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SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES CODANT POUR LE RECEPTEUR BETA 3 ADRENERGIQUE MURIN ET
LEURS APPLICATIONS.

La présente invention est relative a des

séquences nucléotidiques codant pour le récepteur P3-

10 adrénergique (RABP3) murin, a 1l'utilisation desdites
séquences comme sondes et pour l'expression de peptides
et/ou de fragments de ceux-ci ayant une activité de RAB3
murin, aux vecteurs utiles pour ladite expression, ainsi

qu'aux hdtes cellulaires contenant ledit vecteur.

43
wm

La présente invention est également relative a
des anticorps polyclonaux et monoclonaux dirigés contre
lesdits peptides et utilisables, notamment pour la détec-
tion de récepteurs P3-adrénergiques murins, ainsi qu'a un
procédé de criblage de substances, a action agoniste ou
20 antagoniste vis-a-vis des peptides ayant une action de

récepteur B3-adrénergique et & des trousses ou kits pour
la détection du degré d'affinité de différentes sub-
stances pour lesdits peptides & activité de récepteur B3-
adrénergique. De telles substances sont notamment uti-
25 lisables comme médicaments, dans le traitement de
1'obésité, du diabéte gras et du diabeéete des sujets non
insulino-dépendants ainsi que dans le traitement des
hyperlipidémies.
Il est connu que les catécholamines telles que
30 1l'adrénaline et la noradrénaline, les agonistes synthé-
tigues de ces catécholamines, qui miment leurs fonctions
biologigues et les antagonistes, qui bloguent ces fonc-
tions biologigues, exercent leurs effets en se liant &
des sites de reconnaissance (récepteurs membranaires)
35 spécifiques, situés sur les membranes cellulaires.

Deux classes principales de récepteurs
adrénergiques ont été définies, les récepteurs adréner-
giques 0O et les récepteurs adrénergiques B.
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Dans 1'ensemble de ces deux classes, on dis-
tingue, maintenant, cing sous-types de récepteurs aux
catécholamines (ol, o2, PBL, B2 et B3-RA). Leurs genes ont
éré récemment isolés et identifiés (S. COTECCHIA et al.,
1988, Proc. Natl. Acad. Sci. UsaA, 85, 7159-7163 ;
R.K. KOBILKA et al., 1987, Science, 238, 650-656 ;
T. FRIELLE et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84,
7920-7924 ; L.J. EMORINE et al., 1987, Proc. Natl. Acad.
Sci., USA, 84, 6995-6999 ; L.J. EMORINE et al., 1989,
10 Science, 2453, 1118-1121). L'analyse de ces génes a permis

de reconnaitre leur appartenance a une famille de récep-

wun

reurs membranaires intégraux présentant certaines homolo-
ies (R.A.F. DIXON et al., 1998, Annual Reports in
Medicinal Chemistry, 221-233 ; L.J. EMORINE et al., 1988,

NATO Adv. Res. workshop), notamment au niveau de 7

n
"y
I
Q
(¢}

(3K

régions transmembranaires, qui sont couplées & des pro-

téines régulatrices, appelées protéines G, susceptikles

de fixer des molécules de guanosine triphosphate (GTP).
Ces récepteurs membranaires, lorsqu'ils ont

-

ixé le ligand approprié (agoniste ou antagoniste},

[\
(8]
th

o]

subissent un changement de conformation, qui induit u
s@gnal intracellulaire, qui modifie le comportemernt de la
"c2illule cible.
Dans le cas des récepteurs B-adrénergrgues,
-5 lorsqu‘'ils se lient avec des agonistes des catéchol-
amines, ils catalysent 1'activation d‘'une classe de bro—
céines G, qui® stimule a son tour lractivite de
1+adénylate cyclase, alors que les antagonistes des RAB
gissent en compétition avec les agonistes pour la liai-

on au récepteur et empéchent l'activation de l'adénylate

[81]

(V3]
(@8]
n

cyclase.
Lorsque l‘'adénylate cyclase est activée, elle

catalyse la production d'un médiateur intracellulaire ou

second messager, notamment 1'AMP cyclique.

(¥9]
n

Les Inventeurs ont récemment mis en évidence
ic

de nouveaux récepteurs B-adrénergique chez > 'Homme,
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dénommés RA-HuP3, et caractérisés par des propriétés dif-
férentes de celles des récepteurs Pl et P2, notamment en
ce qu'ils se comportent de fagon différente vis-a-vis de
substances respectivement antagonistes et agonistes des
récepteurs Pl et P2 (Demande de Brevet francais
n' 89 00918).

Un tel récepteur RA-HuPf3 est plus particulié-
rement constitué par une séquence de 402 amino-acides et
est considéré comme comportant également sept régions
transmembranaires hydrophobes séparées par des boucles
hydrophiles intra- et extra-cellulaires.

Poursuivant leurs travaux dans cette voie, les
Inventeurs, ont cherché a mettre en évidence un tel RAB:
chez les rongeurs et plus particulierement chez les
murins afin de pouvoir disposer notamment d'un modele
d'étude des ligands PB-adrénergiques.

La présente invention a pour objet une
séquence d'acide nucléique, caractérisée en ce qu'elle
compfend le géne murin codant pour un peptide ayant une
activité de récepteur P3-adrénergique, c'est-a-dire qu'il
est capable de participer a l'activation de 1'adénylate
cyclase en présénce d'au moins un des agonistes sui-
vants : BRL 28410, BRL 37344, CGP 12177A et (l)-isopro-
terenol.

L'agoniste CGP 12177A est notamment décrit
dans l'article au nom de N. MOHELL et al. (Biochem. J.,
1989, 261, 401-405) et 1les agonistes BRL 28410 et
BRL 37344 sont décrits dans l'article au nom de J.R.S.
ARCH et al. (Nature, 1984, 309, 5964, 163-165).

Selon un mode de réalisation avantageux de

" ladite séquence, celle-ci comporte 1920 paires de bases

et comprend la séquence en nucléotides de formule I ci-

apres

—
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GATCTGTAATCCCAGCACTGGGGAGGTTGAGGCAGAAGGATCTGGAGGTCCAGACCAATC

TGGGCAACATATAGAAAGACTATCTCAAACAATAAGATACCTTAGGGAGAGCATCCAAGC
AGAAGAGGGGCTATCTTGGATGGTTTGGGTTGTTCGGTTTTGTTTTGGTTTGTTTCTGGA
TGGTTGCCTTCCTTGTTGGGTAAAGGATAGGGTGCGGGGGTTTCTCTTCTTTGCAGGGTT
GCCTCAGGTTCTGCCAGGAAGGAGCTGCTGAGCTCCAGGAAACCGGTGCTGAGGGAGTGT
CAAGACAGGACGCCCCTCTCCACCCTCCAATTCCCACCAGAGGCCTCTCTTGTGACTATT
GGACGCTGTTCCTTTAAAAGCAGCCACTCCTCCCGGCAACTAGGGTGTACATGGGGGGTG
AGATGGAGGGAAGCTGACAGACTTACCCCAGCAAITAGGGAAGATGGCCCAGGCTGGAAG
AGTCGCTCCCAAGCCCTACTGTCCCCTTCCCTAAGCCAGCGGGTCTGGGGAGGAGGGGGA
ACCTTCCCACCCCAGGCGCCACACGAG ATG GCT CCG TGG CCT CAC AGA AAC
GGC TCT CTG GCT TTIG TGG TCG GAC GCC CCT ACC CTG GAC CCC AGT
GCA GCC BAAC ACC AGT GGG TTG CCA GGA GTA CCA TGG GCA GCG GCA
TTG GCT GGG GCA TTG CTG GCG CTG GCC ACG GTG GGA GGC RAC CIG
cmG GTA ATC ATA GCC ATC GCC CGC ACG CCG AGA CTA CAG ACC ATA
ACC AAC GTG TTC GTG ACT TCA CTG GCC GCA GCT GAC TTG GTA GTIG
55A CTC CTC GTA ATG CCA CCA GGG GCC ACA TTG GCG CTG ACT GGC
CAT T3G CCC TTG GGC GAA ACT GGT TGC GAA CTG TGG ACG TCA GTG
GAC GTG CTC TGT GTA ACT GCT AGC ATC GAG ACC TTG TGC GCC CIG
GCT GTG GAC CGC TAC CTA GCT GTC ACC AAC CCT TTG CGT TAC GGC
ACG CTG GTT ACC AAG CGC CGC GCC CGC GCG GCA GTT GTC CTG GTIG
TGG ATC GTG TCC GCT GCC GTG TCC TTT GCG CCC ATC ATG AGC CAG
TGG TGG CGT GTA GGG GCA GAT GCC GAG GCA CAG GAA TGC CAC TCC
ZAT 220G CGC TGC TGT TCC TTT GCC TCC AAC ATG CCC TAT GCG CIG
T CC TCC GTC TCC TTC TAC CTT CCC CTC CTT GTG ATG CIC
TTc GTC TAT GCT CGA GIG TTC GTT GTG GCT ARG CGC CAA CGG CAT
TTG CTG CGC CGG GAA CTG GGC CGC TTC TCG CCC GAG GAG TCT CCG
CCG TCT CCG TCG CGC TCT CCG TCC CCT GCC ACA GGC GGG ACA ccc
GCG GCA CCG GAT GGA GTG CCC CCC TGC GGC CGG CGG CCT GCG CGC
CTC CTG CCA CTC CGG GAA CAC CGC GCC CTG CGC ACC TTA GGT CTIC
ATT ATG GGC ATC TTC TCT CTG TGC TGG CTG CCC TTC TTC CTG GCC
AAC GTG CTG CGC GCA CTC GCG GGG CCC TCT CTA GTT CCC AGC GGA
GTT TTC ATC GCC CTG AAC TGG CTG GGC TAT GCC AAC TCC GCC TIC
AAC CCG GTC ATC TAC TGC CGC AGC CCG GAC TTT CGC GAC GCC TIC
CGT CGT CTT CTG TGT AGC TAC GGT GGC CGT GGA CCG GAG GAG CCA
CGC GCA GTC ACC TTC CCA GCC AGC CCT GTT GAA GCC AGG CAG AGT
CCA CCG CTC AAC AGG TAG GGGACACGAGCGGGGGACCGGAGTCTCTGGGTGGGG
ACGTCTCTGTCTCTATTTTTGAGT TTGGAGATTGGGGGAGGGGAAGATGTAGATGGGGGT
GCGGTGTGTGTGTGGGTGGGGEGTGGCCTTTGTCTTGAGAGGACAGARAAGAGGTAGGAA
CTAAAACGGGCCCTTTCTCTTCTTGGATCC (1)

FEUILLE DE REMPLACEMENT

60
120
180
240
300
360
420
480
540
591
636
681
726
771
816
861
906
951
996
1041
1086
1131
1176
1221
1266
1311
1356
1401
1446
1491
1536
1581
1626
1671
1716
1770
1830
1890
1920
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ainsi que les séquences dérivées de celle-ci et les frag-
ments de ladite séquence et des séquences dérivées.

Ladite séquence comprend notamment les sites
de restriction unigques suivants

5 AlwN I, Sac I, Stu I, Dra I, Mse I, Bbe I, Nar I, Xcm I,
NCo I, BspM I, Afl III, Pvu I, Nhe I, BstE II, BspH I,
Bsm I, Nsp7524 I, NspH I, Xho I, Sac II, Eag I, Nae I,
PaeR7 I, EcoN I, Fsp I, Bbv II, Nru I, Drd I, BamH I.

L'invention a également pour objet les frag-

10 ments de ladite séquence utiles pour l'expression du pep-
tide correspondant et/ou la détection du géne murin
codant pour le récepteur BB murin.

P§rmi lesdits fragments, elle englobe entre
autres

15 - une séquence constituée d'un segment de 1164
paires de bases nucléotidigues, qui correspond aux
nucléotides 568-1731 de la séquence de formule I.

- une séquence constituée d'un segment de 1360

paires de bases contenant la région codante du géne B3
20 murin et une partie de la région 3' non traduite.

- une séguence constituée d'un segment de 280
paires de bases nucléotidiques, qui correspond aux
nucléotides 1640-1920 de la séquence de formule I.

- une séquence constituée d'un segment de 608

25 paires de bases nucléotidiques, situé entre les régions
transmembranairés TM3 et TM6 et qui correspond aux
nucléotides 895-1503 de la séquence de formule I.

- une séquence constituée d'un segment de 297

paires de bases nucléotidiques, allant du codon
30 d'initiation de la traduction jusqu'a la fin du domaine
TM2 et qui correspond aux nucléotides 567-864 (région du
géne codant pour la partie amino-terminale du peptide) de

la séquence de formule I.
Font également partie de 1l'invention, les
25 acides nucléiques variants par rapport & ceux ci-dessus

définis et qui comportent certaines mutations localisées



WO 92/12246

wm

10

20

X8
wm

(¥9]
tn

PCT/FR92/00023

dans la mesure ou ces acides nucléiques variants
s'hybrident avec les acides nucléiques précédemment défi-
nis ou avec des fragments de ceux-ci.

on entend, au sens de la présente invention,
par séquence dérivée, aussi bien une séqguence d'ADN ou
4*'ARN simple-brin ou double-brin, que leurs séguences
complémentaires.

La présente invention a également pour objet
des sondes nucléotidiques, caractérisées en ce qu'elles
s'hybrident avec les séquences nucléotidiques telles que
Géfinies ci-dessus mais ne s'hybrident pas avec les génes
~odant pour les récepteurs Pl et B2 adrénergiques, ni

sec 1'ARN messager desdits récepteurs Pl et B2 adréner-

8]

siques, et en ce qgu'elles sont éventuellement marguées &

raide d'un marqueur tel gqu'un isotope radioactif, une

enzyme appropriée ou toute autre substance non radio-

active appropriée.

Selon un mode de réalisation avantageux de
1adite sonde, sa séquence est homologue ou complémentaire
de celle d'un segment d'au moins 10 pb de la séquence I.

Au sens de la présente invention, "séguence
nwomologue" englobe non seulement les séquences identigues

ia séguence I, ou & un fragment de celle-ci, mais éga-

-

ment celles n'en différant gue par la substitut.on, 1la

4iérion ou l'addition d'un petit nombre de nucléotides,

[
(I

(9N

3 condition que les séquences ainsi modifiées aient une
spécificité d'hybridation équivalente a celle de la
séquence (I) ou du segment considéré.

De méme, on entend par "séguence complémen-
-31ire", non seulement les séquences strictement complé-
rentaires de la séquence (I) ou de ses segments, mais
également des séquences modifiées, comme indiqué préce-
semment, possédant une spécificité d'hybridation eéguiva-
“ente & celle desdites séquences strictement complémen-

-aires.



WO 92/12246 : PCT/FR92/00023

Les conditions d‘thybridation sont définies
comme suit :

Pour les sondes les plus courtes, c'est-a-dire
d'environ 10 a environ 100 nucléotides, des conditions

5 d'hybridation appropriées sont les suivantes
750 mM de NaCl, 75 mM de Tri-sodium citrate, 50 pg/ml
d'ADN de sperme de saumon, 50 mM de phosphate de sodium,
1 mM de pyrophosphate de sodium, 100 puM 4'ATP, 10 a 25 %
de formamide, 1 % Ficoll ("PHARMACIA" poids moléculaire
10 moyen de 400,00), 1 % de polyvinylpyrrolidone, 1 % de
sérum albumine bovine, pendant 14 & 16 h a 42°C.

Pour les sondes les plus longues, c'est-a-dire
présentant plus d'environ 100 nucléotides, des conditions
d'hybridation appropriées sont celles indiquées rrécédem-

15 ment pour les sondes les plus courtes, mals dans
lesquelles le milieu sus-défini contient 40 % de forma-
mide au lieu de 10 & 25 % de formamide.

Selon une disposition avantageuse de ce mode
de réalisation, ladite sonde peut é&tre avantageusement

20 définie par 1l'une quelconque des séquences nucléotidiques
définies ci-dessus et notamment

- le fragment de 1920 paires de base, qui
correspond & la totalité de la séguence de formule I

- le fragment d'environ 600 pb, qgui ccrrespond

25 au fragment situé entre les régions transmembranaires TM3
et TM6 de la séquence de formule I ci-dessus ;

- le fragment d'environ 300 pb qui correspond
& la région du gene codant pour la partie amino-terminale
du peptide, allant du codon d'initiation de la traduction

30 jusqu'a la fin du domaine TM2.

- le fragment d'environ 280 paires de bases
qui correspond au segment 1640-1920 de la séguence de
formule I.

De telles sondes ont notamment 1'avantage de

(82]

permettre la caractérisation des 1lignées consanguines

(@8]
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génétiguement définies de souris diabétiques et/ou
obéses, notamment des lignées db/db, ob/ob, NOD.

La présente invention a également pour objet
un peptide et/ou un fragment de peptide, caractérisé en
ce qu'il est codé par une séquence nucléotidique telle
que définie ci-dessus et en ce qu'il présente une acti-
vité de récepteur P3-adrénergique.

Une activité de récepteur P3-adrénergique est
celle définie dans la Demande de Brevet francais
a° 89 00918, & savoir que, lorsque le fragment est exposé
34 la surface d‘une cellule, il est capable de participer
3 1l'activation de l'adénylate cyclase en présence d'un
des agonistes suivants : BRL 28410, BRL 37344,
cep 12177A et (l)-isoprotérénol ; soit il est susceptible
d'étre reconnu par des anticorps Qui ne reconnaissent ni
le récepteur adrénergique 1, ni le récepteur adréner-
gique P2 ; soit 1l est susceptible de générer des anti-
corps Qui ne reconnaissent ni le récepteur pl, ni le
récepteur PB2Z.

Selon un mode de réalisation avantageux dudit
peptide, il comprend 388 amino-acides et présente la

séquence en amino-acides de formule II suivante

'Mét—Ala—Pro—Trp—Pro-His—Arg—Asn—Gly—Ser—Leu—Ala—Leu—Trp—

Ser-Asp-Ala—Pro-Thr-Leu—Asp—Pro—Ser—Ala-Ala—Asn—Thr—Ser-
Gly—Leu-Pro—Gly—Val-Pro—Trp—Ala-Ala—Ala—Leu—Ala-Gly—Ala—
Leu—Leu-Ala-Leu—Ala—Thr-Val-Gly—Gly—Asn—Leu-Leu—Val—Iie-
Ile-Ala—Ile-Ala—irg—Thr—Pro—Arg—Leu—Gln—Thr—Ile-Thr—Asn—
Val—Phe-Val—Thr-Ser—Leu—Ala-Ala—Ala—Asp—Leu-Val—Val—Gly-
Leu—Leu-Val—Met-Pro-Pro—Gly—Ala—Thr—Leu—Ala~Leu-Thr—Gly—
His—Trp-Pro-Leu—Gly-Glu—Thr—Gly—Cys—Glu—Leu-Trp-Thr—Ser—
Val—Asp—Val-Leu-Cys—Val—Thr—Ala-Ser-Ile—Glu—Thr—Leu—Cys—
Ala—Leu—Ala-Val—Asp—Arg—Tyr—Leu—Ala—Val—Thr—Asn—Pro—Leu—
Arg—Tyr—Gly—Thr—Leu—Val-Thr—Lys—Arg—Arg—Ala-Arg—Ala—Ala—
Val—Val—Leu—Val-Trp~Ile—Val-Ser—Ala—Ala—Val—Ser—Phe-Ala-
Pro—Ile—Met—Ser-Gln-Trp—Trp—Arg-Val-Gly-Ala—Asp—Ala-Glu-
Ala—Gln—Glu—Cys—His-Ser—Asn—Pro—Arg—Cys—Cys—Ser—Phe—Ala—
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Ser-Asn-Met-Pro-Tyr-Ala-Leu-Leu-Ser-Ser-Ser-vVal-Ser-Phe-
Tyr-Leu-Pro-Leu-Leu-Val-Met-Leu-Phe-Val-Tyr-Ala-Arg-Val-
Phe-Val-Val-Ala-Lys-Arg-Gln-Arg-His-Leu-Leu-Arg-Arg-Glu-
Leu-GLy-Arg-Phe-Ser-Pro-Glu-Glu-Ser-Pro-Pro-Ser-Pro-Ser-
Arg-Ser-Pro-Ser-Pro-Ala-Thr-Gly-Gly-Thr-Pro-Ala-Ala-Pro-
Asp-Gly-Val-Pro-Pro-Cys-Gly-Arg-Arg-Pro-Ala-Arg-Leu-Leu-
Pro-Leu-Arg-Glu-His-Arg-Ala-Leu-Arg-Thr-Leu-Gly-Leu-Ile-
Met-Gly-Ile-Phe~-Ser-Leu-Cys-Trp-Leu-Pro-Phe-Phe-Leu-Ala-
Asn-Val—Leu-Arg—Ala—Leu-Ala—Gly-Pro—Ser-Leu—Val—Pro—Ser—
Gly-Val-Phe-Ile-Ala-Leu-Asn-Trp-Leu-Gly-Tyr-Ala-Asn-Ser-
Ala-Phe-Asn-Pro-Val-Ile-Tyr-Cys-Arg-Ser-Pro-Asp-Phe-Arg-
Asp-Ala-Phe-Arg-Arg-Leu-Leu-Cys-Ser-Tyr-Gly-Gly-Arg-Gly-
Pro-Glu-Glu-Pro-Arg-Ala-Val-Thr-Phe-Pro-Ala-Ser-Prc-Val-
Glu-Ala-Arg-Gln-Ser-Pro-Pro-Leu-Asn-Arg (I1),
lequel peptide présente 82 % d'homologie avec le peptide
B3 humain (récepteur B3 humain).

Ce peptide est dénommé ci-apres récepteur [B3-
adrénergique murin (RA-Muf3).

Il n'était pas évident que les murins possé-
dassent un récepteur fp3-adrénergique et que ce dernier
soit, de plus, suffisamment homologue au récepteur pB3-

adrénergique humain, pour permettre son utilisation comme

" modéle d'étude générale du récepteur B3-adrénergique.

Le RA-Bf3 murin (RA-Muf3) présente, en effet,
un certain nombre d'avantages

- 11 est particuliérement bien adapté en tant
que modéle du récepteur f3-adrénergigue, en particulier
pour des études physiologiques, Qqui ne peuvent pas é&tre
réalisées avec le récepteur humain ;

- 11 permet d'étudier la régulation de
l'expression du récepteur f3-adrénergique, dans diffé-
rentes conditions physiologiques (exposition au froid ou
& des ligands f-adrénergiques), qui peuvent modifier
l'activité lipolytique et/ou thermogénique, car le récep-
teur P3-adrénergique intervient dans les maladies telles

que le diabete et/ou l'obésité, dans la mesure o: 11 est
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exprimé dans des tissus qui jouent un rdéle important dans
le métabolisme (tissus adipeux, muscle squelettigque
notamment)} ;

- il permet en outre d'analyser 1'expression

5 du récepteur P3-adrénergique au cours du développement
embryonnaire.

L'invention comprend également les peptides
variants de ceux définis ci-dessus, qui comportent cer-
taines mutations, sans gue les peptides ne perdent les

10 propriétés de recepteur By-adrénergique. Parmi ces
variants, on peut mentionner ceux qui sont reconnus par
des anticorps reconnaissant les régions transmembra-
naires, ainsi que ceux qui sont reconnus par des &
corps reconnaissant les régions autres que les régions

ansmembranaires.
La présente invention a également pour objet

Y
wm
(@4
s

des fragments ou des combinaisons de fragments du RA-
MuP3, conforme a l1'invention et notamment :
- un fragment de 25 amino-acides, correspon-
20 dant a la région transmembranaire TMI de la séguence de
formule II ;
- un fragment de 30 aminoacides, correspondant

4 fragment COOH terminal de la séquence de formule IZ.
Lesdits fragments sont avantageusement cktenus

fu

25 par synthese, notamment par la méthode de Merrifield.

La présente invention a également pour objet
un vecteur recombinant de clonage et/ou d'expression,
caractérisé en ce qu'il comprend une ségquence nucléoti-
digue conforme a ltinvention.

30 On entend au sens de la présente invention,
par vecteur recombinant, aussi bien un plasmide, un cos-
mide gu'un phage.

Selon un mode de réalisation avantageux dudit
vecteur, il est constitué par un vecteur recombinant ap-

pli-

(D

croprié comprenant en particulier une origine de r

()
(81}

e hat

-z-ion dans un microorganisme hdte approprié, nctamment
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une bactérie ou une cellule eucaryote, au moins un géne
dont l'expression permet la sélection soit des bactéries,
soit des cellules eucaryotes ayant rec¢u ledit vecteur,
une séquence régulatrice appropriée, notamment un promo-
teur permettant l'expression des géenes dans lesdites bac-
téries ou cellules eucaryotes, et dans lequel est insérée
une séquence nucléotidique ou un fragment de séguence
tels que définis ci-dessus, lequel vecteur est un vecteur
d'expression d'un peptide, d'un fragment de peptide ou
d'une combinaison de fragments de peptides ayant une ac-
tivité de récepteur B3-adrénergique murin.

Selon une disposition avantageuse de ce mode
de réalisation, ledit vecteur d'expression est constitué
successivement d'une origine de réplication approprié,
d'un géne de résistance a l'ampicilline, du promoteur
viral SV40, d'une séquence nucléotidique conforme a
l'invention codant pour un peptide ayant une activité de
récepteur B3-adrénergique murin, d'un site de
polyadénylation dérivé du virus de 1'hépatite B (HBsAg)
et du géne codant pour la dihydrofolate réductase (DHFR),
enzyme gqui permet la survie des cellules dans un milieu
dépourvu en glycine, hypoxanthine et thymidine.

Un tel plasmide a été dénommé pSTH-Mof2 par
les Inventeurs et a été déposé sous le n' I-1026 en date
du 14 janvier 1991 auprés_de la Collection Nationale de
Cultures de Microorganismes tenue par 1'INSTITUT PASTEUR.

La présente invention a également pour objet
une cellule héte appropriée, obtenue par transformation
généﬁique, céractérisée en ce qu'elle est transformée par
un vecteur d'expression conforme a l'invention.

Une telle cellule est capable d'exprimer un
peptide, d'origine murine, ayant une activité de récep-
teur P3-adrénergique.

Selon un mode de réalisation avantageux, la
cellule hdéte est notamment constituée par les cellules de
la lignée CHO (Chinese Hamster Ovary).
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Un autre des microorganismes utilisés peut
atre constitué par une bactérie, notamment Escherichia
coli.

La présente invention a également pour objet

un processus d'expression d'un peptide conforme a

n

1'invention, caractérisé en "ce que la cellule hote,
résultant de la transformation par un vecteur contenant
une séquence nucléotidique ou un fragment de celle-ci,
codant pour un peptide d'origine murine ayant une acti-
10 vité de récepteur B3-adrénergique ou un fragment de

Y

celui-ci, est cultivée de maniére a produire et a trans-
porter ledit peptide exprimé vers la membrane, de telle
sorte gque les séguences transmembranaires dudit récepteur

B3 soient exposées a la surface de la membrane de 1'hdte

15 cellulaire transformé.

Dans le cas de l'expression en cellules euca-
ryotes, les éléments de régulation peuvent comporter le
promoteur endogéne des récepteurs adrénergiques ou des
promoteurs viraux tels que ceux des virus SV43 ou du

20 wvirus du sarcome de Roux (RSV).

Dans le cas de l'expression dans E. coli, les
éléments de régulation peuvent comporter le promoteur de
I 'opéron lactose ou de 1'opéron tryptophane.

La présente invention a également pour cbjet

55 un modéle d'étude des récepteurs B3-adrénergiques, carac-
rérisé en ce qu'il -est constitué par des cellules hoétes
conformes .& 1'invention, c'est-a-dire exprimant un récep-
teur P3-adrénergique murin & la surface de leur membrane
cellulaire.

30 Un tel modéle permet 1'étude, d'un point de

vue pharmacologique, des récepteurs P3-adrénergiques
murins, notamment en permettant l'identification des
ligands P adrénergiques plus affins pour le récepteur f3
adrénergique ou plus sélectifs par rapport aux récepteurs

Bl ez B2 e- ainsi la mise au point des médicaments actifs

(¥%]
i

M

dans des maladies telles que le diabéte et/ou l'ckésit
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L'invention a également pour objet un procédé
de détection de la capacité d'une substance a se compor-
ter comme ligand wvis-a-vis d'un peptide conforme a
l'invention, lequel procédé comprend

- la mise en contact de ladite substance avec
une cellule hdte prealablement transformée par un vecteur
d'expression conforme a 1l'invention, laquelle cellule
héte exprime ledit peptide murin (RAB3 murin), le cas
échéant aprés induction physique ou chimique appropriée,
et laquelle mise en contact est réalisée dans des condi-
tions permettant la formation d'une liaison entre l'un au
moins des sites spécifiques et ladite substance s'il y a
lieu ; et 7

- la détection de la formation éventuelle d'un
complexe du type ligand-peptide.

La présente invention a, de plus, pour objet
une méthode de production de souris transgénigues surex-
primant le récepteur P3-adrénergique, laquelle méthode
comprend l'introduction de plusieurs copies d'un segment
comprenant au moins la séquence de formule I associée a

un promoteur convenable, dans les cellules d'un embryon

‘de souris & un stade précoce.

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux de
ladite méthode, le promoteur est le promoteur du gene RA-
Muf3, notamment de fagon & respecter sa répartition
tissulaire d'origine.

Selon un autre mode de mise en oeuvre avanta-
geux de ladite méthode, le promoteur est un promoteur
d'un gene exprimé spécifiguement dans un tissu, notamment
le promoteur de l'actine musculaire.

La présente invention a, de plus, pour objet
des souris transgéniques, caractérisées en ce qu'elles
sont obtenues par la méthode de production de souris
transgéniques telle que définie ci-dessus.

La présente invention a également rpour objet

une méthode de production de sourilis recombinantes,
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n'exprimant plus le récepteur P3-adrénergique, car racté-
risée en ce que :

- l'on réalise, dans la séqguence de formu le I,
conforme & l'invention, une mutation convenable qui
inhibe 1'expression du géne codant pour le récepteur PB3-
adrénergique murin ;

- 1l'on introduit ladite séguence I modifiée

dans un segment de 1'ADN génomique de souris, associé a

d
un marqueur approprié, de maniére a obtenir une séguence
marquée M, contenant la séquence de formule I modifiée ;

- 1l'on intégre ladite séguence M, In vitro,
dans les cellules souches de lignées germinales d'embryon

curis ; puils

(M
n

- l'on réinjecte lesdites cellules souches &
une souris ; et apres recombinaison homologue,

- l'on obtient & la généfation F2 des scuris
erombinées homozygotes, reconnaissables & la présence du
margueur.

Un protocole de souris recombinantes est, par
exemple, décrit dans Nature, 1988, 336, 348-352.

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux de

ladite méthode, ledit segment d'ADN génomique de s2uris

=

" comprend au plus 14 Kbases.

Selon une disposition avantageuse de <@ mode
de ise en oeuvre, lorsque ledit fragment est de 14
Kbases, il comprend notamment les sites de restriction
suivants : 3 sites SphI, 2 sites BamHI, 2 sites HindIII,
4 sites XbaI, 4 sites SacI, 1 site KpnI, 1 site Smal, 2
sites BglII, 2 sites Pvull, 1 site PstI et 1 site ECORI.

Selon un autre mode de mise en oeuvre avanta-
geux de ladite méthode, la séquence de formule I mutée
est comprise entre un site BglII et un site BamHI du seg-
ment d'ADN génomique de souris.

La présente invention a, de plus, pour cbjet

des souris recombinantes, caractérisées en ce gu'el
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sont obtenues par la méthode de production de souris
recombinantes telle que définie ci-dessus.

Les souris transgéniques et les souris recom-
binantes telles que définies ci-dessus, sont un modéle
d'étude particuliérement avantageux, d'un point de vue
physiologique, des récepteurs P3-adrénergiques.

La présente invention a, en outre, pour objet
un procédé pour l'étude de 1l'affinité d'un polypeptide
conforme & l'invention pour un ou plusieurs ligands
déterminés, lequel procédé comprend

- la transformation d'une cellule hbéte appro-
priée par un vecteur d'expression conforme a 1'inven-
cion ; '

- la culture de la cellule héte transformee,
dans des conditions permettant 1'expression du récepteur
B3 codée per la séquence nucléotidique, et le transfert
du récepteur P3 exprimé vers la membrane de ladite
cellule, de sorte que les séquences transmembranaires du
récepteur P3 soient exposées a la surface de la cellule
héte transformée ;

- la mise en contact de ladite cellule avec
les ligands déterminés ; et

- la détection d'une réaction affine entre
ladite cellule transformée et lesdits ligands determinés.

L'invention a, en outre, pour objet un kit
pour la détection de l'affinité éventuelle d'un ligand
pour un peptide conforme & l'invention, lequel kit com-
prend :

- une culture de cellules hdétes transformées
par un vecteur d'expression conforme a l'invention ;

- éventuellement, si nécessaire, des moyens
physigques ou chimiques pour induire l'expression d'un
peptide (récepteur B3 murin ou un fragment de celui-ci)
codé par une séquence nucléotidique conforme a
l'inventcion, contenue dans un vecteur dont le gpromoteur

est inductible ;
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- un ou plusieurs ligands témoins ayant des
affinités déterminées pour ledit peptide ; et

- des moyens physigues ou chimiques pour la
caractérisation de l'activité biologique du peptide ex-
primé.

L'invention a également pour objet des anti-
corps dirigés de facon spécifique contre l'un des pep-
tides conformes & l'invention, ces anticorps étant tels
qu'ils ne reconnaissent ni le récepteur adrénergique B1,

ni le récepteur adrénergique PB2.
Selon un nmode de réalisation avantageux,

lesdits anticorps sont des anticorps polyclonaux.

Selon un mode de réalisation avantageux,
lesdits anticorps sont des anticorps monoclonaux.

On prépare les anticorps monoclonaux par fu-
sion cellulaire entre des cellules de myélome et des cel-
lules splénigues de souris immunisées, selon les procédés
classiques.

De maniére inattendue, le récepteur PB3-
adrénergique murin permet la réalisation de toutes les
aprlications précitées.

outre les dispositions  qui  préceédent,

‘invention comprend encore d'autres dispositions, gui
ressortiront de la description qui va suivre, gul se
référe a4 des exemples de mise en oeuvre du procédé objet
de la présente invention, avec référence aux dessins
annexés, dans lesquels :

- la figure 1 représente la carte de restric-
rion du clone MBl qui contient le gene B2-adrénergique
murin et comprend 14 Kb ;

- la figure 2 représente les sites unigques de
restriction de la ségquence de formule I (géne murin B3y ;

- la figure 3 est une comparaison des régions
codantes des génes B3 humain et murin ;

- la figure 4 est une comparaison des récep-

teurs B3 humain et murin ;
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- la figure 5 est une comparaison des récep-

teurs Pl, B2 et B3 humains avec le récepteur B3 murin ;

| - la figure 6 représente la détection par
autoradiographie de 1'ADN génomique de souris,
s'hybridant avec des sondes spécifiques du géne B3-
adrénergique ;

- la figure 7 est une représentation du plas-
mide pSTH-MuP3 ;

- la figure 8 illustre la localisation du géne
B3-adrénergique murin sur le chromosome 8 par hybridation
in situ ; .

- la figure 9 illustre la liaison a saturation
5I] ICYP aux cellules intactes CHO-Muf3 ;
-les figures 10 (10a, 10B et 10C) :Zllustrent

l'accumulation d'AMPc aprés exposition des <cellules

-
-

de 1'[%

CHO-MuP3 aux agonistes P classiques (A), aux agonistes B
atypiques (B) et aux antagonistes P (C), en présence de
(-)isoprotérénol 5 nM ;

- la figure 11 représente 1l'hybridation en
Northern Blot de la sonde A21 avec 1'ARN total de diffé-
rents tissus de souris.

Il doit étre bien entendu, toutefois, gue ces
exemples sont donnés uniguement a titre d'illustration de
1'objet de l'invention, dont ils ne constituent en aucune
maniere une limitation.

Exemple 1 : Isolement et identification du géne P3-adr-
énergique murin.

Le géne B3 murin a été isolé d'une bangue
d'ADN génomidue de.souris de la lignée NIH-2T3 construite
dans le phage A-FixII, en utilisant comme sonde un frag-
ment d'ADN de 1034 pb (sonde HuP3) contenant la totalit#
du géne P3-adrénergique humain précédemment  isolé
(EMORINE et al., Science, 245, 1118-1121, 1989). Apres
hybridaticn avec la sonde radiomarquée, les filtres sont
lavés, et exposés une nuit sur film d'autoradicgraphie.
24 signaux d'hybridation ont été observés, dont 18 se

PCT/FR92/00023
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sont par la suite révélés dtre de faux positifs. Les 6
clones restants (MBl, MB2, MB3, MB4, MBY, MB12) ont été
purifiés par 4 sous-clonages successifs suivis d‘'une
hybridation avec la sonde Huf3 (voir Demande francaise
89 00918).

pour identifier le(s) clone(s) contenant le
géne P3-adrénergique murin, deux méthodes ont été utili-
sées : l'hybridation avec d'autres sondes P-adréner-
giques, et ltamplification par PCR. L'ADN des 6 clones a
été préparé, coupé par des endonucléases de restriction,
puis hybridé avec plusieurs sondes dérivées des génes B-

adrénergiques, comme visible sur le Tableau I ci-apres.

TABLEAT T
SONDES
Hup3  Hufl HuB2  i3PB3 3'B1 i3P2

Gene
Bl humain ++ et ++ - + _
ﬁE numailn + ++ +++ - - -
B3 humain +4+ ++ + + - -
Clone
MB1 +4++ - - + _ _
ME2 +++ - - + - -
MEE s o I - + _ _
2’:54 -+ s - + _ _
MRG 4+ + - + _ _
MB1Z + - - - _ _

.. Les sondes utilisées dérivent toutes des geénes
-adrénergiques humains, B1, B2 ou B3, telles que décrites
4dans la Demande de Brevet francais n" 89 00918.

Les sondes HuPl, Huf2 et HuP3 (environ 1,2 Kb)

g~

contiennent respectivement la totalité des régions
~odantes des génes Pi, P2 et B3. Comme 1'indique 1z partie
supérieure du Tableau I, chacune des sondes hybride avec
ies trois génes humains.

Les sondes 3'Bi, i3B2 et i3B3 (envircn o0

pb) correspondent respectivement & la partie carboxy-

w
(o]
(@]
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terminale du PlAR, et & la troisiéme boucle intracellu-
laire des PB2AR et P3AR. Ces sondes dérivent de régions -
trés divergentes entre les génes P1, P2 et P2, et sont
donc spécifiques : comme l'indique la partie supérieure
du Tableau I, chacune des sondes n'hybride qu‘'avec 1le
géne correspondant.

Il ressort de ce qui précede, que les clones
MBl1, MB2, MB3, MB4 et MB9 hybrident tres fortement avec
la sonde HuP3, et hybrident également avec la sonde 13[B3.
Le clone MB12 hybride trés faiblement avec la sonde Huf3
de départ, et pas du tout avec la sonde spécifique 13B3.
D'autre part, la comparaison des profils de digestion de

ces

{n

1% <lones avec plusieurs enzymes de restriction
montre gue MB1, MB4, MBS d'une part, et MB2, MB3 d'autre
part, sont identiques, et que ces deux groupes de clones
sont chevauchants. Les clones MBl, MB4 et MBRY9 sont les
plus 1intéressants car la région hybridant avec la sonde
est située a peu pres au milieu du fragment d'ADN cloné.

Pour montrer gque MBl contient bien le gene fB3-
adrénergique murin, des expériences d'amplification par
PCR ont #été réalisées en utilisant comme amcrces, soit
des oligonucléotides  "dégénérés", situés dans les
domaines les plus conservés entre les différents génes B-
adrénergiques, soit des oligonucléotides "spécifigques" du
géne f3-adrénergique humain, dérivés des séquences les
plus divergentes entre les trois génes. Dans les deux
cas, un produit d'amplification de la taille attendue a
pu étre obtenu en utilisant comme matrice 1'ADN du clone
MB1.

De ces deux expériences, hybridation et ampli-
fication, 1l a pu étre déduit que les clones de la fa-
mille MBl contiennent le géne P3-adrénergique murin.
Exemple 2 : Localisation du géne P3-adrénergique dans le
clone MB1.

L'ADN du clone MBl, qui comprend 14 Kb, a été

digéré par douze enzymes de restriction, soit indépendam-
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ment, soit deux & deux. Les fragments résultant ont été
déposés sur gel d'agarose, transférés sur membrane de
nylon, et hybridés avec la sonde HuP3. Apres lavage et
exposition sur film d'autoradiographie, les fragments hy-

5 bridant avec la sonde ont pu étre identifiés, et la carte
de restriction du clone MBl a été établie (figure 1).

Dans le cas de 1l'utilisation d'une seule
enzyme de restriction, on obtient un fragment de 3,6 kb
avec BglII, de 13 kb avec PstI, de 4,1 kb avec SacI et de

10 6,9 kb avec BamHI.
) Le plus petit fragment d'ADN hybridant avec la
'sonde HuP3 est un fragment d'environ 1,7 Kb délimité par
les sites SacI et BamHI. C'est donc dans ce fragment
gqu'est localisé le géne B3-adrénergique murin.
Exemple 3 : Séquencgage du géne PB3-adrénergique murin.
On a ségquencé le fragment d'ADN d'environ 2 Kb

[
m

délimité par les sites des enzymes BglII et BamHI (voir
figure 1). '

Ce fragment d'ADN a été purifié & partir de

20 1'ADN du clone MBl, et sous-cloné dans le site Bamil du

vecteur Milmpl8. Les clones M13 ayant intégré le fragment

G'ADN dans les deux orientations opposées ont été identi-

£iés {clones MB1BBl et MB1BB2). L'ADN de ces deux clcnes
Mi3 a été préparé et délété avec l'exonucléase III
25 (ExoIII). Plusieurs délétants ont été isolés, leur ADN

simple brin a été préparé et séquencé par la méthode de
%

Sanger.
La séquence nucléotidique du gene B3 de souris

(1180 bp) et des régions non codantes (555 bp en 5' et

30 186 bp en 3' du géne) est représentée par la formule I.

Les sites de restriction contenus dans ce fragment de
1920 bp sont positionnés sur la figure 2.

La comparaison des régions codantes des génes

B3 humain et murin indigue une conservation de 82 % en

nucléotides {(figure 3) alors qu'ils ne présentent Qqu'une

(9]
(8]

homologie de l'ordre de 48-55 % avec les genes RA-BI ez P2



WO 92/12246 ' PCT/FR92/00023

10

20

o
o

30

(a)
wn

21

de différentes espéces. Le géne P3 murin ne contient pas
d'intron, et code pour un polypeptide de 388 acides ami-
nés qui présente 82 % d'homologie avec le polypeptide B3
humain (figure 4). Cette homologie est principalement
concentrée dans les régions transmembranaires (93 %)
("TM") .
Exemple 4 : Préparation de sondes spécifiques du géne [(3-
adrénergique murin.

Trois fragments d'ADN ont été purifiés dans le
but d'obtenir une sonde spécifique du géne P3-murin.

La sonde "“Al9" correspond au fragment BglII-
BamHI de 2 Kb qui a été séquencé. Ce fragment a été puri-
fié par migration sur gel d'agarose, électroélution et
passage sur une colonne échangeuse d'ions (NACS).

La sonde "A20" correspond au produit d'ampli-
ficaticn obtenu par PCR a partir du gene B3-murin en uti-

lisant comme amorces les oligonucléotides "dégénérés"

(5'-AAGCTTGT/CGTG/CACG/CGCCAGCATC/TGAG/AACCCTGTG-3" et
S ' -GTCGACAAGAAGGGCAGC/ACAGCAGAGG/C/AGTGAA-3 " dans un
milieu réactionnel comprenant : 100 mM Tris-ECl1 pH 8,4,

30 mM MgCl,, 0,5 % Tween 20, 0,25 % Nonidet P40, 5 %
Formamide et 10 % diméthylsulfoxide. Le fragment d'ADN

" obtenu (environ 600 pb) comprend la partie du géne conte-

nue entre les regions transmembranaires TM3 et TME. Aprés
amplification, les extrémités du fragment A20 ont été
remplies avec le fragment "Klenow" de la polymérase I. La
sonde a alors été purifiée par migration sur gel de poly-
acrylamide, électroélution, et passage sur une colonne
échangeuse d'ions.

La sorde "A21" correspond au produit d'ampli-
fication obtenu par PCR a partir du géne B3 murin en uti-
lisant comme amorces des oligonucléotides "spécifiques®
du géne B3 humain (5'-GCATGCTCCGTGGCCTCACGAGAA-3' et 5'-
CTGCAGGAGGAGGACAGCAGCA-3') dans un milieu réaccionnel
comprenant 670 mM Tris-HCl pH 8,4, 67 mM MgCis, I mg/ml
gélatine, 67 UM EDTA, 100 mM P-mercaptoéthancl, 160 mM
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(NHq) 2S04, 5 % Formamide et 10 % diméthylsulfoxide. Le
fragment d'ADN obtenu (environ 300 pb) comprend la région
amino-terminale du géne, allant du codon d'initiaticn de
la traduction jusqu'a la fin du_domaine T2 . La sonde A2l
a été purifiée de la méme facon que la sonde A20.

Les trois sondes ainsi préparées ont été

(8]

radiomarquées et utilisées dans des expériences
d'hybridation d'ADN génomique (Southern blot) pour esti-
mer leur spécificité vis-a-vis du geéne B3. Des ADN géno-
10 miques préparés a partir de foie de souris BALB/c, ont
été digérés par une enzyme de restriction (BglII : traces
1 de la figure 6; BamHI : traces 2 de la figure €; ; de
méme 1'ADN génomique isolé & partir de cellules 2Aé31

[

iignée épidermoide humaine}, a éré digéré rpar BamH

15 eyaces 3 de la figure 6) ; les fragments obtenus ont été
séparés sur gel d'agarcse puls transférés sur membrane de
nylon. La membrane a ensuite été hybridée avec une des
sondes radiomarquées (Al9 : zone A, A20 : zone E ou a21
-one C de la figure 6), lavée a faible stringence ruils

20 autoradiographiée. Chacune de ces sondes détecte une
vande unique sur 1'ADN géncmique de souris BALB/¢ f(Ifigure

6). Tans chacun des cas, la taille du ZIragment hybridé
‘31,5 ¥b avec l'enzyme BglII, 6,9 Kb avec 1'enzyme Bamil,

-2 kbt avec l'enzyme PstI et 4,1 kb avec SacI} ccrresgond

S & celle du géne P3-adrénergique murin qui a été cloné.

£

Ces résultats indiquent gque chacune de ces
rrois sondes détecte spécifiquement le géne P3-adréner-
gique de souris. La présence d'une bande unique dans

1'ADN total de souris indique qu'il n'y a pas, dans 1le
génome murin, d'autre séquence hautement homologue au

(¥9)

(&)

géne P3-adrénergique. On peut en conclure qu'il existe
chez la souris une seule copie du gene RA-B3.
Exemple 5 : Construction d'un vecteur pour 1'expression

du RA-B3 murin.
L'étude des propriétés pharmacologiques 4

for

(¥9)
[§)}

},J
&8}

croduit du géne B3 murin exige qu'il soit exprimé =



WO 92/12246 PCT/FR92/00023

23

surface de cellules eucaryotes, qui possédent tous les
éléments nécessaires a la transduction du signal. Pour
pouvoir directement comparer les propriétés des récep-
teurs B3-AR murin et humain, on a choisi d'exprimer le
5 géne B3 de souris dans les cellules de la lignée CHO
(Chinese Hamster Ovary), déja utilisées pour analyser le
récepteur P3-AR humain (voir Demande de Brevet francais
n’ 89 00918).
Dans ce systéme (figure 7), la région codante
10 du géne & analyser est insérée entre le promoteur viral
Sv40 (ce promoteur fort permet d'obtenir un haut niveau
d'expression) et un site de polyadénylation dérivé du
virus de 1'hépatite B (HBsAg), dans un plasmide compre-
nant également le géne codant pour la dihydrofolate
15 réductase (DHFR, enzyme qui permet la survie des cellules
dans un milieu dépourvu de glycine, d'hypoxanthine et de
thymidine) .
La carte de restriction du fragment de Z Kb
qui a été séquencé (figure 2) indique la présence d'un
20 site de coupure par l'enzyme NarI a la position 555, soit
15 nucléotides en amont de la région codant du geéne B3 de
souris. L'ADN du clone MBIBBl (2 Kb insérés dans M13mpl8)
a été digéré avec les enzymes NarI et BamHI, pour libérer

le fragment de 1360 pb contenant la région codante du

3]
w

géne B3 et une partie de la région 3' non traduite. Ce
fragment J&'ADN a été purifié, puis inséré dans le vecteur
d'expression aux sites de coupure des enzymes HindIII et
BamHI (figure 7). Comme les extrémités générées par les
enzymés NarIv et HindIII ne sont pas compatibles, on a
30 pris soin, au cours de la digestion enzymatique, de trail-
ter les extrémités NarI de 1l'insert d'une part, et les
extrémités HindIII du vecteur d'autre part, avec le frag-
ment "Klenow" de la polymérase I, de fagon a obtenir des

bouts francs.

W
(9]

On a ainsi obtenu le rlasmide recombinant

pSTH-MULB3 représenté sur la figure 7.
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Exemple 6 : Localisation chromosomique du géne RA-B3
murin.

10

m

[

tD
[83]

L)
()]

- Protocole :

pour la localisation chromosomique du géne
RA-B3 murin, l'hybridation in situ est réalisée sur des
lymphocytes, en métaphase, stimulés par la concanavaline
A ; ces lymphocytes sont issus de souris médles WMP, dans
lesquelles tous les autosomes, a 1'exception de
1'autosome 19, sont sous la forme de translocations
Robertsonienne.

Les lymphocytes sont cultivés a 37°'C pendant
72 h, avec de la 5-bromodésoxyuridine (60 pg/ml) ajoutée

65&me heure de culture.

m
n

-
L

-

La sonde spécifigue est la sonde 2421 telle que
décrite a l'exemple 4.

' Cette sonde est sous-clonée dans le vecteur
plasmidigue pUCl3, marquée au tritium par translation de
coupure, de maniére a obtenir une activité spécifigue de
108 d.p.m./pg et est utilisée & une concentration finale
de 25 ng/ml de solution d'hybridation.

L'hybridation des cellules en métaphase, les
lavages et la ccloration sont réalisés comme décrit dans
MATTET et al. (Human Genetics, 1985, £3, 268-271).

- Localisation :

Le géne RA-P3 murin a été localisé dans la
région (8A2—8A4) du chromosome 8 par hybridation chromo-
somique in situ, conformément au protocole ci-dessus.

Dans les 150 cellules en métaphase examinées,
il y avait 278 points colorés a l'argent, associés avec
ies chromosomes : 46 de ces points (16,5 %) étaient loca-
1isés sur les chromosomes 8, et 32 d'entre eux (69,5 %)
dans la région (8A2—8A4) (figure 8).

La figure 8 comprend en 8A, une métaphase par-
tielle de lymphocyte de souris, montrant le site spéci-
fique de l'hybridation au chromosome 8 ; sur la gauche,

1a fléche indique les points colorés a l'argent sur les
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chromosomes colorés au Giemsa, aprés autoradiographie ;
sur la droite (figure 8B), les chromosomes colorés sont
identifiés par "R-banding".
Exem 7 : Pharmacologie du récepteur RA-f3 murin.
1. Tests mis en oeuvre :

a. test d'accumulation de 1'AMPc

(92

des cellules préconfluentes telles que celles

décrites a l'exemple 5 (5.105) sont incubées a 37°'C pen-

dant 20 minutes dans 0,5 ml de tampon de HANKS contenant

10 de 1'HEPES 20 mM (pH 7,4), de l'acide ascorbique 1 mM, de

1'isobutylméthylxanthine 1 mM et différentes concentra-
tions d'agoniste.

Apres ébullition pendant 5 min et centriiuga-

tion (4 000 r.p.m. 10 min, 4°C), la quantité d'AMPc pro-

w

duite est déterminée en utilisant le kit Amersham AMPc.
Pour l'étude de l'inhibition de l'accumulation

d'AMPc, les cellules sont preincubées a 37°C pendant

10 min avec un antagoniste, avant l'addition de

(-)isoprotérénol 5 nM, suivie d'une 1incubation pendant

20 20 min.
b. test de liaison de 1'ICYP
des cellules préconfluentes telles gue celles

décrites a l'exemple S (10°) sont incubées rendant

1'HEPES
20mM (pH 7,4), de 1l'acide ascorbigue 1 myM, de la
désipramine 2 UM, de la sérumalbumine bovine 0,05 % et du
(-) ($251)1CYP 70-7 000 pM (2 000 CI/mmol, Amersham).

La liaison non spécifigue est déterminée en

1 heure a 37°'C dans un tampon HANKS contenant -de

to
m

présence de (-)isoprotérénol 100 uM.

30 Les incubations sont arrétées par dilution
dans un tampon PRBS froid et le ligand 1lié est séparé du
[IBSI]ICYP libre par filtration (filtres Whatman GF/C
imbibés de polyéthyleneimine a 0,3 %).

Les filtres sont lavés 3 fois avec du tampon

35 PRS froid et la radioactivité est mesurée.
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2. Profil pharmacologigue
pour déterminer le profil pharmacologigue du

RA-B3 murin, la région codante de son géne a été insérée

dans un vecteur d'expression tel que celui décrit a

wn

1'exemple 5.
La liaison a saturation de

{leI]iodocyanopindolol (ICYP) et l'analyse Scatchard
correspondante (figure 38, qui comprend en abscisse les
log de concentration en ICYP (nM) et en ordonnées, la
10 quantité d'ICYP 1ié (fmoles) (avec Scatchard)) indique
que les cellules CHO transfectées de maniere stable (CHO-
MuP3; expriment 200 000 £ 50 000 récepteurs/cellule avec

.ne constante de disscciation de 880 * 88 pM (moyenne +

15 L'accumulation 4'AMPc est stimulée par l'incu-
batica des cellules CHO-Muf3 avec 1'isoprotérénol, la
roradrénaline et l'adrénaline (figure 10A).

e e

Cette stimulation est stéréospécifique puisgue

le (-)isoprotérénol est 20 fois plus actif gque le
20 (+)isoprotérénol, comme l'illustre le Tableau II ci-
apres

28]
wn

(98]
in
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IABLEAU 1]
CHO-Muf3 CHO-Huf3a
Ligands A.I. Kyer ou K4l  A.TI. Kacr ou Kj
5 (% d'IPR) (M) (% de NA) o)
Agonistes
complets
BRL 37344 107,4 + 8,1 0,4 0,1 87,2 £ 15,4 5,9+ 1,3
{-)1soprotérénol 100,0 £ 10,3 4,5+ 1,8 80,2 % 2,1 3,9 0,4
{-)noradrénaline 105,6 £ 5,6 12,9 = 4,2 100 6,3 0,7
(-)adrénaline 90,6 £ 2.8 23,0 £ 0,3/100,4 £ 3,8 49,2 = 5,3
10 (+)isoprotérénol 104,0 £ 10,2 99,0 %+ 44,0{ 97,3 * 10,9 111,0 £ 1,0
Agonistes
partiels
CGPp 12177A 74,9 7,9 40,5 * 8,7 67,6 £ 2,0 138,7 % 44,3
oxprenolol 43,8 6,1 S35,3 £ 79,31 53,3 £ 6,8 7¢,7 £ 12,6
pindolcl 35,1 £ 2,. 998,7 #187,0] 55,0 £ 5,2 1=3,0 % 12,0
Antagonistes
15 Prcpranclol 450,0 £221,2 ND
ICI 118551 4968,9 *137,4 770,0 * 80,0
CGr 20712A 6424,6 1583,6 6700,0 £870,0
Sur ce Tableau II, A.I. représente l'activité
20 intrinseque et correspond au pourcentage de stimulation
maximale c¢btenue pour chaque agoniste, en fonction de
l'effet maximal du (-)isoprotérénol, les concentrations
basale et maximale en AMPc, induilt par 1'isoprotérénol,
étant respectivement de 25 et 500 pmol par million de
25 cellules.

Les valeurs de Kyctr correspondent a la concen-
tration en agoniste donnant 50 % de la stimulation maxi-
male.

Les valeurs de K; sont calculées, conformément

30 & CHENG et PRUSOFF (Biochem. Pharmacol., 1873, 22,

3099-3108), avec des C.I.gp définies comme la concentra-
tion en antagoniste requise pour induire une inhibition
de 50 % de ltactivité maximale obtenue avec du
(-)isoprotérénol'(S nM) .
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L'agoniste BRL 37344 est 10 fois plus actif
que le (-)isoprotérénol (IPR), pour induire une accumula-

-~
-

Lay

n

~
~

n

tion d'AMPc (figure 10B, Tableau II).

Les antagonistes Pl et P2 CGP 12177A, oxpréno-
1ol et pindolol se comportent comme des agonistes par-
tiels du RA-B3 murin, avec une stimulation maximale de
1'accumulation en AMPc de 77 %, 45 % et 36 %, respective-
ment de celle du (-)isoprotérénol.

Pour d'autres antagonistes P tels que le pro-
pranolol (non-sélectif), 1'ICI 118551 (B2-sélectif) et le
CcGp 20712 (Pl-sélectif) (figure 10C), des concentrations
micromolaires sont nécessaires pour inhiber ltaccumula-
-icon 4'AMPc induite par le (-)isoprotérénol.

Les figures 10A et 10B comprennent en abscisse
e locg de la concentration en ligand (M) et en ordonnée
ie pourcentage d'accumulation en AMPc (pourcentage de la
réponse maximale induite par 1'isoprotérénol) .

La figure 10A correspond aux B-agonistes clas-
siques (M : (-)isoprotérénol ; Q : (-)noradrénaline ; @
r—-yadrénaline ; O : (+)isoprotérénol) ; la figure 10B
correspond a des P-agonistes atypiques (d : BRL 37344 ;
| (-)isoprotérénol ; O : CGP 12177A ; @ : oxprénolol ;
A : pindoliol).

La figure 10C comprend en abscisse le log de
ia concentration en ligand (M) et en ordonnée le pourcen-
tage d'inhibition de l'accumulation d'AMPc (pourcentage
de la réponse induite par l'isoprotérénol 5 nM) et
correspond & l'action des antagonistes B en présence de
(-)isoprotérénol 5 nM (A (-)propranolol ; O
ICcI 118551 ; W : CGP 207123).

3. Distributicn tissulaire :

L'analyse par hybridation avec la sonde A2l,
de 1'ARN total (technique de Northern), extrait de dif-
férents tissus de souris, révéle une bande majeure a
2,2 kb aussi bien dans le tissu adipeux blanc que dans le

rissu adipeux brun.
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Dans les adipocytes différenciés 3T3-F442A, un
transcrit majeur de taille similaire (2,2 kb) aussi bien
qu'un transcrit mineur de 2,8 kb sont détectés (figure
11).

On ne détecte aucun signal d'hybridation dans
1'ARN total préparé a partir d'autres tissus (muscle
fémoral, poumon, foie, iléum, colon, cerveau, estomac,
coeur et rein).

Le profil pharmacologique ci-dessus du RA-PB3
murin évogue un récepteur agissant sur la lipolyse
(récepteur du type RA-f atypique impliqué dans le
contrdle des dépenses énergétiques des cellules adipeuses
de rongeur).

Pér exemple, l'effet agoniste puissant de
BRL 37344 sur le RA-B3 rappelle son efficacité pour la
stimulation de l'accumulation d'AMPc, de la lipolyse et
de la thermogénése chez les cellules de rat obése.

L'agoniste spécifique du RA-B3 CGP 121772 sti-
mule la lipolyse et l'activité adénylate cyclase.

La figure 11 représente une hybridation entre
la sonde A21 et 1'ARN total (30 Hg) de tissus de souris
ou de lignées cellulaires adipeuses 3T3-F442A (au -cur 7

la différentiation), aprés transfert d'ARN (technigue

2,
(D

de Northern).

Dans cette figure 11, WAT signifie tissu adi-
peux blanc ; BAT signifie tissu adipeux brun.

Les tailles des transcrits s'hybridant sont
indiqués en kb, sur la droite et la position des bandes
d'ARNr 28S et 18S est représentée sur le cdté gauche de
la figure.

4. Comparajson avec le RA-B3 humain :

a. Points communs

La comparaison des propriétés pharmacoclogigues
est illustrée au Tableau II ci-dessus.

L'antagoniste P-adrénergique marqué [l

se lie au RA-B3 murin et au RA-P3 humain avec une aZiinité
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similaire, qui est de l'ordre de 10 & 20 fois inférieure
4 celle obtenue avec les RA-Bl et RA-f2.
De la méme maniére, les antagonistes tels que
le propranolol, 1'ICI 118551 et le CGP 207122 sont des
inhibiteurs faibles de l'accumulation d‘'AMPc induite par

5
ltisoprotérénol.

Comme le récepteur humain, le RA-PB3 murin peut
atre activé par les antagonistes Pl et P2 : CGP 12177A,
oxprénolol et pindolol.

10 Ces deux types de récepteurs (murin et humain)

présentent une stéréosélectivité faible.

b. Différences

Dans les domaines transmembranaires, gqui sont
imn’-.aués dans la liaison au ligand, on note la présence

P "

e 17 substitutions entre les deux récepteurs.

- A

o2
n
[ON

De plus, les 30 résidus C-terminaux du B3 de

sour:s ne présentent pas d'homologie avec la gqueue C-

terminaie du récepteur B3 humain (figure 5). Le RA-(3

murin comprend un résidu tyrosine en position 360 de la

20 séguence en acides aminés, qui n'‘existe pas dans lea
séquence du RA-B2 humain (figure 5).

Les différences les plus marqguantes apparais-
cen- dans les Dboucles intracytoplasmiques prés des
régicns ~ransmembranalres, ou 3 résidus arginine
‘positions 61, 150 et 289 du RA-B3 murin) sont remplacés

Lo
[#)]

par un tryptophane, une cystéine et une autre cystéine,
respectivement dans le RA-B3 humain.
De telles différences pourraient &tre a

gine des modifications pharmacologiques telles que

l'ori

20 celis de la puilssance accrue de ltagoniste BRL 37344 chez
ila souris, gqui permet notamment, 1l'étude du métabolisme
du -issu adipeux ; en effet, le RA-B3 murin est, de

maniére inattendue, suffisamment proche du RA-B3 humain

pour une telle étude.

Ainsi que cela ressort de ce qui rrécede,

(2}
[8))]

Tiipventicrn ne se limite nullement & ceux de ses modes de
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mise en oeuvre, de réalisation et d'application qui vien-
nent d'étre décrits de facon plus explicite ; elle en
embrasse au contraire toutes les variantes guil peuvent
venir a l'esprit du technicien en la matiére, sans

5 s'écarter du cadre, ni de la portée, de la présente
invention.
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REVENDICATIONS
1°) Séquence d'acide nucléique, caractérisée
en ce qu'elle comprend le géene murin codant pour un pep-
tide ayant une activité de récepteur P3-adrénergique.
2°') Séquence selon la revendication 1, carac-
térisée en ce qu'elle comporte 1920 paires de bases et
comprend la séquence en nucléotides de formule I ci-

apres
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GATCTGTAATCCCAGCACTGGGGAGGTTGAGGCAGAAGGATCTGGAGGTCCAGACCAATC

TGGGCAACATATAGAAAGACTATCTCAAACAATAAGATACCTTAGGGAGAGCATCCAAGC
AGAAGAGGGGCTATCTTGGATGGTTTGGGTTGTTCGGTTTTGTTTTGGTTTGTTTCTGGA
TGGTTGCCTTCCTTGTTGGGTAAAGGATAGGGTGCGGGGGTTTCTCTTCTTTGCAGGGTT
GCCTCAGGTTCTGCCAGGAAGGAGCTGCTGAGCTCCAGGARACCGGTGCTGAGGGAGTGT
CAAGACAGGACGCCCCTCTCCACCCTCCAATTCCCACCAGAGGCCTCTCTTGTGACTATT
GGACGCTGTTCCTTTAAAAGCAGCCACTCCTCCCGGCAACTAGGGTGTACATGGGGGGTG
AGATGGAGGGAAGCTGACAGACTTACCCCAGCAATTAGGGAAGATGGCCCAGGCTGGAAG
AGTCGCTCCCAAGCCCTACTGTCCCCTTCCCTAAGCCAGCGGGTCTGGGGAGGAGGGGGA
ACCTTCCCACCCCAGGCGCCACACGAG7ATG GCT CCG TGG CCT CAC AGA AAC

5GC TCT CTG GCT TTG TGG TCG GAC GCC CCT ACC CTG GAC CCC AGT

GCA GCC AAC ACC AGT GGG TTG CCA GGA GTA CCA TGG GCA GCG GCA

76 GCT GGG GCA TTG CTG GCG CTG GCC ACG GTG GGA GGC AAC CTG

~m~ GTA ATC ATA GCC ATC GCC CGC ACG CCG AGA CTA CAG ACC ATA

CC AAC GTG TTC GTG ACT TCA CTG GCC GCA GCT GAC TTG GTA GIG

5GA CTC CTC GTA ATG CCA CCA GGG GCC ACA TTG GCG CTG ACT GGC

CAT TGG CCC TTG GGC GAA ACT GGT TGC GAA CTG TGG ACG TCA GIG

GAC GTG CTC TGT GTA ACT GCT AGC ATC GAG ACC TTG TGC GCC CTG

GCT GTG GAC CGC TAC CTA GCT GTC ACC AAC CCT TTG CGT TAC GGC

ACG CTG GTT ACC AAG CGC CGC GCC CGC GCG GCA GTT GTC CIG GIG

TGG ATC GTG TCC GCT GCC GTG TCC TTT GCG CCC ATC ATG AGC CAG

TGG TGG CGT GTA GGG GCA GAT GCC GAG GCA CAG GAA TGC CAC TCC

AAT CCG CGC TGC TGT TCC TTT GCC TCC AAC ATG CCC TAT GCG CTG

CTC TCC TCC TCC GIC TCC TTC TAC CTT CCC CTC CTT GTIG ATG CTC

TPC GTC TAT GCT CGA GTG TTC GTT GTG GCT AAG CGC CAAR CGG CAT

TTG CTG CGC CGG GAA CTG GGC CGC TTC TCG CCC GAG GAG TCT CCG

CCG TCT CCG TCG CGC TCT CCG TCC CCT GCC ACA GGC GGG ACA CCC

GCG GCA CCG GAT GGA GTIG CCC CCC TGC GGC CGG CGG CCT GCG CGC

CTC CTG CCA CTC CGG GAA CAC CGC GCC CTG CGC ACC TTA GGT CIC

ATT ATG GGC ATC TTC TCT CTG TGC TGG CTG CCC TTC TTC CTG GCC

AAC GTG CTG CGC GCA CTC GCG GGG CCC TCT CTA GTT CCC AGC GGA

GTT TTC ATC GCC CTG AAC TGG CTG GGC TAT GCC AAC TCC GCC TTC

AAC CCG GTC ATC TAC TGC CGC AGC CCG GAC TTT CGC GAC GCC TTC

CGT CGT CTT CTG TGT AGC TAC GGT GGC CGT GGA CCG GAG GAG CCa

CGC GCA GTC ACC TTC CCA GCC AGC CCT GTT GAA GCC AGG CAG AGT

CCA CCG CTC AAC AGG TAG GGGACACGAGCGGGGGACCGGAGTCTCTGGGTGGGG
ACGTCTCTGTCTCTATTTTTGAGTTTGGAGATTGGGGGAGGGGAAGATGTAGATGGGGGT
GCGGTGTGTGTGTGGGTGGGGGGTGGCCTTTGTCTTGAGAGGACAGAAAAGAGGTAGGAA
CTAAAACGGGCCCTTTCTCTTCTTGGATCC (I)

FEUILLE DE REMPLACEMENT

60
120
180
240
300
360
420
480
540
591
636
681
726
771
816
861
906
951
996
1041
1086
1131
1176
1221
1266
1311
1356
1401
1446
1491
1536
1581
1626
1671
1716
1770
1830
1890
13920
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ainsi que les séquences dérivées de celle-ci et les frag-
ments de ladite séquence et des séquences dérivées.

3°') Séquence selon. la revendication 2, carac-
térisée en ce qu'elle comprend notamment les sites de
restriction uniques suivants
AlwN I, Sac I, Stu I, Dra I, Mse I, Bbe I, Nar I, Xcm I,
NCo I, BspM I, Afl III, Pvu I, Nhe I, BstE II, BspH I,
Bsm I, Nsp7524 I, NspH I, Xho I, Sac II, Eag I, Nae I,
PaeR7 I, EcoN I, Fsp I, Bbv II, Nru I, Drd I, BamH I.

4°) Fragment de la séqguence selon l'une quel-
conque des revendications 1 a 3, caractérisé en ce qu'il
est constitué d'un segﬁent de 1164 paires de Dbases
nucléotidiques, qui correspond aux nucléotides 56&-1731
de la séquencé de formule I.

5') Fragment de la séquence selon l'une quel-
conque des revendications 1 a 3, caractérisé en ce qu'il
est constitué d'un segment de 1360 paires de bases conte-
nant la région codante du géne B3 murin et une partie de
la région 2' non traduite.

€') Fragment de la séquence selon l'une quel-
congue des revendications 1 & 3, caractérisé en ce qu'i
est constitué d'un segment de 280 paires de bases nucléo-
tidiques, qui correspond aux nucléotides 1640-1920 de la
séquence de formule I.

7') Fragment de la séquence selon l'une quel-
conque des revendications 1 & 3, caractérisé en ce qu'il
est constitué d'un segment de 608 paires de bases nucléo-
tidiques, situé entre les régions transmembranaires TM3
et TM6 et qui correspond aux nucléotides 895-1503 de 1la
séquence de formule I.

8°) Fragment de la séquence selon l'une quel-
conque des revendications 1 a 3, caractérisé en ce qu'il
est constitué d'un segment de 297 paires de bases nucléo-
tidiques, allant du codon d'initiation de la traduction

jusqu'a la fin du domaine TM2 et quil correspcnd aux
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nucléotides 567-864 (région du gene codant pour la partie

amino-terminale du peptide) de la séquence de formule TI.
9°) Sondes nucléotidiques, caractérisées en ce

qu'elles s'hybrident avec les séquences nucléotidiques

selon l'une quelconque des revendications 1 & 8 mais ne

on

s'hybrident pas avec les génes codant pour les récepteurs
B1 et P2 adrénergiques, ni avec 1'ARN messager desdits
récepteurs Pl et P2 adrénergiques, et en ce qu‘elles sont
4ventuellement marquées a l'aide d'un marqueur tel gu'un
10 isotope radioactif, une enzyme appropriée ou toute autre
substance non radioactive appropriée.
10°) Sonde  selon la revendication 9,
~aractérisée en ce gue sa ségquence est homologue ou
complémentaire de celle d'un segment d'au moins 1J paires
-2 de bases de la séquence I.
11°) Sonde selon la revendication § ou la.
revendication 10, caractérisée en ce qu'elle comprend un
fragment selon l'une quelcongue des revendications 1 a 8.
12*) Peptide et/ou fragment de celui-ci,

~aractérisé en ce qu'il est codé par une séquence nucléo-

[3%]
o

ridigue selon l'une guelcongue des revendications 1 a 5,
et en ce gqu'il présente une activité de récepteur P3-
ergigue, & savoir que, lorsque le £fragment est
3 la surface -d'une cellule, il est capable de par-
2% «iciper & ltactivation de 1'adénylate cyclase en présence
d'un des agonistes suivants : BRL 28410, BRL 37344,
cep 121772 et (l)-isoprotérénol ; soit il est susceptible
d'étre reconnu par des anticorps qui ne reconnaissent ni
le récepteur adrénergique PBl, ni le récepteur adréner-
gigque P2 ; soit il est susceptible de générer des anti-

(98]
<D

corps Qqui ne reconnaissent ni le récepteur Pl, ni le
récepteur P2.

13°) Peptide selon la revendication 1z, carac-
rérisé en ce qu'il comprend 388 amino-acides et présente

ia séquence en amino-acides de formule II suivante

a)
n
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Met-Ala-Pro-Trp-Pro-His-Arg-Asn-Gly-Ser-Leu-Ala-Leu-Trp-
Ser-Asp-Ala-Pro-Thr-Leu-Asp-Pro-Ser-Ala-Ala-Asn-Thr-Ser-
Gly-Leu-Pro-Gly-Val-Pro-Trp-Ala-Ala-Ala-Leu-Ala-Gly-Ala-
Leu-Leu-Ala-Leu-Ala-Thr-Val-Gly-Gly-Asn-Leu-Leu-Val-Ile-

5 TIle-Ala-Ile-Ala-Arg-Thr-Pro-Arg-Leu-Gln-Thr-Ile-Thr-Asn-
Val-Phe-Val-Thr-Ser-Leu-Ala-Ala-Ala-Asp-Leu-Val-Val-Gly-
Leu-Leu-Val-Met-Pro-Pro-Gly-Ala-Thr-Leu-Ala-Leu-Thr-Gly-
His-Trp-Pro-Leu-Gly-Glu-Thr-Gly-Cys-Glu-Leu-Trp-Thr-Ser-
Val-Asp-Val-Leu-Cys-Val-Thr-Ala-Ser-Ile-Glu-Thr-Leu-Cys-

10 Ala-Leu-Ala-Val-Asp-Arg-Tyr-Leu-Ala-Val-Thr-Asn-Pro-Leu-
Arg-Tyr-Gly-Thr-Leu-Val-Thr-Lys-Arg-Arg-Ala-Arg-Ala-Ala-
Val-Val-Leu-Val-Trp-Ile-Val-Ser-Ala-Ala-Val-Ser-Phe-Ala-
Pro-Ile-Met-Ser-Gln-Trp-Trp-Arg-Val-Gly-Ala-Asp-Ala-Glu-
Ala-Gln-Glu-Cys-His-Ser-Asn-Pro-Arg-Cys-Cys-Ser-Phe-2la-

15 Ser-Asn-Met-Pro-Tyr-Ala-Leu-Leu-Ser-Ser-Ser-Val-Ser-Phe-
Tyr-Leu-Pro-Leu-Leu-Val-Met-Leu-Phe-Val-Tyr-Ala-Arg-Val-
Phe-Val-Val-Ala-Lys-Arg-Gln-Arg-His-Leu-Leu-Arg-Arg-Glu-
Leu-GLy-Arg-Phe-Ser-Pro-Glu-Glu-Ser-Pro-Pro-Ser-Pro-Ser-
Arg-Ser-Pro-Ser-Pro-Ala-Thr-Gly-Gly-Thr-Pro-Ala-Ala-Pro-

20 Asp-Gly-Val-Pro-Pro-Cys-Gly-Arg-Arg-Pro-Ala-Arg-Leu-Leu-
Pro-Leu-Arg-Glu-His-Arg-Ala-Leu-Arg-Thr-Leu-Gly-Leu-~-Ile-
Met-Gly-Ile-Phe-Ser-Leu-Cys-Trp-Leu-Pro-Phe-Phe-Leu-Ala-
Asn-Val-Leu-Arg-Ala-Leu-Ala-Gly-Pro-Ser-Leu-Val-Pro-Ser-
Gly-val-Phe-Ile-Ala-~-Leu-Asn-Trp-Leu-Gly-Tyr-Ala-Asn-Ser-

25 Ala-Phe-Asn-Pro-Val-Ile-Tyr-Cys-Arg-Ser-Pro-Asp-Phe-Arg-
ASp—Ala-Phe—Arg-Arg-Leu-Leu-Cys—Ser-Tyr—Gly—Gly—Arg—Gly-
Pro-Glu-Glu-Pro-Arg-Ala-Val-Thr-Phe-Pro-Ala-Ser-Pro-Val-
Glu-Ala-Arg-Gln-Ser-Pro-Pro-Leu-Asn-Arg (II),
lequel peptide présente 82 % d'homologie avec le peptide

30 B3 humain.

14°) Fragment du peptide selon la revendica-
tion 13, caractérisé en ce qu'il comprend un fragmen: de
25 amino-acides, correspondant & la région transmembra-

naire T™MI de la séquence de formule II.

(88
w

15°) Fragment du peptide selon la revendica-

tion 13, caractérisé en ce qgu'il comprend un fragment de
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30 aminoacides, correspondant au fragment COOH terminal
de la séquence de formule II.

16°) Vecteur recombinant de clonage et/ou
d'expression, caractérisé en ce qu'il comprend une
séqguence nucléotidique selon 1'une quelcongue des reven-
dications 1 a 8.

17*) Vecteur selon la revendication 16, carac-
térisé en ce qu'il est constitué par un vecteur recombi-
nant approprié comprenant en particulier une origine de
réplication dans un microorganisme héte approprié, notam-
ment une bactérie ou une cellule eucaryote, au moins un
géne dont l'expression permet la sélection soit des bac-
réries, soit des cellules eucaryotes ayant Trecu ledit
vecteur, une séquence régulatrice appropriée, notamment
un promoteur permettant 1l'expression des génes dans
lesdites bactéries ou cellules eucarYotes, et dans lequel
est insérée une séquence nucléotidique ou un fragment de
séquence selon 1l'une quelconque des revendications 1 & 8,
lequel vecteur est un vecteur d'expression d'un peptide,
d'un fragment de peptide ou d'une combinaison de f£frag-
ments de peptides ayant une activité de récepteur P3-adr-
égergiqu, nurin..

: 18} Vecteur selon la revendication 17, carac-

érisé en ce qu'il est constitué successivement d'une

T

origine de réplication approprié, d'un géne de résistance
4 l'ampicilline, du promoteur viral SV40 d'une séqﬁence
nucléoctidigque selon l'une quelcongue des revendications 1
3 5 codant pour un peptide ayant une activité de récep-
teur P3-adrénergique murin, d'un site de polyadénylation
dérivé du virus de l'hépatite B (HBsAg) et du géne codant
pour la dihydrofolate réductase (DHFR), enzyme qui permet
ia survie des cellules dans un milieu dépourvu en gly-
cine, hypoxanthine et thymidine.

19°') Vecteur selon la revendication 138, carac-

ricé en ce qu'il a été déposé sous le n° I-1026 en date

(D

-
-
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du 14 janvier 1991 auprées de la Collection Nationale de
cultures de Microorganismes tenue par 1'INSTITUT PASTEUR.

20') Cellule hdéte appropriée, obtenue par
rransformation génétique, caractérisée en ce qu'elle est
transformée par un vecteur d'expression selon 1l'une quel-
conque des revendications 16 a 19.

21') Cellule héte selon la revendication 20,
caractérisée en ce qu'elle est notamment constituée par
les cellules de la lignée CHO (Chinese Hamster ovary) .

22') Processus d'expression d'un peptide selon
1'une quelconque des revendications 12 & 15, caractérisé
en ce que la cellule héte, résultant de la transformation

par un vecteur contenant une séquence nucléotidigue ou un

“fragment de celle-ci, codant pour un peptide d'origine

murine ayant une activité de récepteur B3-adrénergique ou
un fragment de celui-ci, est cultivée de maniére a pro-
duire et & transporter ledit peptide exprimé vers la mem-
brane, de telle sorte que les séquences transmembranaires
dudit récepteur P3 soient exposées & la surface de la
membrane de 1'héte cellulaire transformé.

23°) Modéle d'étude des récepteurs P3-adréner-
giques, caractérisé en ce qu'il est constitué par des
cellules hbétes selon l'une quelconque des revendications
20 et 21, c'est-a-dire exprimant un récepteur B3-adréner-
gique murin & la surface de leur membrane.

24°) Procédé de détection de la capacité d'une
substance & se comporter comme ligand vis-a-vis d'un pep-
tide selon l'une guelcongue des revendications 12 & 15,
lequel procédé comprend

- la mise en contact de ladite substance avec
une cellule hdéte préalablement transformée par un vecteur
d'expression selon l'une quelconque des revendications 16
a 19, laquelle cellule hdte exprime ledit peptide murin
(RAB3 murin), le cas échéant aprés induction physique ou
chimique appropriée, et laquelle mise en contact est rea-

1isée dans des conditions permettant la formation d'une
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liaison entre l'un au meins des sites spécifigues et
iadite substance s'il y a lieu et

- la détection de la formation éventuelle d'un
complexe du type ligand-peptide.

25°) Méthode de production de souris trans-
génigques surexprimant le récepteur B3-adrénergique,
laquelle méthode comprend 1'introduction de plusieurs
copies d'un segment comprenant au moins la séquence de
formule I selon la revendication 2 associée a un promo-
teur convenable, dans les cellules d'un embryon de sou-
ris & un stade précoce.

26°) Méthode de production selon la revendica-
~ion 25, caractérisée en ce que le promoteur est le pro-
moteur du géne RA-Muf3, notamment de fagon & respecter sa
répartition tissulaire d'origine.

27°) Méthode de production selon la revendica-
tion 25, caractérisée en ce que le promoteur est un pro-
moteur d'un géne exprimé spécifiquement dans un tissu,
notamment le promoteur de l'actine musculaire.

28°") Souris transgéniques, caractérisées en ce
qu'elles sont obtenues par la méthode de production selon
les revendications 25 a 27.

29°) Méthode de production de souris recombi-
nantes, n'exprimant plus le récepteur p>-adrénergique,
caractérisée en ce gue :

- 1l'on réalise, dans la séquence de formule I,
selon la revendication 2, une mutation convenaktlie qui
inhibe 1l'expression du géne codant pour le récepteur B3-
adrénergique murin ;

-~ 1l'on introduit ladite séquence I modifiée
dans un segment de 1'ADN génomique de souris, associé a
un marqueur approprié, de maniere a obtenir une séguence
marquée M, contenant la séquence de formule I modifiée ;

- l1'on intégre ladite séquence M, 1In vitro,
dans les cellules souches de lignées germinales d'embryon

de souris ; puis
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- l'on réinjecte lesdites cellules souches a
une souris ; et aprés recombinaison homologue,
- l'on obtient & la génération F2 des souris
recombinées homozygotes, reconnaissables a la présence du
5 margueur.
30°) Méthode selon la revendication 29, carac-
térisée en ce que ledit segment d'ADN génomique de souris
comprend au plus 14 Kbases.
31°) Méthode selon la revendication 30, carac-
10 térisée en ce que lorsque ledit fragment est de 14
Kbases, 11 comprend notamment les sites de restriction
suivants : 3 sites SphI,.Z sites BamHI, 2 sites HindIII,
4 sites XbaI, 4 sites SacI, 1 site KpnI, 1 site SmaI, 2
sites BglII, 5 sites PvulI, 1 site PstIl et 1 site EcoRI.

[
wm

32°) Méthode selon l'une quelcongue des reven-
dications 29 & 31, caractérisée en ce gue la séquence de
formule I mutée est comprise entre un site BglII et un
site BamHI du segment d'ADN génomique de souris.
33°) Souris recombinantes, caractérisées en ce
20 qu'elles sont obtenues par la méthode de production de
souris recombinantes selon l'une quelcongue des revendi-
cations 29 a 32. )
34°) Procédé pour l'étude de l'affinité d'un
peptide selon 1'une quelcongue des revendications 12 a 15
25 pour un ou plusieurs ligands déterminés, lequel procédé
comprend
- la transformation d'une cellule héte appro-
priée par un vecteur d'expression selon 1l'une guelcongue
des revendications 16 & 19 ;
30 - la culture de la cellule hbéte transformée,
dans des conditions permettant 1'expression du récepteur
B3 codée par la séqguence nucléotidique, et le transfert
du récepteur [B3 exprimé vers la membrane de ladite

cellule, de sorte que les séquences transmembranaires du

[F8]
(92

récepteur B3 soient exposées a la surface de la cellule
héte transformée ;
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- la mise en contact de ladite cellule avec
les 1ligands déterminés ; et

- la détection d'une réaction affine entre
1adite cellule transformée et lesdits ligands déterminés.

35°) Kit ou trousse de détection de lraffinité
éventuelle d'un ligand pour un peptide selon l'une quel-
congue des revendications 12 a 15, lequel kit comprend :

- une culture de cellules hbtes transformées
par un vecteur d'expression selon l'une quelcongue des
revendications 16 a 19 ;

- des moyens physiques ou chimigues pour in-
duire 1'expression d'un peptide (récepteur B3 murin ou un
fragment de celui-ci) codé par une séguence nuciéotidigue
selcrn 1'une guelcongue des revendications 1 a 5, contenue
dans un vecteur dont le promoteur est inductible ;

- un ou plusieurs ligands témoins ayant des

ités déterminées pour ledit peptide ; et

$a
w1

- des moyens physiques ou chimiques pour la

caractérisation de l'activité biologique du peptide ex-

15') Anticorps dirigés de fagon spécifique

es peptides selon 1l'une quelconques 12 a 15,

(P
O
81
(t
s
(D
[$9
8]
QA

~ara~térisés en ce gu'ils ne reconnaissent ni le récep-

37°) Anticorps selon la revendication 36,
caractérisé en ce qu'ils sont des anticorps polyclcnaux.
. 38"} Anticorps selon la revendication 36,

aractérisé en ce qu'ils sont des anticorps monoclonaux.

O
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1383 Eag|
1355 Sacll
800 Pvu il 1232 Xho |
776 At 1160 NspH |
374 Mse | 722 BspM | 1160 Nsp7524 |
373 Dral 667 Ncol 1120 Bsm i 1631 Bov il
341 Sl 658 Xem t 1076 BspH | 1430 Fspl
270 Saci 555 Narl, ~ 1002 BstE i 1336 EcoN | 1770 Drd |
245 AwN | 555 Bbel 925 Nhe i 1232 PasR71! 1614 Nru | 1915 BamH |
S | ng ot | 111 1l 1 ! |
| ]
gene =3 murin 1920 paires de Sites unigues
bases
FIGURE 2
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ATGGCTCCGTGGCCTTAC- AGAAACGGCTC”CT CTTTGTGG CGGACGCCCCTACCCTGGACCCCAGT

-------
------------------

ATGGCTCCGTGGCC”CACGAGAA-CAGCTCTCT GwCCCATGGCCGQACCT”CCCACCCTGGCGCCCAAT
640 650 660 670 680 690 700

80 90 100 110 120 130
GCAGCCAACACCAGTGGGTTGCCAGGAGTACCATGGGCAGCGGCATTGGCTGGGGCA-T--TG -C~--TGG

----------- e e e e e ) HE * e e 0y . [ H ll.
------------------------------- .

AuCGCCAACACCAGTGGGCTGCCAGGGGT"CCGTuGGAGGCGGCCCTAGCCGGGGCCCTGCTGGCGCTGG
710 720 730 740 750 760 770

140 150 160 170 180 190 200
CG---CTGGCCACGGTGGGAGGCAACCTGCTGGTAATCATAGCCATCGCCCGCACGCCGAGACTACAGAC

------------------------------------------
---------------------------------

CGGTGCTGGCCACCGTGGGAGGCAACCTGCTGGTCATCGTGGCCATCGCCTGGACTCCGAGACTCCAGAC

780 790 800 810 820 830 840
210 220 230 240 250 260 270
~ATAACCAACGTSTTCGTGACTTCACTGGCCGCAGLTS CTTGGTAuTGGGACTC"TCuTAATGCCACCA
VATGAC”AnCGTGTTCGTGACTTC CCGCAGCCGACCTGGTGATGGGACTCCTGGTGGTGCCGCCG

850 860 870 880 890 900 910
280 290 300 310 320 330 340

uGGGCCACATTCG GCT ACTGGCCATTGGCCC””GGGCGAAACTGGTTGCGAACTGTGuACGTCAGTGG

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

nﬁﬁnnhuﬁpmmnnn n ﬁAﬁ
JeWwOvviive a « IO vl

GGC <
520 330 940 950 960 970 980
350 360 370 380 390 400 410
ACGTGC“C”G”GTAACTG AGCATCGAGAC ””GTGCGCCC“GGCTGTGGACCGCTACCTAGCTGTCAC

--------------------
------------------------------------------------

ACGTGCTIGT GTGACCG AGCATCGAAACCC”GTGCGCu TGGCCGTGGACCGCTACCTGGCTGTGAC

990 1”00 101¢C 102¢C 1030 1040 1050
420 430 440 450 460 470 480
CAACCCTTTGCGTTACGECAC CTSGT:AvCAﬂGCGCyGCG:::GCGCGQCAGT CCTGGTGTGGATC
"AACCCGC“GVGTTACGGCGCACTGGTCACCAAGCGCTGCGCCCGGACAGCTGTGGTCCT TGTGGGTC

1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
490 500 510 520 530 540 550
GTGTCCG TGCCG”GTCC“TTGCGCCCATCATGAuCCAGTGGTwGCGTGTAGGGGCAGATGCCGAGGCAC
GTGTvGGCCGCGGTu‘CGTTTGCG CATuAuCCAGTGuTGGCGCGTAGGGGCCGACGCCGAGGCGC

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190
560 570 580 590 600 610 62¢

AGGAATGCCACTCCAATCCGCGCTGCTGTTCCTTTGCCTCCAACATGCCCTATGCGCTGCTCTCCT”CT‘
AGCGCTGCCACTCCAACCCGCGCTGCTGTGCCTTCGCCTCCAACATGCCCTACGT”CTGCTGTCCTCCTC
1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260

630 640 650 660 670 680 690
CGTCTCCTTCTACC”TCCCCsCCTTG”GATGC”C TTCGICTAT GCTCGAGTGTTCGTTG”GGCTAAGCGC

-------------- L] .. 'EEEEEEEE R . . R (R
------------- R o-.tao-.nv.o--.-. HE SR . PR . .

CGTCTCCTTCTACCTTCCTCTTCTCGTGATGCT”TTCGTC”ACGCGCGGGTTTTCGTGGTGGCTACGCGC
1270 1280 1290 1300 1310 ~1320 1330

FIGURE 3
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700 710 720 730 740 750 760
VAACGGCATTTGCTGCGC GGGAACTGGGCCGCTTCTCGCCCGAGGAGTCTCCuCCGTCTCCG“CGCGCT

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

uAGCTGCGbTTGCTGCGCuGuGAGCTuGGCCGCTTTCCGCCCuAGGAGTCTCCGCCGGCGCCGTCGCGCT
1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400

770 780 790 800 810 820 830
CTCCGTCCCCTGCCACAGGCGGGACACCCGCGGCACCGGATGGAGTGCCCCCCTGCGGCCGGCGGCCTGC

...........................
---------------------

uTCTGGCC»CGGCCCCGGTGGGGA&GTGCGCTCCGCCCGAAGGGGTGCCCGCCTGCGGCCGGCGGCCCGC
1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470

840 850 860 « 870 880 890 900

GCGCCT CTGCvACTCCuGGAACACCGCGCCCmGCGCACCTTAGGTCTCATTATGGGCATCTTCTCTCTG ,

------------------------------------------------
......................................................

SCGCCTCCTGCCTCTCCG GGAACACCGGuCCCTGTGCACCTTGGG”CTCATCATGquACCTTCACTCTC
~480 1480 - 1500 1810 1520 1530 1540

910 920 930 940 950 960 970
TGCTGGCTGCCCTTCTTCCTIGEE AACGTuCTGCGCGCACTCGCGGGGCCCTCTCTAGTTCCCAGCGGAG

---------------------------------------------- HE
............................................

TGCTGGTTGCCCTTCTTTCTGGCCAACGTGCTGCGCGE CTuGGGGGCCCCTCTC“AGTCCCGGGCCCGG
=550 1560 1570 1580 1590 1600 1610

980 890 1000 1010 1020 1030 1040
TTTTCATCGCCCTGAACTGGCTGGGCTATGCCAACTCCGCCT”CAACCCGGTCATC”ACTGCCGCAGCCC

-------------------------------------------- 19t
--------------------------------------------------

C“TTCC“TGCCCTGAACTGGC“AGGTTATGCCAATTCTGCCTTCAACCCGCTCATC”ACTGCCGCAGCCC
1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680

1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110
GGACTTTCGCGACGCCTTCCGTCGTETTCTG GTAGCTACGGTuGCCGTGGAC GGAGGAGCCACGCGCA

------------------------------------
------------------------------------ MR
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