d’approches visant a identifier de nouvelles

proteines d’intérét biologique potentiel.

Dans 1'une de ces approches, on isole de nouvelles protéines d’intérét a partir d’une source
en selectionnant une propriété spécifique dont le chercheur pense qu’elle peut étre possédée
par une ou plusieurs protéines potentielles d’intérét dans un échantillon. Conformément a
cette approche, on peut 1soler et purifier les protéines par des techniques
variées : précipitation au point isoélectrique, extraction sélective par certains solvants puis
purification par cristallisation, distribution a contre-courant, adsorption, partition ou

chromatographie par échanges d’ions, électrophorése.

Les techniques classiques d’isolement de protéines décrites ci-dessus n’offrent qu’un succes
limité dans I’1solement et 'identification de nouvelles molécules biologiques d’intérét. Cette
approche implique la connaissance des propriétés de la protéine a isoler. Typiquement,
lorsque I’on procéde a ’isolement de protéines par utilisation d’une proprieté commune, I’on
fera face a I'une des deux situations ci-apres. Dans la premiére situation, la propriété
commune sera, pour la plupart du temps, non associée ou seulement associée de facon
marginale a la fonction biologique des molécules en passe d’étre isolées. L’on pourrait
envisager , par exemple, deux protéines partageant des points isoélectriques identiques mais
possedant des fonctions biologiques sans aucune relation Dans la deuxiéme situation, la
separation pourrait étre réalisée sur la base d’une propriété commune qui est trés étroitement
associee a la fonction biologique de la molécule sur le point d’étre isolée. Dans cette
catégorie, par exemple, on pourrait envisager des molécules qui se lient a la méme molécule
receptrice.Dans la premiére situation, I'isolement de polypeptides potentiellement nouveaux
est tres peu tfocalisee, €tant donné la probabilité d’isolement de composés a fonction
biologique completement non apparentée. Tout a I’opposé, la derniére situation souffre de
la carence exactement contraire en ce qu’elle ne permet 1’isolement que d’un nombre trés

[imit€ de molécules nouvelles intéressantes du point de vue biologique.

C’est amnst que ’homme du métier, cherchant a isoler des polypeptides d’intérét
potentiellement nouvelles, par I'intermédiaire de techniques de séparation de protéines
classiques, a ¢té confronté au dilemme consistant a obtenir un embrouillamini de
polypeptides biologiquement non apparentés ou, en solution de remplacement, de n’obtenir

qu un ensemble tres specifique de polypeptides.
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Une autre carence serieuse des techniques classiques d’isolement de nouveaux polypeptides
d’un echantillon est li€e a la nature de I’échantillon lui-méme. Bien évidemment, il n’y aura
qu’un nombre limité de polypeptides disponibles en vue de I’1solement et de I’identification
dans un échantillon biologique donne. De plus, il faut prendre grand soin, dans le cas
d’echantillons de ce genre, d’assurer I'intégrité continue des molécules biologiquement

actives qui s’y trouvent.

Les tentatives anterieures d’isolement et de caractérisation de peptides nouveaux
comprenant une extremite C-terminale amidée ont suivi, ce qui n’est pas surprenant,
[’approche classique consistant a partir' d’un echantillon biologique et a sélectionner une
methode en provenance de ’arsenal des techniques connues de séparation pour I’1solement
et I'1dentification des peptides. Par exemple, dans le brevet américain No. 5,360,727, au
nom de Matsuo et al., a été 1solée une enzyme d’origine porcine a alpha-amidation sur un
C-terminal, par extraction et purification de I’enzyme a partir de cordons d’oreillettes
porcines manifestant I’activité enzymatique. Dans le brevet américain No. 5,871,995, émis
au nom de Iida et al., on a purifié des enzymes participant a I’amidation en C-terminal a
parttr d’un matériau biologique comme le sérum chevalin par chromatographie d’affinité, en
utilisant un produit d’addition peptide glycine a C-terminal, en tant que ligand. Dans le
brevet américain No. 4,708,934, au nom de Gilligan et al., on a extrait une enzyme
monooxygenase peptidyl-glycine alpha-amidante des lignées cellulaires et d’échantillons
tissulaires du carcinome de la thyroide médullaire. La ou I’identification d’un nombre
substantiel de nouveaux polypeptides capables d’amidation constitue I’objectif, des
techniques d’isolement classiques comme celles-ci sont complétement inappropriées, du fait
qu’elles permettent typiquement 'isolement seulement d’un polypeptide unique d’intérét a

partir d’une source susceptible de contenir ce polypeptide.

Dans la demande PCT WO 99/10361, la cessionnaire de la présente demande a récemment
developpe une méthode qui surmonte un grand nombre des inconvénients discutés ci-dessus,
dans la mesure ou elle permet I'identification rapide d’une grand nombre de peptides putatifs
qui comprennent une extrémité C-terminale amidée. En particulier, par opposition a des
techniques antérieures qui se fondent sur une propriété physique particuliére du polypeptide
pour I'1soler d’une source dont on soupc¢onne ou dont on sait qu’elle le contient, la méthode

développee par la cessionnaire se base sur une caractéristique de la séquence peptidique du
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precurseur de toutes les hormones amidées connues jusqu’a présent, en permettant ainsi la
deétection simuitanee de plusieurs nouvelles hormones de cette catégorie. Plus
particulierement, cette technique se base sur I'identification directe de la séquence
nucléotidique qui code pour les précurseurs dans des banques ADNc préparées a partir de

tissus dans lesquels les précurseurs de ces hormones peuvent étre synthétisés.

La méthode de la demande PCT WO 99/10361 permet I’identification du précurseur d’un

peptide ayant une extrémité C-terminale amidée par les étapes successives suivantes

1 — Obtention d’une banque d’ADN ;
2 - Hybridation d’un ou de plusieurs oligonucléotides OX avec la banque d’ADN ;

3 - Identification de la séquence d’ADN ou des séquences d’ADN de la banque qui

s’hybrident avec un oligonucléotide OX ;

4 - Identification dans cette séquence ou dans ces séquences d’un ou de plusieurs peptides

ayant une extrémité C-terminale amidée possible.

OX est un oligonucléotide a brin unique qui peut s’hybrider dans des conditions douces avec
un oligonucléotide OY de la séquence Y1-Y2-Y3-Y4-Y5, dans laquelle Y1 représente une
sequence nucleotidique de 1 a 12 nucléotides ou Y1 est supprimé, Y2 représente un
trinucléotide qui code pour Gly, Y3 et Y4 représentent indépendamment un trinucléotide
qui code pour Arg ou Lys et Y5 représente une séquence nucléotidique de 1 a 21

nucleotides ou Y5 est supprimé.

La banque d’ADN est de préférence une banque d’ADNc. Une banque d’ADNc contient
I’ ADNCc correspondant a I’ARNm cytoplasmique extrait d’une cellule donnée. La banque
est dite complete si elle comprend au moins un clone bactérien pour chaque ARNm de
depart. L hybridation a lieu si deux oligonucléotides ont des séquences nucléotidiques
substantiellement complémentaires, et s’ils peuvent se combiner sur toute leur longueur en

¢tablissant des liaisons hydrogéne entre les bases complémentaires.

[La recherche a ’aide de cette méthode de la demande PCT WO 99/10361 s’est avérée étre

bien moins restrictive que les techniques classiques de biochimie susmentionnées, puisque :
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- elle peut conduire a I'isolement de plusieurs précurseurs distincts présents dans le méme

tissu par le méme principe;

- elle permet la détection, dans les mémes conditions techniques, de précurseurs

correspondant aux hormones qui ont des propriétés biochimiques et biologiques trés

diftérentes;

- elle permet I"1dentification concomitante de toutes les hormones peptidiques qui peuvent

etre contenues dans le méme précurseur.

En consequence, la technique de sélection formulée dans la demande PCT WO 99/10361
permet une economie non négligeable en temps et en argent dans un secteur ou les cotits de

recherche et de développement représentent une proportion tres élevée du chiffre d’affaires.

En permettant [’ obtention d’un grand nombre de polypeptides potentiellement utiles du point
de vue thérapeutique, la technique développée permet I’étude pharmacologique des
substances actives ayant un roOle physiologique fondamental dans [I’organisme
mammufére : hormones et plus particuliérement, neurohormones polypeptidiques amidées.
Vu la disponibilité pour la premiere fois d’ADNc correspondant aux substances actives, il
est maintenant possible d’introduire un vecteur cloné par génie génétique pour conduire a
la synthése d’hormones ayant une utilisation thérapeutique par le moyen de

miCroorganismes.

Bien que donnant naissance a de nombreux avantages significatifs en termes de capacité
d’obtention rapide d’un grand nombre de molécules peptidiques candidates putatives qui
servent en tant que precurseurs aux peptides comprenant une extrémité C-terminale amidée,
1l reste encore certaines difficultés associées a I’utilisation d’une banque d’ADNc en vue de
I’exécution de la sélection par criblage. Comme discuté antérieurement, la banque d’ADNc¢
derive de maniere typique d’une cellule unique et ne contiendra, par conséquent, que les
polypeptides qui sont exprimés dans cette cellule. Ceci veut dire que, méme s’il est présent
au sein du genome de la cellule, la méthode de sélection ne détectera pas un peptide putatif
s1 ce peptide n’est pas exprimé dans cette cellule. De plus, méme dans la mesure ou un

polypeptide d’intérét est exprimé dans la cellule, la technique de sélection est nécessairement
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hmitée aux polypeptides exprimés par cette cellule particuliére et, de fait, par I’espéce
particuliere de vie de laquelle la cellule est dérivée. Ceci rend particuliérement difficile la

sélection du nombre considérable de peptides putatifs qui sont d’intérét.

La methode de la demande PCT WO 99/10361 a ainsi résolu une restriction trés importante
dans I'1dentification de peptides putatifs servant de précurseurs de peptides comprenant une
extremité C-terminale amidée. Plus spécifiquement, alors que la méthode de la demande
PCT WO 99/10361 fournit certainement les moyens grace auxquels on peut sonder une
banque d’ADNc a la recherche de toutes les s€équences possibles ayant la propriété désirée
d’amidation post-traduction, son application €tait neanmoins restreinte aux ADNc trouvés

presents dans la banque d’ADNc.

Recemment, on s’est intéresse a I'utilisation des banques de données disponibles contenant
des nombres considérables de séquences nucléotidiques en vue de comparer, par exemple,

une sequence d’intérét a des séquences connues.

Par exemple, dans le brevet américain No. 5,706,498, on divulgue un systéme d’extraction
d'une banque de données en vue d’obtenir une séquence de géne ayant une séquence
stmilaire a une donnée de séquence en provenance d’une banque de données de génes. La
banque de données de genes stocke les données de séquence de genes dont les structures
ou sequences ont deja €t€ analysé€es et identifiées. Le systeme comprend une unité
operationnelle de programmation dynamique pour déterminer le degré de similarité entre les
données cible et les données clé en utilisant les données des séquences de bases du gene en
provenance de la banque de données de genes en tant que données cible et les données des
sequences de bases en tant que clé pour I'extraction, et une unité de traitement centrale pour
executer le processus d’accession aux données, afin de permettre I’accés a la banque de
données de genes, en parallele au processus opérationnel pour déterminer le degré de
similarit€, en transmettant les données de séquence des bases de la banque de données de
genes en continu les unes apres les autres vers 'unité opérationnelle de programmation
dynamique en tant que données cible, en controlant la banque de données de genes et 'unité

opérationnelle de programmation dynamique.

Le brevet américain No. 5,873,082 divulgue une méthode de recherche dans une banque de

donneées de genes, caractérisée en ce qu’une séquence homologue d’une séquence donnée
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fait I’objet d’une recherche dans la banque de données de genes et en ce que les résultats
sont formulés sous forme de sorties classées en séquence d’homologie croissante.
Conformément au brevet, on peut comparer de maniére efficace une multiplicité de listes
ayant des similarités et des différences. Dans le cas des resultats de recherche de la banque
de données de genes, on peut comparer rapidement un grand nombre de listes, y compris

un nombre enorme de noms de séquences.

Le brevet américain No. 5,577,249 divulgue une méthode de localisation d’une séquence
de retérence dans une banque de données. Le mode de réalisation le plus préféré a une
application spécifique a la recherche du genome d’organismes vivants, en particulier du
genome humain, pour trouver les emplacements et les utilités des séquences nucléotidiques
et d’autres informations biologiques que I’on trouve sur des séquences d’ADN. La méthode
emplote des banques de données du génome humain disponibles commercialement, qui
possedent des sous-s€équences des chaines d’ADN décomposés en séquences nucléotidiques
foken. Un index original unique associé au brin d’ADN original est alors créé. Une séquence
nucléotidique de référence est sélectionnée. Les index de référence et les index d’origine
sont compares. L.a méthode a été appliquée a I’appariement des séquences de référence de

nucleotides pour le génome de E. coli qui contient approximativement 4 millions de

nucléotides.

Le brevet américain No. 5,701,256 divulgue une méthode et un appareillage destinés a des
comparaisons de sequences, caracterisés en ce que I’on compare de nouvelles séquences de
protéines a des s€quences connues, en provenance par exemple d’une banque de données
de séquences, de maniére typique afin de déterminer quel niveau de similarité est commun

aux proteines en termes de caractéristiques structurales et fonctionnelles.

Le brevet américain No. 5,523,208 divulgue une méthode de criblage de banques de
données de nucléotides ou de séquences d’ADN pour identifier les régions génétiques ou
les génes codant pour des protéines entrant en interaction du point de vue biologique. En
particulier, la méthode fournit un moyen de criblage de banques de données se composant
de matériau génétique cloné, y compris mais sans étre limité a ’ADN, a ’ARN, a ’ARNm,
a I’ ARNt et aux fragments nucléotidiques, pour identifier la fonction génétique du matériau
genetique de fonction inconnue. La méthode, en cas d’utilisation sur des fragments d’ADN

de potentiel de codage inconnu, produira une liste de fragments de genes qui codent pour
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des protéines ayant le potentiel de formation de complexes ou de configurations multimeres

avec la protéine inconnue.

Comme la discussion ci-dessus le démontre, une des applications majeures des méthodes
informatisées de recherche de banques de données d’informations génétiques est la
comparaison d’une séquence nouvellement trouvée de fonction inconnue a une banque de
donnees de sequences de fonction connue. L’objectif de méthodes de ce genre est, bien
entendu, d’¢€tablir la fonction de la protéine inconnue en la rapprochant de protéines
similaires du point de vue de la structure, a fonction connue. Une autre application des
méthodes informatisées est de trouver les sequences dans une banque de données qui sont
lites du point de vue de la structure. Encore d’autres méthodes tendent de trouver des
sequences qui forment des complexes avec une s€quence connue. Le point central de toutes
ces methodes est en général la comparaison d’une séquence a une autre séquence dans
’optique de determuner lesquelles des séquences sont similaires du point de vue de la
structure, plutot que de déterminer quels geénes, en provenance d’une grande banque de
donné€es de genes, possedent une proprieté biologique donnée, méme st des genes de ce

genre ne sont pas strictement similaires du point de vue de la structure.

RESUME ET OBJETS DE L’INVENTION:

La présente invention a pour objet primatre de surmonter les inconvenients relatifs aux
techniques de ’art antérieur visant 4 I'identification de molécules intéressantes du point de
vue biologique choisies parmi un grand groupe de molécules candidates. Cet objet est atteint
en fournissant une méthode d’identification des peptides putatifs d’une fonction donnee
choisis parmi des séquences nucléotidiques ou des séquences peptidiques de fonction
inconnue par criblage d’'une banque de données a la recherche de la présence d’une
combinaison particuliére de nucléotides ou d’acides aminés indicative des peptides de

fonction donneée.

Un autre objet de la présente invention est de mettre a disposition une methode
d’identification d’un peptide putatif d’'une fonction donnee qui n’est pas limitée a ces
peptides exprimes dans une source biologique particuliere, par exemple parce que la protéine

n’'est pas exprimee dans cette source.
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Un autre objet de la présente invention est de mettre a disposition une méthode
d’identification d’un peptide putatif d’une fonction donnée qui ne dépend pas, pour
I"1dentification, des propriétés physiques du peptide, comme le point isoélectrique ou la

solubilitée.

Encore un autre objet de la présente invention est de mettre a disposition une méthode
d’identification d’un peptide putatif d’une fonction donnée qui est applicable aux protéines

qui sont par ailleurs non apparentées dans leurs propriétés physiques.

Encore un autre objet de la présente invention est de mettre a disposition une méthode
d’identification d’un peptide putatif d’une fonction donnée choisi parmi des polypeptides

candidats qui manifestent un tres faible degré d’homologie les uns avec les autres.

Un autre objet de la présente invention est de mettre a disposition une méthode
d’identification d’un peptide putatif d’une fonction donnée qui facilite 1’étude
pharmacologique de substances actives ayant une role physiologique fondamental dans un
organisme comme les hormones, et, plus particulierement, les hormones polypeptidiques

amidéees.

Encore un autre objet de la présente invention est de mettre a disposition une methode
d’1dentification d’un peptide putatif d’une fonction donnée qui peut étre exécutée a I’aide

des banques de données génétiques disponibles et des logiciels disponibles.

En resume, ces objets et d’autres objets de 'invention sont atteints en mettant a disposition
une méethode d’i1dentification de peptides putatifs d’une fonction donnée choisis parmi des

sequences nucleotidiques ou peptidiques de fonction inconnue, comprenant les €tapes

suivantes :

(1) obtention d’une banque de données de polynucléotides ou de polypeptides ;

(11) criblage de ladite banque de données a la recherche de la présence d’'une combinaison

de nucléotides ou d’acides aminés indicative du peptide de fonction donnée |

(11) identification des séquences polynucléotidiques ou polypeptidiques qui comprennent la

combinaison de nucléotides ou d’acides aminés indicative du peptide de fonction donnée.

- 10 -
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Dans un aspect préfere, la présente invention met a disposition une méthode d’identification
d"un précurseur d’un peptide comprenant une extrémité C-terminale amidée, comprenant

les etapes suivantes :

(1) obtention d’une banque de données de polynucléotides ou de polypeptides :

(1) criblage de la banque de données a la recherche de la présence d’une combinaison de
nucleotides ou d’acides aminés indicative du précurseur du peptide comprenant I’ extrémité

C-terminale amidée ;

(111) identification des s€équences polynucléotidiques ou polypeptidiques, qui comprennent
la combinaison de nucléotides ou d’acides aminés indicative du précurseur du peptide

comprenant I’extrémité C-terminale amidée.

La banque de données comprend, de préférence, des séquences polynucléotidiques et/ou des
sequences polypeptidiques correspondant aux séquences polynucléotidiques, et, en option,
des numeros d’accession pour les séquences polynucléotidiques. La ou les séquences
polypeptidiques ne sont pas disponibles dans la banque de données, elles peuvent étre
obtenues par traduction des séquences polynucléotidiques dans ladite banque de données.
Dans un mode de realisation préféré, trois séquences polypeptidiques différentes sont
obtenues, correspondant a la traduction de trois cadres de lecture différents desdites

sequences polynucléotidiques.

La banque de données peut, en outre, comprendre une information d’annotations se
rapportant aux sequences polypeptidiques ou aux s€quences polynucléotidiques, comme au
moins une information choisie parmi I’origine, la source, les caractéristiques et les références

pour les séquences.

Lors du criblage de la banque de données, on préfére d’abord localiser le codon d’initiation
AUG dans une séquence polynucléotidique et vérifier le fait qu’aucun cordon d’arrét n’est
present entre ledit codon d’initiation AUG et la combinaison de nucléotides indicative du

precurseur du peptide comprenant I’extrémité C-terminale amidée.

Une fois effectuée ’étape d’identification des séquences nucléotidiques ou polypeptidiques,
les s€quences identifiées peuvent étre comparées a des séquences de fonction biologique

connue et aux sequences identifices dont la fonction biologique est inconnue.

“11 -
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Alternativement, une fois effectuée I’étape d’identification des séquences nucléotidiques ou
des sequences polypeptidiques, la similarité des séquences sélectionnées d’activité
biologique inconnue peut étre comparée aux séquences de fonction connue et, si aucune
séquence- similaire n’est trouvée, la séquence d’activité biologique inconnue peut étre
selectionnée en vue d’un examen supplémentaire. Si une séquence similaire est trouvée, la
sequence d’activité biologique inconnue peut étre sélectionnée en tant que séquence

candidate manifestant la fonction putative de la séquence similaire connue.

Dans un mode de réalisation, la séquence polypeptidique identifiée peut étre obtenue et les

propriétés de la séquence polypeptidique peuvent étre évaluées.

La combinaison des nucléotides comprend la séquence Y1-Y2-Y3-Y4-Y5, dans laquelle Y1
est une sequence nucleotidique de 1 a 12 nucléotides ou est supprimée, Y2 est un codon
pour Gly, Y3 et Y4 indépendamment sont des codons pour Arg ou Lys et Y5 est une

séquence nucléotidique de 1 & 21 nucléotides ou Y5 est supprime.

Par référence a ce qui précede ainsi qu’a d’autres objets, caractéristiques et avantages de
invention qui deviendront apparents ci-apres, la nature de 'invention peut étre mieux
comprise en se rapportant a la description détaillée des modes de réalisation préférés et des

revendications adjointes.

DESCRIPTION DETAILLEE DES MODES DE REALISATION PREFERES:

Par «peptides putatifs d’une fonction donnée», on entend des polypeptides provenant d’une
séquence oligonucléotidique particuliére qui est caractéristique d’une fonction particuliere
partagee par un grand nombre de proté€ines parmi une espece unique et/ou parmi des especes
différentes. En particulier, certaines séquences oligonucléotidiques se sont avérées étre
assoclees a certains types de protéines, comme des hormones a amidation en C-terminal ou
des amylases. L’invention est applicable a chaque fois qu’il existe une séquence

oligonucléotidique indicative d’une fonction de ce genre.

Par «precurseur d’un peptide comprenant une extrémité C-terminale amidée », on entend
n’importe quelle protéine précurseur qui subit une réaction d’amidation a I’extrémité

C-terminale, comme décrit, par exemple chez Bradbury et al.

- 12 -
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Par «banque de données de polynucléotides ou de polypeptides», on entend 1’une
quelconque des banques de donnees disponibles publiquement, comme FASTA,
GENBANK, EMBL et SP-TREMBL, PIR, REBASE, PROSITE ou SWISS-PROT, qui
comprenhent, de maniere typique, des données de séquences polynucléotidiques et/ou de
sequences polypeptidiques. Les données de séquences nucléotidiques sont disponibles, par
exemple, aupres des organismes EMBL, GENBANK et a d’autres endroits comme

EXPASY. Les données de ce genre comprendront €galement souvent des numéros

d’ACCESSION.

Si les séquences peptidiques correspondant a un numéro d’ACCESSION donné (par
exemple dans SWISS-PROT), cette séquence «validée» est incluse dans la banque de
données. Dans le cas contraire, la séquence nucléotidique est de préférence traduite par
utilisation de programmes disponibles dans I’art comme Translate. La traduction est
effectuée en utilisant les données associées a la séquence nucléotidique (extrémité 3' ou 5')
et trois cadres de lecture différents (N, N+1, N+2). Si cette information n’est pas
disponible, la traduction est effectuée en utilisant tout a la fois la séquence nucléotidique
disponible et sa séquence complémentaire (six peptides putatifs pour une séquence

nucleotidique unique).

En option, des banques de données de ce genre comprennent en outre des annotations
contenant toutes les informations qui sont disponibles pour une séquence particuliére,
comme ORIGIN |ORIGINE], SOURCE [SOURCE], FEATURES
[CARACTERISTIQUES], REFERENCES [REFERENCES] associées et COMMENTS
|[COMMENTAIRES] associés a la séquence. Ceci facilite une extraction complémentaire

de la banque de données. Un exemple de I’information disponible pour annotation est donné

Cl-apres:
LOCUS HUMXTO00347 239bp mRNA EST 24-JUN-1992
DEFINITION Human expressed sequence tag (EST00347 similar to Repeat:
CT), mRNA
- sequence.
ACCESSIONM62275
NID 9340398

KEYWORDS EST; expressed sequence tag.

- 13 -
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SOURCE  Homo sapiens (library: Stratagene catalog #936205) female 2 yr
old
Hippocampus cDNA to mRNA.
ORGANISM Homo sapiens
Eukaryotae; mitochondrial eukaryotes; Metazoa; Chordata;
Vertebrata; Eutheria; Primates; Catarrhini: Hominidae: Homo.
REFERENCE 1 (bases 1 to 239)
AUTHORS Adams,M.D., Kelley,J.M., Gocayne,J.D., Dubnick M.,
Polymeropoulos,M.H., Xiao,H., Wu A., Olde,B., Moreno,R.F.,
Kerlavage, A.R., McCombie W.R. and Venter J.C.
TITLE Complementary DNA sequencing: Expressed sequence tags and
human
genome project
JOURNAL Science 252, 1651-1656 (1991)
MEDLINE 91262645

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..239
/organism="Homo sapiens"
/db_xref="taxon:9606"
/dev_stage="2 yr old"
/sex="female"
[tissue_type="Hippocampus"
/tissue_lib="Stratagene catalog #936205"
BASE COUNT 36a 72c 33g 97t 1 others
ORIGIN
1 ttcatgctca tgtaacctic ttaatagtgce cttgtctget gggtttgtag ctgtaagagt
61 tctgcaaact ggccctataa aaatattgat getgtccatt aaaatgaatc tctetetetce
121 actcagtctc tctetetgte tgtetetcett tetictetet cetgecatgt gtgtgtetct

181 ctctactcct ctgattttgn cctetctctce tattctgeta ctetctetec tetecteeg

Par «combinaison de nuclé€otides ou d’acides aminés indicative du précurseur du peptide

comprenant ’extrémite C-terminale amidée», on veut dire, de préférence, la séquence

- 14 -
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Y 1-Y2-Y3-Y4-Y5, dans laquelle Y1 est une séquence nucléotidique de 1 a 12 nucléotides
ou est supprimee, Y2 est un codon pour Gly, Y3 et Y4 indépendamment sont des codons
pour Arg ou Lys et Y5 est une séquence nucléotidique de 1 & 21 nucléotides ou Y5 est
supprimé; [LLa combinaison particuliere est formulée en détail dans la demande

5 PCT WO 99/10361, la divulgation duquel est incorporée ici a titre de référence.

Dans le mode de reéalisation préféré, on obtient la banque de données a cribler en faisant

appel a un script au script SQL/plus stmilaire au script qui suit :

===--  Nom de la base : TGEN

—— Name of SGBRD : ORACLE Version 7.0

- Table : GBEST

drop table GREST;
create table GBEST
(
SODEFINITION VARCHAR?Z (500),
SOACCESSION VARCHAR?Z (121) not null,
SOORGANIS VARCHAR?Z (500) ,
SOSEQUENCE LONG

) storage (i1nitial 300M next 10M pctincrease 0);
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- Table : NUCSEQENV

drop table NUCSEQENV;

create table NUCSEQENV
SOLOCUS VARCHAR? (
SOACCESSION VARCHAR?Z (
SONID VARCHAR?Z (
SOSOURCE VARCHAR?2 {
SOREFERENCE VARCHAR?Z (
SOCOMMENT VARCHAR?Z (
SOFEATURES VARCHAR?Z (
SOBASECQOUNT VARCHAR?Z (

(
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not null,

Storage (initial 300M next 10M pctincrease 0);

- Table : PEPSE

drop table PEPSEQ;
create table PEPSE

SOACCESSION
SOPHASE

SOPEPTI
SOP;
SOP]

EFINIT

=] ] U

g o
F—EJU

—— anex : ALL

ITDEORIGI
) storage (1nitial

Q
VARCHARZ (121)
VARCHARZ (1)
VARCHARZ (2000)
1ON VARCHARZ (500)
N VARCHARZ (121

not null,

!

300M next 10M pctincrease 0);

drop 1ndex GBEST

drop 1ndex NUCSEQ:

drop 1ndex PEPSEQ
Create index GBES
Tablespace GENOMX ;
create 1ndex NUCS

Tablespace GENOMX;

create 1ndex PEPS

Tablespace GENOMX;

- 16 -
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NV PK;

PK;

T PK on GBEST (SOACCESS
EQENV PK on NUCSEQENV
EQ PK on PEPSEQ (SOACC:

—
4
hd

ION asc)

(SOACCESSION asc)

S5

ION asc)
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I est bien evident que le nombre et la taille des différents champs d’ORACLE peut étre

ajustee de maniere a s’adapter au nombre et a Ia taille des données qui sont importées dans

les tables. S1 un autre type d’information devait étre ajouté aux bases de données publiques,

un nouveau champ serait créé de fagon correspondante dans ORACLE.

Par exemple, les champs SOLOCUS, SODEFINITION, SOACCESSSION, SOORGANISM, SONID,

SOKEY WORDS SOSOURCE, SOREFERENCE, SOCOMMENT, SOFEATURES, SOBASECOUNT , SOSEQUENC:

LL)

dans oracle contiennent respectivement les saisies LOCUS, DEFINITION, ACCESSSION, ORGANISM,

NID, KEYWORDS, SOURCE, REFERENCE, COMMENT, FEATURES, BASECOUNT ., SEQUENCE des fichiers

de donnees de la banque génétique.

SOPHASE contient le cadre de lecture (0, +1, +2) st la séquence peptidique est engendrée par

utilisation du traducteur d’ADN IHB, SOPEPTIDE contient la séquence peptidique

correspondant a un SOACCESSION donné, finalement SOPEPTIDEORIGIN indique comment la

sequence peptidique a été obtenue (IHB’s ADN Translator, GENBANK, SWISS-PROT,

etc.).

S1 un fichier formaté FASTA (voir ci-dessous) est utilisé a la place d’un fichier formaté

GENBANK, la ligne d’en téte est stockée dans le champ SODEFINITION quand on a affaire a

une sequence nucléotidique et quand la séquence nucléotidique elle-méme est stockée dans

le champ SOSEQU.

<IN

2. Si la donnée en passe d’insertion dans la banque de données est une

sequence peptidique, la ligne d’en-téte est stockée dans SOPEPDEFINITION et la séquence

peptidique est stockée dans le champ SOPEPTIDE, une fois de plus SOPEPTIDEORIGIN indiquera

d’ou provient la séquence peptidique (GENBANK, SWISS-PROT, etc.)

.g1ll4

MKFTVERE

02336

(M17352)

dnaN protein [Salmconella typhimurium]

LLKPLQQVSGPLGGRPTLPILGNLLLQVADGALSLTGTDLEMEMVARVTLSQP

>0i|306148 (L19604) core polypeptide [Heliobacillus mobilis]

MATA

DAAFN

PRAQVFEWFKDKVPATRGAVLKAHINHLGMVAGFVSFVLVHHLSWLSDQVLFAPTPIFYAR

LYQLGLDASARSADALMVARLHLPAAIIFWIIGHIKTPREDEFLKNVTFGKTLVAQFHFLALVATLWGMH

MAYIGVRGANGGIVPTGLSFDMFGPITGATLAGNHVAFGALLFLGGVFHHFAGFNTKRFAFFEKDWEAVL
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SVSAQVLAFHFATVVFAMIIWNRPDQPILSFYFMQDYALSNYAAPEIREIASQNPGFLIKQVILGHLVFG

VMFWIGGVFHGASLHVRATNDPKLAEALKDFKMLKRCYDHDFQKKFLALIMFGAFLPIFVSYGIATHNTI

SDLRHLAKAGMFANMTYINIGTPLHDAIFGSHGTVSDFVAAHAIAGGLHFTMVPLWRMVFFSKVSPWTTK

VGMKAKRDGEFPCLGPAYGGTCSISLVDQFYLAIFFSLQVIAPAWFYLDGCWMGSFVATSSEVYKQAAEL

FKANPTWESLHAVSNFTSEVTSATSSLKPLVCSNT TMVTWFKPCWAAHFIWAFTFSMLFQYRGSRDEGAM

VLKWAHEQVGLGFAGKVYNRALSLKEGKAIGTFLFFKMTVLCMWCLAMV
>gi| 1953320 (L05390) hydroxylase [Streptomyces halstedii]

MNARADRAGDTVHRVPVLVVGGSLVG LSTSVF LGRLGVRHMLVERHAGTSVHPRGRGNNVRTMEVYRAAG

VEQGIX.

Lors de la compilation de la banque de données en vue du criblage, on procéde a la lecture
et a la manipulation des formats de fichiers standard utilis€s pour sauvegarder les
programmes «High Throughput Sequencing» [s€équencage a débit élevé] et d’autres
programmes «Genome» (par exemple FASTA, GENBANK). Les portions de données qui
sont pertinentes par rapport a I’étape de criblage, par exemple les données d’annotation,
sont alors identifices. Les champs résultants sont ins€rés dans Oracle. Si la séquence
nucléotidique est une extrémité 5°, la séquence est directement traduite en une séquence
peptidique, s’1l s’agit d’une extrémité 3', la séquence complémentaire de la séquence donnée
est engendree et utilisée pour la traduction (la phase de traduction prend en compte les trois
cadres de lecture possibles pour engendrer la s€quence peptidique). La derniere étape met
en jeu la prédiction de la structure secondaire du peptide, qui peut €tre basée sur la théorie
de I"'information tel que le programme qui a été développé par J.Garnier, D.Osguthorpe et
B.Robson. Le logiciel utilise toutes les fréquences d’appariement au sein d’une fenétre de
17 residus d’acides amin€s. Apres une contre validation sur une banque de données de 267
prote€ines, la prédiction a une précision moyenne de 64,4% pour une prédiction a trois états
(helice, brin béta et enroulé). Le programme produit deux sorties de données, 1’'une donnant
la sequence et la structure secondaire prédite, I’autre donnant les valeurs des probabilités
pour chaque structure secondaire a chaque position d’acide amin€. La structure secondaire
predite est celle de 1a probabilité la plus élevée compatible a un segment d’hélice d’au moins

quatre residus et a un segment €tendu (brin béta) d’au moins deux résidus.

_ 18 -



CA 02363697 2001-08-23

WO 00/50636 PCT/FR00/00460

Une fois rassemblées les données pertinentes en provenance de la banque de données, on
peut cribler une banque de données de ce genre a la recherche de la présence d’une
combinaison de nucléotides ou d’acides aminés indicative du précurseur du peptide, de
préférencé de ceux comprenant I’extrémité C-terminale amidée. Le but de cette étape est,
bien entendu, de convertir la quantité énorme de données non triées en un ensemble limité
de peptides putatifs d’intérét pharmaceutique (hormones ou fragments d’hormones
potentiels ou higands récepteurs endogenes et produits similaires). La description générale
du processus est sutvie d’'une application a une recherche de peptides amidées potentielles

dans la banque de données Expressed Sequence Tags.
Le processus general peut notamment se dérouler comme suit :

- Extraction de s€quences automatisées d’une source publique, comme I’Internet (EMBL,

GENBANK, SWISS-PROT, PDB, etc)

- Analyse des fichiers et importation des données dans ORACLE

- Sélection des s€quences a partir d’un sous-ensemble (par exemple GENBANK EST) ou

a partir de la banque de données toute entiére

- Recherche de toutes les s€équences manifestant un motif spécifique d’intérét, comme les

précurseurs d’un peptide comprenant une extréemité C-terminale amidée

- Verfication de I’absence de tout codon d’ARRET entre le codon AUG indiquant le début

du cadre de lecture et le motif recherche
- Sélection des séquences de fonction biologique inconnue

- Vertfication de ce que, si on le trouve, le motif est un cadre de lecture ouvert (séquence

consensus Kozak)

- Comparaison de I’environnement de ’emplacement du motif a celui requis (par exemple
structures secondaires requises autour d’un site de maturation telle que la proximité

d’helices alpha ou de feuilles béta)
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- Vérification de la présence d’une similarité des séquences et d’autres séquences connues

(champ DEFINITION)

- Utilisation de techniques de “filtration successive” [“threading” en anglais] pour rechercher
des séquences manifestant une structure secondaire similaire, si aucune structure similaire

n’est definie dans la banque de données

- S1 on ne trouve aucune séquence similaire, sélection de la séquence en tant que candidat

synthetique, dont la fonction doit étre déterminée

- S1 des séquences similaires de fonction connue sont trouvées, les séquences peuvent étre

selectionnees en tant que candidate synthétique dont la fonction putative est celle de la

sequence similaire

Les exemples suivants sont donnés a titre d’illustration et ne devraient pas étre interprétés

comme himitant la matiére traitée divulguée et revendiquée.

Exemples

En utilisant la méthode décrite ci-dessus, on a identifi€ les peptides suivants

—_—

Numéro | Séquence Origine -

1 | H-GQDSIEPVPGQK-NH2 DbEST

—
3 pre-pro-bradykinine
6 Facteur neurotrophique derivé de la lighe de oeIIulf;e de gliale
7 H-SLLSKVSQ-NH2 ' Proteine reparant ADN (celiules XP-C) |
R H-VTQDPKLQM-NH2 Précurseur de glycoprotéine CD4 (surface cellules T) ;

| 0 H-DFPEEVAIVEEL-NH2 Précurseur du glucagon
10 l H-MDVGGLSDPYVKVHLLQG-NH2 | Synaptotagmine V
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l 11 -DPSLPVASSSSSSSKR-NH2 Protéine réparant I’ADI;J et complémentant ies cellules XP-C
12 H-PLLGSTLFIPI-NH2 Précurseur de D-g#-hydroxybutyratedéhydrogénase
13 H-DSGFQMNQLR-NH2 Precurseur de sérotransferrine (siderophiline) |
| 14 H-LQLEETMPS PY-NH2 f1sozyme d'ADN topoisomérase |
H-FSIATLRDFGV-NH2 |
16 H-FSVTTMRDFGM-NH2 Cytochrome P450 (inductible par ie phénobarbital)
I 17 H-DSSHAFTLDELR-NH2 Precurseur de mélanotransferrine
H-DMVVFLDGGQLGTLV-NH2 |
I 19 H-LHISHDMTGPD-NH2 .
H-SLEGIFDDIVPD-NH2 | Protéine 1 induisant linvasion de T-lymphomes et de |
metastases
' 71 Cytochrome P450 (méphénytoine-4-déhydroxylase)
N H-SDAFVPFSI-NH2 Cytochrome P450
773 H-RTGALVLSRG-NH2 Precurseur de leukosiaiine (sialoglycoprotéine des leucocytes)
24 H-ESSFQPEAGF-NH2
75 H-GGPISFSSSRS-NH2 | Chaine lourde de la myosine (type B non musculaire) |
I 26 H-IEKEAAQLQ-NH2
Precurseur de lactotransferrine (lactoferrine)
78 H-FSLMTLRNFGM-NH2 Cytochrome P450 (S-méphénytoine 4-hydroxyiase)
pls H-FQLPLDKGN-NH2
30 H-SFSIIGDFQN-NH2 | Precurseur du facteur de Von Willebrand
31 H-ALEKLDGTEVN-NHZ2 Facteur d’epissage pre-ARNm SRP75
32 H-VAEIQGHAG-NH2 Precurseur de protéine morphogénétigue osseuse 4
;
34 H-SASDLTWDNLK-NH2 Précurseur de sérotransferrine
35 H-ISELFTLE-NHZ2 ADN polymérase ¢ (sous-unité catalytique A) b
36 H-GGPGGPPGPLMEQMG-NH2 Proteine de fiaison aux ARN
37 H-ALEWLGADRNE-NH2 Protéine.associée a la FBKP-rapamycine o
38 H-DVDFEGTDEPIF-NH2 -ragment de protéine hypothétique
30 H-GATPGKALVATP-NHZ2 Nucléoline
| 40 H-MKGPEVMAFIEQ-NH2 Tyrosine protéine kinase
| 41 H-ESKLERTPQKNVQ-NH2 Sous-unité de I'activateur 1
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R T -
B 43 Protéine ribosomale S18 N

44 H-ERMGHHDDYYSRLR-NH2 Facteur auxiliaire de la ribonucleoproteine nuciéaire courte |

oo |

R e
P e [ ————

49 H-ETKHGGHKN-NH2 Aspartyl/asparaginyl B-hydroxylase

50 Protéine hypothétique

| 51 H-PWTAVDTSVD-NH2 | Precurseur de récepteur cations-independant mannose- |

_ 6-phosphate
>
573 H-GYIGVVNRSQKDID-NH2 | Dynamine-1 I
54 H-QLWDVAHSVKEKF-NH2 Glycogene synthase (foie)
55 H-GNETSFVPSRRSG-NH?2 Chaine lourde de la myosine (isoforme des muscles lisses)
: 56 Proteine 114 associée au spliceosome I
57 | H-QTAVTAVEKPAPK-NH2
potassium
59 H-TVTPAKAVTTP-NH2 Nucleoiine
-
60 H-MEAETGSSVET-NH2
;
672 Proteine hypothetique
63 H-VIQYLAHVASSHK-NH2 Chaine lourde de ia myosine (type B non musculaire)
64 H-YPKPQQFFGLM-NH2
! 65 H-EPPKEETAQLTGPEA-NH2 Grande proteine BAT-2 riche en proline
66 H-YMHGHRAPG-NH2
67 H-MGKWHVG-NH2
68 H-SSSHSLSHK-NH2 |
69 H-HVGLLRIK-NH2 L
— |
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Proprietés pharmacologiqgues des peptides identifiés :

1) Méthodes

Les conditions expénimentales sont identiques pour tous les protocoles de test de liaison, mis

a part le fait que :
1) le volume R en fonctionnement est de 200 pl ;
11) le test est effectué dans des plaques Falcon a 96 puits ;

1) la réaction est directement arrétée par filtration sur un dispositif filterMat (ref. 11734)

Skatron et la radioactivité associée au filtrat est évaluée:
- sott directement a I’aide d’un compteur v pour les peptides marqués a I’iode 124 ;

- soit a I"aide d’un compteur y en présence de 5 ml de liquide de scintillation.

......................................................................................................................

Les cobayes sont sacrifiés par rupture de leurs vertébres cervicales, decapites et les cervelles
sont retirees tres rapidement et placées dans un tampon sucrose-Tris-HCI (0,32 M sucrose ;
S mM Trnis-HCl ; 0,1 g/l bacitracine) a 4 °C (environ 10 ml de tampon par cerveau). Les
cervelles sont alors homogénéisées a ’aide d’un dispositif Potter et I’homogénéisat est placé
en incubation pendant 30 minutes a 37 °C sous agitation, et alors centrifugé a deux reprises
pendant 35 minutes a 100 000 x g a 4 °C. La teneur en protéines des préparations de
membrane est évaluée conformément a la méthode de Bradford (BioRad, selon le protocole

du fabricant).
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Liaison d’agonistes marqués a la préparation de membranes de cervelle de cobaye

Les membranes sont placées dans un tampon (50 mM de Tris-HCI, 5 mM de MgCl, et
0,1 g/l de bacitracine) a la concentration de protéines désirée (liaison de CCK iodée : 0,1 mg
de protémes/mli; liaison de gastrine iodée : 0,5 mg de protéines/ml). Elles sont alors
incubees en présence d’un ligand marqué dans un volume total de 500 pul (environ 10 pM
‘pour la CCKj iodée, 20 pM pour la gastrine;; 1odée) pendant 50-80 minutes a 25 °C, et en
presence ou en 'absence d’agonistes froids. La réaction est arrétée a ’aide de 3 ml de
tampon supplémenté en BSA (20 g/l) a 4 °C, les tubes sont centrifugés a 10 000 x g, le

surnageant est aspire et la radioactivité associée au précipité est évaluée a 1’aide d’un

compteur y.

Conditions de culture des cellules de la ligne lymphocytique humaine Jurkat T .

Les cellules Jurkat sont cultivées dans un milieu RPMI 1640 supplémenté en sérum de veau
feetal (10% volume/volume) et d’antibiotiques (50 U/mL de pénicilline et 50 ug/ml de

streptomycine) dans un incubateur humide a 37 °C sous une atmospheére de 5% de CO, dans

I’ air.
Test de liaison :

Les cellules sont obtenues par centrifugation (514 g, 5 minutes), puis sont lavées a deux
reprises dans un milieu standard contenant: 98 mM de NaCl ; 6 mM de KCI ; 2.5 mM de
NaH;P0O4;1,5 mM de CaCl,; 1 mM de MgCl,; 5 mM de pyruvate de Na ; 5 mM de
fumarate de Na ; 5 mM de glutamate de Na ; 2 mM de glutamine ; 11,5 mM de glucose ;
24,5 mM de Hepes (acide N-[2-hydroxyéthyl]pipérazine-N’-[2-éthanesuifonique]) ;

0,5 g/l de bacitracine ; 0,1 g/l d’agent inhibiteur de la trypsine du soja, pH 7.4.
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Les expériences des liatsons d’agonistes marquées a I'iode 125 (environ 50 picomolaires)
sont effectuées a 37 °C sous agitation pendant 45-60 minutes dans un volume final de
0,5 ml de milieu standard contenant 2 x 10° cellules (4 x 10° cellules/ml) et en présence ou
dans l’abSence de compétiteurs. La liaison non spécifique est évaluée en présence d’une

concentration micromolaire de peptide homologue froid.

................................................................................................................

1) Les rats sont sacrifi€s par rupture de leurs vertebres cervicales, et les différents tissus sont

retirés et laves a plusieurs reprises dans un volume important de NaCl 4 9 par mille.

Les etapes suivantes sont toutes effectuées a 4 °C.

2) Les tissus et les organes sont transférées, toujours séparément, dans un tampon de

SUcCrose contenant:

- 0,25 M de sucrose

- 25 mM de TRIS-HCI, pH de 7.4
- 0,2 mM de PMSF

- 0,1 mM de 1-10 phénantroline

- 100 pg/ml de STI

IIs sont alors soigneusement émincés a I’aide de ciseaux fins et broyés a I'ultraturax.

3) Les tissus et les organes sont finalement broyés en utilisant un appareillage Potter (10

allers-retours minimum a 1000 tours par minute).

4) Les broyats sont centrifugés a 500 g et pendant 10 minutes a 4 °C. Les surnageants sont

conserves, les culots sont repris dans un tampon sucrose et centrifugés a nouveau dans les

memes conditions.

5) Les 2 surnageants sont alors mélangés et centrifugés a 100 000 x g pendant 30 minutes

a4°C.
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6) Les surnageants sont €liminés, et les culots repris a nouveau dans un tampon sucrose pour

une deuxieme centrifugation a 100 000 x g pendant 30 minutes a 4 °C.

7) Les surnageants sont €limings, et les culots repris dans un tampon binding contenant

50 mM de tampon TRIS-HCI (pH 7,4) et 5 mM de MgCl,.

8) La teneur en protéines des suspensions membranaires est évaluée a I’aide d’un dosage de
Bradford (BioRad, conformément au protocole du fabricant). Elles sont aliquotées et

stockees dans I’azote liquide ou a —80 °C.

Les tests de liaison sont effectués conformément a un protocole identique a celui utilisé pour

les membranes de cervelle de cobaye.

Les cellules sont cultivées dans un milieu DMEM additionné de sérum de veau foetal (10 %),

de 0,5% d’antibiotiques (pénicilline /streptomycine) et de 0,5% de glutamine.

24 a 48 heures avant I’expérimentation, on procéde a la réplication des cellules sur des

plaques a 24 puits avec environ 100,000 cellules par puits et par ml.

Les ¢tudes de liaison sont effectuées avec un tampon BindH

NaCl 98 mM 5,72 g/l
NaH,PO, 2,5 mM 0,3 gj/l
Pyruvate de Na 5 mM 0,55 g/l
Fumarate de Na 5 mM 0,58 g/l
Glutamate de Na 5 mM 0,84 g/l
CaCl, 1.5 mM ] | 6.22 g/l
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HEPES 25 mM | 6.07 g/l

L Glucose 11.5 mM 2.07 g/l ]
Glutamine 2 mM 0.22 g/l

| STI 0.1 g/l

Pour I’expérience, le milieu est éliminé et les cellules sont lavées a deux reprises a I’aide de
1 ml de tampon. Le milieu réactionnel (500 ul) contenant 1’agoniste marqué est ajouté dans
chaque puits en présence ou en I’absence de ’agoniste homologue froid et les plaques sont

incubees pendant une heure a 37 °C.

La réaction est arrétée par aspiration du volume réactionnel et les puits sont rincés a deux

reprises a I’aide de 1 mL de tampon BindH a 20% de BSA.

Les cellules sont lysées a I’aide de 500 ul de soude 1 N pendant 20 minutes a température

ambiante et la radioactivité associée au lysat est évaluée a I’aide d’un compteur gamma.

2) Resultats :

Les peptides ainsi identifiés ont été testés selon les protocoles décrits ci-dessus.. Les

résultats obtenus pour les peptides 1 & 6 sont repris dans le tableau ci-apreés.
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Exemple B Test de liaison avec ~___Resultats
1 membranes de cervelle de cobaye positif (1Cso=100uM)
membranes de différents organes du rat | Negatil
Cellules HelLa positif (ICso=100pM)
) Cellules Jurkat T negatif o
2 membranes de cervelle de cobaye PORILIT Siou= 1SRNV
membranes de différents organes du rat | POSItif (ICso=100uM)
Cellules Hela positif (ICso=100uM)
L L | Cellules Jurkat T positif (ICso=100uM)
3 membranes de cervelle de cobaye posttif (1Cso=100uM)
membranes du cerveau/du foie et de . ~
différents organes du rat posilif (ICso=100uM)
Cellules Hel a positif (I1Cso=2pM)
L Cellules Jurkat T positif (ICs=00uM)
4 membranes de cervelle de cobaye positif (ICs0=100uM)
membranes de différents organes du rat | Negatif
Cellules Hela positif (1Cs0=100uM)
Cellues Jurkat T positif (ICso=100uM)
> membranes de cervelle de cobaye positif (|C50f1 00uM)
membranes de cervelle de rat PORII ({Car=Sjiivi)
membranes de différents organes du rat | POSHIT (1C5=100pM)
. Cellules Jurkat T negatif
6 membranes de cervelle de cobaye POREH (o=l Khpney
membranes de cervelle de rat PORI (ICoar=Seijivg
membranes de différents organes du rat | POSItif ({C5=100pM)
L Cellules Jurkat T ] negatif

Outre les peptides 1 a 6, les peptides suitvants ont €t€ obtenus et testes sur des membranes

de cerveau de cobaye :

14
15
25

Exemple ICso (LM)
7 0,43
l 8 4,2
9 0,22
10 0,03
| 11 0,27
12 0,02

13 0,09 |

0,86
0.36

0,31
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26
27

28
29
30
31
32
33
34

35
| 36

“y

m

m

37
s
39

41

42
43
44
45
46
47

PCT/FR00/00460
0,7 422 0,33
50 )
0,4 51 0,14
0,01 52 7
27 " 53 0,01 a1
0,02 42 54 0,3
0,2 55 0,004 a 1
0, s6
L 57
5,6 58
2.9 59 0,41
0,8 60
0,5 61 1,11
04 62
0,13 | 63
025 | 6
0,56 65 4 l
0,05 66
0,1 67 0,16
0,7 68 - 0,025
YR
}

Bien que ’on ne divulgue et ne revendique ic1 que des modes de realisation préferes, on

appréciera que des modifications peuvent étre apportées aux modes de réalisation préferes

sans s’ecarter de ['esprit et du cadre prévu de I'invention.
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1. Méthode d’identification de peptides putatifs d’une fonction donnée choisis parmi des

séquences nucléotidiques ou peptidiques de fonction inconnue, comprenant les étapes :
(1) d’obtention d’une banque de données de polynucléotides ou de polypeptides ;

(11) de cnblage de ladite banque de données & la recherche de la présence d’une

combinaison de nucléotides ou d’acides aminés indicative du peptide de fonction donnée ;

(1) d’1dentification des séquences polynucléotidiques ou polypeptidiques qui comprennent

la combinaison de nucléotides ou d’acides aminés indicative du peptide de fonction donnée.

2. Méthode d’identification d’un précurseur d’un peptide comprenant une extrémité

C-terminale amudée, comprenant les étapes:
(1) d’obtention d’une banque de données de polynucléotides ou de polypeptides ;

(1) de criblage de ladite banque de données a la recherche de la présence d’une
combinaison de nucléotides ou d’acides aminés indicative du précurseur du peptide

comprenant I’extrémité C-terminale amidée;

(in) d’1dentification des séquences polynucléotidiques ou polypeptidiques, qui comprennent
la combinaison de nucléotides ou d’acides aminés indicative du précurseur du peptide

comprenant |’extrémité C-terminale amidée.

3. Methode selon la revendication 2, caractérisée en ce que ladite banque de données
comprend au moins une des séquences polynucléotidiques et des séquences polypeptidiques

correspondant auxdites séquences polynucléotidiques.
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4. Méthode selon la revendication 3, caractérisée en ce que ladite banque de données
comprend tout a la fois des séquences polynucléotidiques et des séquences polypeptidiques

correspondant auxdites séquences polynucléotidiques.

5. Méthode selon la revendication 3, caractérisée en ce que ladite banque de données

comprend des séquences polynucléotidiques et des numeros d’entrée pour lesdites

séquences polynucléotidiques.

6. Méthode selon la revendication 3, caractérisée en ce que ladite banque de données

comprend des séquences polypeptidiques.

7. Méthode selon la revendication 4, caractérisée en ce que lesdites séquences

polypeptidiques sont obtenues par traduction des séquences polynucléotidiques dans ladite

banque de donnees.

8. Méthode selon la revendication 7, caractérisée en ce que trois séquences polypeptidiques

différentes sont obtenues, correspondant a la traduction de trois cadres de lecture différents

desdites séquences polynucléotidiques.

9. Méthode selon la revendication 3, caractérisée en ce que ladite banque de données

comprend en outre une information d'annotations se rapportant auxdites séquences

polypeptidiques ou polynucléotidiques.

10. Méthode selon la revendication 9, caractérisée en ce que ladite information

d’annotations comprend une moins une information choisie parmi 1’origine, la source, les

caractéristiques et les références pour lesdites séquences.

11. Méthode selon la revendication 2, caractérisée en ce que ladite étape de criblage de
ladite banque de donn€es comprend, en outre, les étapes de localisation du cordon
d’mitiation AUG dans une séquence polynucléotidique et de vérification du fait qu’aucun
cordon d’arrét n’est présent entre ledit éodon d’mitiation AUG et la combinaison de
nucléotides indicative du précurseur du peptide comprenant ’extrémité C-terminale

amidée.

FEUILLE MODIFI E
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12. Méthode selon la revendication 2, comprenant en outre l'¢tape, apres I’étape
d’identification des séquences polynucléotidiques ou polypeptidiques, de comparaison
desdites séquences identifiées avec des séquences de fonction biologique connue et de

sélectioni des séquences identifiées de ce groupe dont la fonction biologique est inconnue.

13. Méthode selon la revendication 12, comprenant en outre 1’étape de comparaison de la

similarité desdites séquences sélectionnées d’activité biologique inconnue a des séquences

de fonction connue et, si aucune séquence similaire n’est trouvée, de sélection de ladite

séquence d’activité biologique inconnue, en vue d’un examen supplémentaire.

14. Méthode selon la revendication 12, comprenant en outre 1’étape de comparaison de la
similarité desdites séquences sélectionnées d’activité biologique inconnue a des séquences
de fonction connue et, si aucune séquence similaire n’est trouvée, de sélection de ladite
séquence d’activité biologique inconnue en tant que séquence candidate manifestant la

fonction putative de la séquence similaire connue.

15. Méthode selon la revendication 2, comprenant. en outre 1’étape d’obtention de la

séquence polypeptidique identifiée et d’évaluation des propriétés de ladite sequence

polypeptidique.
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