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PROTEINE HOMOLOGUE DE L'ANGIOGENINE HUMAINE

La présente invention est relative a une nouvelle
protéine d'environ 17 KD, 3 action angiogénique, a son procé-
3é d'isolement a partir de lait de mammiféres, a des composi-
tions thérapeutiques la contenant, 4 un procédé de détection
et/ou de dosage, ainsi qu'a des réactifs immunologiques de
détection et/ou de dosage des angiogénines de mammiféeres, de

jeurs homologues et de leurs fragments.
A la suite du travail de pionnier de J. FOLKMAN

(cf. J. Exp. Med., 133, 275 (1971)), qui a démontré gue la
croissance d'une tumeur requiert une alimentation sanguine
importante, celle-ci étant réalisée par la croissance conti=
nue de nouveaux vaisseaux sanguins ; il a suggéré gque cette
croissance résulte de la présence d'une substance diffusible
qu'il a dénommée "Tumor angiogenesis factor" (TAF), plusieurs
protéines qui stimulent 1'angiogéneése ont été isolées
(FOLKMAN et al., Science, (1987), 235, 442). Parmi ces subs-
tances, l'angiogénine, protéine d'origine humaine, a été pu-
rifide par 1'Equipe de VALLEE, de méme gue le clonage de son
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géne. En 1985, FETT J.W. et al.,(Biochem, (1985), 24,
5480-5486) ont isolé 1l'angiogénine humaine & partir de
cellules intestinales humaines cancéreuses en culture. Les
cellules intestinales HT 29 sécrétent 1'angiogénine humaine
dans le milieu de culture. A partir de ces milieux de culture
ne renfermant pas de sérum, 0,5 pg/litre d'angiogénine
humaine a été isolée. L'équipe de VALLEE a déterminé 1la
concentration en angiogénine tout d'abord par la mé;hode de
Bradford (Anal. Biochem., 1975, 72, 248-254 méthode par
fixation de colorant, en utilisant la SAB comme standard),
puis par la méthode décrite dans Biochenm, 1986, 25, 3527,
3732, par SHAPIRO et Al.. La séquence en amino-acides a été
également précisée par STRYDOM et Al. (BIOCHEMISTRY (1985),
24, p. 5486-5494).

L'angiogénine humaine est une protéine dont 1la
masse moléculaire est de 14 400 D,

L'angiogénine isolée de cellules tumorales humaines
comprend une seule chaine protéinique comprenant 123 amino-.
acides et dont la séquence est la suivante :

Gln-Asp-Asn-Ser-Arg-Tyr-Thr-His-Phe-Leu~-Thr-Gln-
His-Thr-Asp15-Ala-Lys-Pro-Gln-Gly-Arg-Asp-Asp-Arg-
Tyr-Cys-Glu-Ser=Ile-Met3O-Arg-Arg-Arg—Gly-Leu—Thr—
Ser-Pro-Cys-Lys-Arg-Ile-Asn-Thr-Phe45-Ile-His-Gly~-
Asn-Lys-Arg-Ser-Ile-Lys-Ala-Ile-Cys-Glu-Asn-Lys®0-
Asn-Gly-Asn-Pro-His-Arg—Glu-Asn-Leu-Arg-Ile—Ser-Lys
Ser—Ser75-Phe-Gln—Val-Thr-Thr-Cys-Lys-Leu—His-Gly-
Gly-Ser-Pro-Trp-Pr090-Pro-Cys-Gln-Tyr-Arg-Ala-Thr-
Ala-Gly-Phe-Arg-Asn—Val-Val—Val105-Ala-Cys-Glu—Asn~
Gly-Leu-Pro-Val-His-Leu-Asp-Gln-Ser-Ile-Phe 120-prg-
Arg-Pro!23-0g
L'amino-acide C-terminal est la proline ; trois
ponts disulfure lient les cystéines 26-81, 39-92 et 57-107.
La séquence de l'angiogénine humaine est homologue

N

a 35% de celle de la ribonucléase humaine pancréatique, en
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particulier en ce qui concerne les amino-acides essentiels &
l'activité ribonucléolytique (cf. BIOCHEMISTRY, (1985), 24,
5494-5499. KURACHI et Al.). L'activité de 1l'angiogénine
humaine est importante, puisque 50 ng, soit 3,5 picomoles,
sont capables d'entralner une vascularisation de la cornée de
lapin et 35 fentomoles sont <capables d'induire 1la
vascularisation de l'embryon de poulet.

I1 est connu de préparer 1l'angiogénine humaine
parclonage. Le clonage du géne codant pour 1l'angiogénine
humaine permet de préparer des gquantités satisfaisantes par
l'intermédiaire de systémes d'expression adéquats. Néanmoins,
de telles méthodes sont coliteuses.

Il s'est avéré nécessaire de rechercher un composé
qui présenterait des propriétés similaires & celles de
l'angiogénine humaine et dont le procédé d'obtention serait
plus simple et moins colteux.

La présente invention s'est en conséguence donné
pour but de pourvoir a une nouvelle protéine présentant des
propriétés similaires & celles de l'angiogénine humaine, ob-
tenue par des moyens peu coliteux et faciles & mettre en oeu-
vre, permettant des rendements quantitatifs élevés,

C'est aussi un but de 1l'invention de pourvoir a un
nouveau procédé d'obtention de ladite protéine, ne présentant
pas les inconvénients des procédés de 1l'Art antérieur ; en
effet, ce nouveau procédé permet d'obtenir d'importantes
quantités de la protéine en question & un colit trés bas, ce
qui, dans le cadre de la fabrication industrielle de composi-
tions pharmaceutiques contenant cette protéine, présente des

avantages importants.
C'est encore un but de l'invention de pourvoir

des compositions pharmaceutiques contenant ladite protéine.
C'est également un but de l'invention de pourvoir &

un agent de détection et de dosage des angiogénines de mammi-

féres, de leurs homologues, de 1leurs fragments, dans des

e

fluides biologiques.
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C'est en outre un but de l'invention de pourvoir &
un kit de détection et de dosage des protéines susdites dans
lesdits fluides.

La présente invention a pour objet une protéine,
caractérisée en ce qu'elle présente une séquence qui
comportel25 amino-acides, et répond & la formule I ci-aprds :

(1) Alal-Gln-Asp-Asp-Tyr5-Arg-Tyr-Ile-His-Phe 10~

Leu-Thr-Gln-His-Tyr15-asp-Ala-Lys~Pro-Lys20-

Gly-Arg-Asn-Asp-Glu23-Tyr-Cys-Phe-Asn-Met30-

Met-Lys-Asn-Arg-Arg35-Leu-Thr-Arg-Pro-Cys40

Lys-Arg-Arg-Asn-Thr45-Phe-Ile-His-Gly-asn50

Lys-Asn-Arg-Ile-Lys33-Ala-Ile-Cys-Glu-asp60-

Arg-Asn-Gly-Gln-Pr065—Tyr—Arg—Gly-Asp-Leu70-

Arg-Ile-Ser-Lys-Ser73-Glu~-Phe~-Gln-Ile-Thr80-

Ile-Cys-Lys—His-Ly535-Gly-Gly-Ser-Ser-Arg90—

Pro-Pro-Cys-Arg—Tyr95-Gly—Ala—Thr-Glu-Asp100-

Ser-Arg-Val-Ile-Val105-Val-Gly-Cys-Glu-Asn110

Gly—Leu-Pro--Val-His115-Phe-Asp-Glu-Ser-Phe120;

Ile—Thr-Pro=Arg—His’ZS'OH,

en ce gue 81 amino-acides de sa séquence sont communs avec
l'angiogénine humaine, et en ce que son poids moléculaire est
d'environ 17 KD. '

La masse moléculaire a été évaluée en comparant la
vitesse de migration électrophorétique de ladite protéine bo-

~vine a celle des témoins suivants : la myoglobine (P.M.

17 200), la myoglobine 1 + 2 (P.M. : 14 600), la myoglobine A
(P.M. : 8 240), la myoglobine 2 (P.M. : 6 380), la myoglobine
3 (P.M. : 2 560) (Pharmacia).

Dans la composition de ladite protéine 17 KD, dé-

terminée aprés hydrolyse acide totale, les amino-acides sui-
vants sont présents dans les proportions ci-aprés :
Phé : 6, Leu : 4, Ile : 9, Met : 2, Val : 4, Pro : 7,
Ser : 6, Thr : 6, Ala : 4, Tyr : 6, His : 6, Glu(Gln) : 10,
Asp(Asn) : 16, Lys : 9, Arg : 15, Gly : 9, Cys : 6.
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Conformément & l'invention, ladite protéine est
obtenue par extraction de lait de mammiféres, notamment de
vache ou par clonage ou par voie de synthese.

La présente invention a également pour objet des
peptides qui constituent des fragments de la protéine 17KD
conforme & l'invention, elle couvre en particulier :

- un peptide gqui présente la séquence suivante en
amino-acides :

Glu-aspb0-Arg-Asn-Gly-Gln-Prob35-Tyr-arg-Gly-asp-

Leu70-arg-Ile-Ser
dont 9 restes sur 15 s'alignent sur la séquence 58-72 de
1'angiogénine humaine.

- un peptide qui présente la séquence suivante en
amino-acides :

Phe—Asp—Glu-Ser—Phe120—Ile—Thr-Pro—Arg-His125
et qui correspond au fragment C terminal de la protéine 17 KD

- un peptide présentant la séquence suivante en
amino-acides : ' '

Glu-Asn110—Gly-Leu-Pro-Val-His115-Phe
qui s'aligne sur la séquence 108-115 de 1l'angiogénine
humaine, dans laquelle ségquence 7 restes sur 8 sont

identiques ;
- un peptide présentant la séguence en amino-

acides suivante :

Ile-Val‘05-Val—Gly-Cys-Glu
dont 4 restes sur 6 s'alignent sur la séquence 103-108 de
l'angiogénine humaine ;

- un peptide présentant la séquence suivante en
amino-acides:

Arg-Tyr-Ile-His-Phe!0-Leu-Thr-Gln-His-Tyr13-Asp-Ala-Lys

dont 11 restes sur 13 s'alignent sur la ségquence 5-17 de
l'angiogénine humaine ;

- un peptide présentant la séquence suivante en

amino-acides :
Asn-Thr45-Phe-Ile-His-Gly-AsnSO-Lys,
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qui se distingde par une homologie totale avec la séquence
43-50 de l'angiogénine humaine.

- un peptide qui ©présente la séguence en
amino-acides suivante :

Ile-Lys35-Ala-Ile-Cys-Glu,
qui se distingue également par une homologie totale avec la
séquence 53-58 de l'angiogénine humaine.

- un peptide qui présente la séquence suivante en
amino-acides :

Leu’0-Arg-Ile-Ser-Lys-Ser75-Glu-Phe-Gln
dont 8 restes sur 10 .s'alignent sur la séquence 69-77 de

=

l'angiogénine humaine.

- un peptide qui présente la séguence suivante en
amino-acides : '

Ar957-Gly-Asp,
ledit peptide étant reconnu par un récepteur des cellules
endothéliales.

La présente invention a également pour objet un
procédé d'obtention de ladite protéine conforme &
l'invention, caractérisé en ce gque ladite protéine est
extraite de lait de mammifére, notamment de vache.

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du
procédé conforme & 1l'invention, 1l'extraction de ladite
protéine est réalisée par chromatographie par échange de
cations, suivie d'une élution par un éluant approprié.

Selon une disposition avantageuse de ce mode de
mise en oeuvre, l'éluant est un sel alcalin d'un acide orga-
nique faible, notamment de l'acétate de sodium.

Selon une autre disposition avantageuse, la frac-
tion éluée est soumise 3 une deuxiéme chromatographie par
échange de cations.

La protéine ainsi isolée est purifide par chroma-
tographie sur une colonne de gel-filtration.

La protéine ainsi purifide est obtenue avec un ren-
dement de l'ordre de 0,5 mg/litre de lait.
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En variante & ce mode de mise en oeuvre,
préalablement a l'extraction, le lait d'origine bovine est
soumis a une délipidation.

Selon une disposition avantageuse, la délipidation
est réalisée par centrifugation.

Selon une modalité avantageuse de cette
disposition, la centrifugation est réalisée & 4000 g pendant
30 mn et & une température de 4°C.

La présente invention a encore pour objet une
composition thérapeutique qui comprend comme composé actif,
la protéine 17 KD et/ou des fragments ou des homologues de
celle-ci, notamment pour le traitement de troubles requérant
l'inhibition ou l'augmentation de la croissance des vaisseaux
sanguins.

Les compositions thérapeutiques conformes & 1l'in-
vention peuvent é&tre utilisées dans toutes les pathologies
dans lesquelles existe un probléme de vascularisation, et no-
tamment plaies, escarres, ulceres, greffes, insuffisances
circulatoires. Elles peuvent é&tre également utilisdes en
cosmétologie (peau, cuir chevelu). Elles peuvent aussi 8&tre
utilisées dans le domaine vétérinaire, notamment dans le
diagnostic de mammites et la sélection de vaches lactantes.

La présente invention a également pour objet un
réactif immunologique de détection ou de dosage des angiogé-
nines de mammiféres, caractérisé en ce qu'il est choisi dans
le groupe qui comprend des anticorps anti-protéine 17 KD, des
anticorps anti-peptide, notamment des anticorps contre 1l'un
des peptides définis ci-dessus, lesquels anticorps étant uti-
lisés seuls ou en mélange.

La présente invention a également pour objet un
procédé de détection et de dosage des angiogénines de mammi-
feres dans des fluides biologiques, caractérisé en ce que
l'on fait réagir, dans des conditions approprides, un anti-
corps anti-angiogénine, notamment un anticorps anti-protéine
17 KD ou un anticorps anti-peptide, conformes & 1l'invention
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avec un fluide biologique supposé contenir ladite

angiogénine, la lecture de la réaction étant effectude par un

moyen approprié, tel gue notamment RIA, ELISA,

Immunofluorescence.

' La présente invention a en outre pour objet un kit
de détection et/ou de dosage, dans des fluides biologiques,
d'angiogénine de mammiféres et notamment de l'angiogénine
humaine, caractérisé en ce gu'il comprend :

- une quantité appropride, éventuellement subdivisée en doses
unitaires, d'anticorps anti-angiogénine, en particulier
d'anticorps anti-protéine 17 KD ou d'anticorps anti-pep-
tide, notamment d'anticorps contre 1'un des peptides dé-
finis ci-dessus ;

- éventuellement une quantité appropriée de tampons, dilu-
ants, réactifs, nécessaires i la mise en oeuvre de ladite
détection et/ou dosage.

Qutre les dispositions qui précédent, l'invention
comprend encore d'autres dispositions, qui ressortiront de la
description qui va suivre, qui se référe 3 un exemple de pré-
paration de la protéine selon l'invention, ainsi gqu'a un
compte-rendu d'expérimentations effectudes :

- pour démontrer l'homologie angiogénine humaine/
protéine 17 KD d'origine bovine, selon l'inven-
tion ;

- pour démontrer l'homologie avec la ribonucléase ;

- pour démontrer l'activité sur l'angiogénése de
ladite protéine 17 KD d'origine bovine.

Il doit étre bien entendu, toutefois, que ces exem-
ples et ce compte-rendu d'expérimentations sont donnés uni-
quement & titre d'illustration de 1l'objet de 1'invention dont
ils ne constituent en aucune maniére une limitation.

EXEMPLE A : EXTRACTION DE LA PROTEINE 17 KD DU LAIT DE VACHE

50 litres de lait de vache sont délipidés par cen-
trifugation (4 000 xg - 30 mn - 4°C) et chromatographiés sur
une colonne de SP-Sephadex C50 (10 x100 cm) (Pharmacia).
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La colonne est lavée par 10 1 d'une solution
d'acétate de sodium 0,35 M pH 7, puis est éluée par 5 1
d'acétate de sodium 1,5 M pH 8. La solution obtenue est
diluée de maniére & obtenir une concentration en acétate de
sodium 0,2 M. Cette solution est chromatographiée sur une
colonne de S-Sepharose Fast Flow (10 x 100 cm) (Pharmacia)
préalablement équilibrée avec de l'acétate de sodium 0,22 M
pH 6,5. Aprés lavage de la colonne par la méme solution
d'acétate, 1l'élution de la protéine est réalisée par un litre

d'une solution d'acétate de sodium 0,4 M.
Cette solution est dessalée par chromatographie de
gel-filtration sur une colonne de Bio-gel P-30 (4 x 100 cm).
Aprés élution de la colonne & l'eau, la fraction ren-
fermant la protéine est chromatographide sur une colonne de
Phényl Superose HR5/5 (Pharmacia) par F.P.L.C. (Fast Protein
Liquid Chromatography). L'élution est réalisée & l'aide d'un
gradient obtenu en mélangeant le tampon A : Phosphate de so-
dium 50 mM, sulfate d'ammonium 1,7 M pH 7, avec le tampon B :
phosphate de sodium 50 mM pH 7 (temps O minute : 100 % TpA
temps 15 minutes : 100 % TpA ; temps 40 minutes : 0 % TpA).
La Figure 1 annexée représente le diagramme d'élu-~
tion de la protéine 17 KD de la colonne de Phényl Superose,
avec en abscisse le temps en minutes, et en ordonnée les den-
sités optiques. Le pic 2 renferme la protéine 17 KD pure. Le
rendement est de 25 mg de protéine, soit 0,5 mg/l de lait dé-

~e

lipidé.
TESTS
EXEMPLE 1 : HOMOLOGIE ANGIOGENINE HUMAINE/PROTEINE 17 KD
Les données dont nous disposons sur la protéine

17 KD font apparaitre sa parenté avec l'angiogénine humaine ;

en effet, 81 amino-acides sont communs aux deux protéines
L'analyse en amino-acides, évaluée pour l'angio-
génine humaine et déterminée aprés hydrolyse acide totale
pour la protéine 17 KD d'origine bovine (Tableau I ci-aprés)
montre que les deux protéines possédent des compositions trés

proches.
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TABLEAU I

ANALYSE COMPAREE DES AMINO-ACIDES DE
L'ANGIOGENINE HUMAINE ET DE LA PROTEINE
17 KD D'ORIGINE BOVINE

o3}
c
w
(o]

Phe
Leu
Ile
Met
Val
Pro
Ser
Thr
Ala
Tyr
His
Glu(Gln)
Asp(Asn)
Lys
Cys

— -
Q@ B - N 3O O W W O W O Ut e O WY

- b
A W A O O N = OV O~ B N W &

Trp

b

Arg
Gly
Total* :

oy
-t
(=)
—
-
(Ve

* sans Cys et Trp

La comparaison des séguences de l'angiogénine hu-
maine et de la protéine 17 KD d'origine bovin gui figure au
Tableau II ci-aprés, montre une homologie supérieure i
60 %. La plupart des différences sont le résultat de rempla-
cements conservatifs.

Les 6 restes cystéines sont en méme position, ce
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qui indique une structure tertiaire similaire & celle de
l'angiogénine humaine, un seul espacement est nécessaire dans
la région C-terminale pour l'alignement ; seulement les zones
N et C terminales sont responsables de la différence de tail-
le entre les deux protéines (la protéine 17 KD a deux amino-
acides de plus que l'angiogénine humaine).

Cependant, & la différence de l'angiogénine humai-
ne, qui a, en position N-terminale, un acide pyroglutamique,
la protéine 17 KD d'origine bovine a une alanine supplémen-
taire en position N-terminale.

Cette différence s'explique par la présence d'un
peptide signal de 24 (ou 22) amino-acides (FETT J. et al.
Biochem., (1985), 24, 5480), révélé par le séquengage des
cDNA codant pour 1l'angiogénine humaine ; la suppression de
ce peptide se prbduit lors du traitement par la peptidase
signal, qui clive entre l'alanine et la glutamine dans :

Pro-Pro-Thr-Leu-Ala"—Glu+1-Asp-Asn..., dans l'an-
giogénine humaine, alors que la présence de l'alanine N-ter-
minale, en ce qui concerne la protéine 17 KD d'origine bovi-
ne, est due au déplacement de la liaison clivée par la pepti-
dase signal, laissant ainsi une alanine supplémentaire en po-
sition N-terminale, évitant la modification en acide pyroglu-
tamique observée dans l'angiogénine humaine.

. La séquence de la protéine 17KD telle gqu'elle figu-
re au Tableau II, ci-aprés, a été déterminée par les techni-

ques classiques de séquengage des protéines.
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EXEMPLE 2 - HOMbLOGIE AVEC LA RNAse :
R. SHAPIRO et al. (Biochem, (1986), 25,
3527-3532) ont montré gue, en pratique, tous les restes de la
séquence du site actif de la RNAse bovine sont conservés dans

l'angiogénine humaine.

De plus, l'observation qu'un inhibiteur de la ri-
bonucléase humaine supprime a la fois l'activité angiogénique
et ribonucléolytique de l'angiogénine humaine, confirme gque
l'homologie angiogénine/RNAse est fonctionnellement signifi-
cative.

Les résultats suivants confirment ces observa-
tions (Tableau III, ci-apres) :

- la protéine 17 KD d'origine bovine partage une homologie
similaire avec la RNAse bovine (39 % des restes étant iden-
tigues), & celle de l'angiogénine humaine pour la RNAse hu-
maine (34 % des restes étant identiques).

- mise & part la mutation Arg/Ile en position 43 et deux
substitutions conservatives (Asp-69 pour Asn-68 et Phe 116
pour Leu-115), tous les restes qui sont connus pour étre
impliqués dans l'activité ribonucléolytique sont préservés,
tant dans l'angiogénine humaine que dans la protéine 17 KD
d'origine bovine, indiquant une forte pression sélective
pour le maintien de cette homologie fonctionnelle significa-
tive (Tableau III).

La substitution de la Leu-115 de 1l'angiogénine
humaine par la Phe-116 de la protéine 17 KD d'origine bovi-
ne est d'un intérét particulier : il a été montré, par
exemple, que dans la RNAse, le remplacement de Phe par Leu
faisait chuter 1l'activité d'un facteur 10. Ainsi, la pré-
sence de Phe-116 dans la protéine 17 KD, sous réserve que
l'activité RNAse soit diréctement impliquée dans son ac-
tivité biologique, pourrait &tre wune indication d'une
activité supérieure a celle de l'angiogénine humaine.

- basée sur son homologie avec la ribonucléase A pancréa-

tigue : la structure tridimensionnelle de 1l'angiogénine
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humaine a été évaluéde lorsque les sites, sur lesquels les
mutations ont porté, sont rapportés sur cette structure ;
eén ce cas, on peut observer que, a l'exception de la muta-
tion Arg/Ile en position 43, toutes les substitutions qui
surviennent dans la structure spatiale de 1la protéine, im-
pliquées dans son activité ribonucléolytique, sont des sub-
stitutions conservatives.
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EXEMPLE 3 =~ 'PROPRIETES BIOLOGIQUES DE LA PROTEINE 17 KD
D'ORIGINE BOVINE.
= Test de 1la membrane chorio-allantoique de
1l'oeuf de la poule :

Ce test d'activité biologique a été décrit par
FETT et al.(Biochem, (1985), 24, 5480-5486). Ce test consiste
a apprécier le développement de vaisseaux sanguins au niveau
de 1la membrane chorio-allantoique de 1l'embryon de Poulet
apres application de quantités croissantes de protéine 17 KD
d'origine bovine de l'ordre de 10 ng & 1 pg. Sur 80 oeufs
fécondés qui ont été expérimentéds en présence de la protéine
17 KD, il a été observé un développement de nouveaux
vaisseaux sanguins dans 62 oeufs pour une quantité
d'angiogénine de 50 ng. Ces résultats démontrent que la
protéine 17 KD selon 1'invention posséde un effet sur
l'organogenése et la croissance des vaisseaux sanguins.

Les oeufs fécondés sont placés dans une couveuse
4 38°C en atmosphére & 70 % d'humidité.

Aprés 3 jours, une fenétre est ouverte dans la
cogquille et est fermée par une membrane perméable aux gaz.

Au 5éme jour, un disgue d'une membrane imbibde de
la solution de protéine 17 KD est implanté sur la membrane
chorio-allantoique.

' Le développement des vaisseaux sanguins qui
convergent vers le disque imbibé d'angiogénine est suivi & la
loupe binoculaire au 8&me, 9&me et 102me jours.

La protéine 17 KD d'origine bovine conforme &
l'invention peut étre utilisée sous une forme
pharmaceutiquement acceptable pour le traitement des troubles
requérant l'inhibition ou 1'augmentation de la croissance des
vaisseaux sanguins chez 1'Homme.

Ainsi que <cela ressort de ce qui précede,
l'invention ne se limite nullement & ceux de ses modes de
réalisation et d'application qui viennent d'&tre décrits de
fagon explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les |
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variantes qui éeuvent venir a l'esprit du technicien en 1la
matiére, sans s'écarter du cadre, ni de la portée de la
présente invention.
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REVENDICATIONS
1°) Protéine, caractérisée en ce qu'elle présente

une séquence qui comporte 125 amino-acides, et répond & la
formule I ci-aprés :
Alal-Gln-Asp-Asp-TyrS-Arg-Tyr-Ile-His-Phe10-
Leu-Thr-Gln-His-Tyr 15-Asp-Ala-Lys-Pro-Lys20-
Gly-Arg-Asn-Asp-Glu23-Tyr-Cys-Phe-Asn-Met30-
Met-Lys-Asn-Arg-aArg35-Leu~Thr-Arg-Pro-Cys40
(1) Lys-Arg-Arg-Asn-Asn-Thr45-Phe-Ile-His-Gly-asn50
Lys-Asn-Arg-Ile-Lys55-ala-Ile-Cys-Glu-Asp60-
Arg-Asn-Gly-Glu~Pro65-Tyr-arg-Gly-asp-Leu?0-
Arg-Ile-Ser-Lys-Ser/-Glu-Phe-Gln-Ile~Thr80-
Ile=Cys-Lys-His-Lys85-Gly-Gly-ser-Ser-arg90-
Pro-Pro-Cys-Arg-Tyr93-Gly-Ala-Thr-Glu-aAsp100-
Ser-Arg-val-Ile-vall05-val-Gly-Cys-Glu-asn110
Gly-Leu-Pro-Val-His115-phe-Asp-Glu-Ser-Phe120-
Ile—Thr-Pro-Arg—His’25-0H,
en ce que 81 amino-acides de sa séguence sont communs avec
l'angiogénine humaine et en ce que son poids moléculaire est
d'environ 17 KD.
2°) Protéine selon la revendication 1, caractérisde
en ce qu'elle est obtenue par extraction de lait de mammifé-
res, notamment de vache.
3°) Protéine selon la revendication 1, caractérisée
en ce qu'elle est obtenue par clonage.
4°) Protéine selon la revendication 1, caractérisée
en ce qu'elle est obtenue par voie de synthése.
5°) Peptide, caractérisé en ce qu'il constitue un
fragment de la protéine selon l'une quelcongue des revendica-
tions 1 & 4 et en ce gu'il présente la séquence suivante en
amino-acides :
Glu-AspsO-Arg-Asn-Gly-Gln-Pro-Tyr-Arg-Gly-Asp-
Leu70-Arg-Ile—Ser
dont 9 restes sur 15 s'alignent sur la séquence 58-72 de

1l'angiogénine humaine.
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6°) Peptide, caractérisé en ce qu'il constitue le
fragment C-terminal de la protéine selon l'une quelcongue des
revendications 1 a 4 et en ce qu'il présente la séquence en
amino-acides suivante :
Phe-Asp-Glu~Ser-Phe 120-Ile-Thr-Pro-arg-gis125
7°) Peptide, caractérisé en ce qu'il constitue un
fragment de la protéine selon l'une gquelcongue des revendica-
tions 1 a2 4 et en ce qu'il présente la séquence suivante en
amino-acides :
Glu-asn110-Gly-Leu-Pro-val-His 115-phe
dont 7 restes sur 8 s'alignent sur la séquence 108-115 de
l'angiogénine humaine.
8°) Peptide, caractérisé en ce qu'il constitue un
fragment de la protéine selon lune quelconque des revendica-
tions 1 & 4 et en ce qu'il présente la séquence en amino-
acides suivante :
Ile-Val105~Val-Gly-Cys-Glu
dont 4 restes sur 6 s'alignent sur la séquence 103-108 de
l'angiogénine humaine.
9°) Peptide, caractérisé en ce gqu'il constitue un
fragment de la protéine selon l'une quelcongue des revendica-
tions 1 a 4 et en ce qu'il présente la séquence suivante en
amino-acides:
Arg—Tyr~Ile-His-Phe1O-Leu—Thr—Gln-His-Tyrl5-Asp—Ala-Lys
dont 11 restes sur 13 s'alignent sur la séquence 5-17 de
l'angiogénine humaine.
10°) Peptide, caractérisé en ce qu'il constitue un
fragment de la protéine selon l'une quelconque des revendi-
cations 1 & 4 et en ce qu'il présente la séguence suivante en
amino-acides :
Asn-Thr43-Phe-Ile-His-Gly-asn30-Lys,
qui se distingue par une homologie totale avec la séguence
43-50 de l'angiogénine humaine.
11°) Peptide, caractérisé en ce qu'il constitue un
fragment de la protéine selon l'une quelconque des revendi-



WO 89/04837

10

15

20

25

30

35

PCT/FR88/00566

- 20 -

cations 1 4 4 et en ce qu'il présente la séquence suivante en
amino-acides :

Ile-Lys25-Ala-Ile-Cys-Glu,
qui se distingue également par une homologie totale avec la
séquence 53-58 de l'angiogénine humaine.

12°) Peptide, caractérisé en ce qu'il constitue un
fragment de la protéine selon l'une quelcongue des revendi-
cations 1 3 4 et en ce qu'il présente la séquence suivante en
amino-acides :

Leu70-arg-Ile-ser-Lys-Ser75-Gly-Phe-Gln

dont 8 restes sur 10 s'alignent sur la séquence 69-77 de
l1'angiogénine humaine.

13°) Peptide, caractérisé en ce qu'il constitue un
fragment de la protéine selon l'une quelconque des revendica-
tions 1 & 4 et en ce qu'il présente la séquence suivante en
amino-acides :

Args7°Gly-Asp,

ledit peptide étant reconnu par un récepteur des cellules en-
dothéliales.

14°) Procédé d'obtention de la protéine selon 1'une
quelconque des revendications 1 et 2, caractérisé en ce que
ladite protéine est extraite de lait de mammifére, notamment
de vache.

15°) Procédé selon la revendication 14, caractérisé
en ce que l'extraction est réalisée par chromatographie par
échange de cations, suivie d'une élution par un éluant appro-
prié.

16°) Procédé selon l'une quelcongue des revendica-
tions 14 et 15, caractérisé en ce que 1'éluant est un sel al-
calin d'un acide organigue faible, notamment de l'acétate de
sodium.

17°) Procédé selon l'une guelconque des revendica-
tions 14 a 16, caractérisé en ce que la fraction é&lude est
soumise & une deuxiéme chromatographie par échange de
cations, suivie d'une deuxiéme élution par un éluant appro-
prié.

fay
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18°) Procédé selon la revendication 17, caractérisé
en ce que l'éluant est un sel alcalin d'un acide organique
faible, notamment de l'acétate de sodium.

19°) Procédé selon 1'une quelcongue des
revendications 14 a 18, caractérisé en ce que le produit
obtenu est purifié par chromatographie sur colonne de
gel-filtration.

20°) Procédé selon la revendication 14, caractérisé
en ce que le lait est préalablement délipidé par centrifuga-
tion.

21°) Composition thérapeutique, caractérisée en ce
qu'elle comprend comme composé actif, la protéine 17 KD selon
1l'une quelconque des revendications 1 a 4 et/ou des fragments
selon l'une quelcongue des revendications 5 & 13 ou des homo-
logues de celle-ci.

22°) Réactif immunologique de détection ou de dosage
des angiogénines de mammiféres, caractérisé en ce gu'il est
choisi dans le groupe qui comprend des anticorps contre la
protéine 17 KD selon l'une guelcongue des revendications 1 a
4, des anticorps anti-peptide, notamment des anticorps contre
l'un des peptides selon l'une guelcongue des revendications 5
& 13, lesquels anticorps sont utilisés seuls ou en mélange.

23°) Procédé de détection et de dosage des angiogé-
nines de mammiferes dans des fluides biologiques, caractérisé
en ce que l'on fait réagir, dans des conditions appropriées,
un anticorps anti-angiogénine, notamment un anticorps anti-
protéine 17 KD ou un anticorps anti-peptide, selon la reven-
dication 22, avec un fluide biologique supposé contenir ladi-
te angiogénine, la lecture de la réaction étant effectuée par
un moyen approprié, tel que notamment test RIA, ELISA, d'im-
munofluorescence.

24°) Kit, ou coffret, ou ensemble coordonné, prét a
l'emploi, pour la détection et/ou le dosage, dans des fluides
biologiques, d'angiogénines de mammifére et notamment de
l'angiogénine humaine, caractérisé en ce qu'il comprend :
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- une quantité appropriée, éventuellement subdivisde en doses

unitaires, d'anticorps anti-angiogénine, notamment d'anti
corps anti-protéine 17 KD ou d'anticorps anti-peptides
selon la revendication 22.

éventuellement une quantité appropride de tampons, di
luants, réactifs, nécessaires & 1la mise en oeuvre de
ladite détection et/ou dosage.

ey

"y
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