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(57) Abstract
GGGGAGAAGTCAGAGGTAACCTTGCCCCCTCCCTCARTTCCAGATGAGGAAATTCAGGCC

The invention concetns a method for determin- TGAAAAGGGAAAGTGACCACCTCARAGTCTCATGCCTTGGAGGACCCAGCAGGAATCCAR
ing whether a candidate compound is capable of in- GACCTCTGAARAGGACCGGCAGGGCTCTTGCCACGGCTGGGGGTGTGGTCATGGTAACAC
hibiting fixing between STATI and USF1 polypeptides AGGTTTTCCATCCATGGAAGGTACCTGAGGGATTTTCTCTTCCTCCCTAGGGCCAGCATC

. . . . . AGAGGAGTGAATAGCTCAGTTAGCTCATCTCAGGGGCCATGTGCCCTCGGAGGTGGTTTG
comprising the following steps: (a) provide all or part CCACTTTCACGGTTGGACTGAGTTGGAGAGAAACAGAGACCCACCCAGGGGTGGGGACAA
of the STAT1 polypeptide capable of fixing with the GCTCCCTGCAACTCAGGACTTGCAGATCACTTGCCCARGTGGCTCCCTAGCTCCTGGETC
USF1 polypeptide; (b) providing all or part of the USF1
polypeptide capable of fixing with the STAT1 polypep- &
tide: (c) contacting said polypeptides as defined in (a) and CTGGCCCGGGGCC CGAAGTGGGGCTGGCCACTGTGAGGAACCGACTGG
(b) with one said candidate compound in conditions suit- NFGMa GAS _ Ebox
able for fixing between the STAT1 and USF1 polypep- AGGCAGGGACCTCTTGGATGCCCCAGGCAGTIGGGATGCCAGTTCTGATAANACGTES

tides; (d) measuring the fixing between the STATL and

. . . TGGCCACAGTAGGTGCTTGGTTGCTCCACAGCCTGGCCCGAGCTCAGCGCTGCAGAARNGA
USF1 polypeptides; and (¢) comparing said measurement L

with the fixing measurement between STAT1 and USF1 IRF1/2

po]ypeptides in similar experimental conditions in the M\GTGAJ\AG@GAAAAAGAACTGCGGGGAGGCGGGGAGGTAGGATGACCAGCGGACG)\GCT
absence of said candidate compound, a decrease in fix- "

ing leading to f:qng]ude t‘hat said compound candidate is GeCAEAGACTTGCCGCGGCCCCAGAGCTGGCGGGAGGGAGAGGCCACCAGCAGCGEGCGE
capable of inhibiting fixing between STAT1 and USF1 GGGAGCCCGGGGAACAGCGGCAGCTCACAGTGTGCCACCATG

polypeptides.

(57) Abrégé

La présente invention concerne une méthode pour déterminer si un composé candidat est capable d’inhiber la fixation entre les
polypeptides STAT! et USF1 comprenant les étapes suivantes: (a) disposer de tout ou partie du polypeptide STAT1 présentant la propriété
de se fixer 2 la polypeptide USF1, (b) disposer de tout ou partie du polypeptide USF1 présentant la propriété de se fixer a la polypeptide
STATI1, (c) mettre en contact lesdits polypeptides tels que définis en (a) et (b) avec undit composé candidat dans des conditions permettant
la fixation entre les polypeptides STAT1 et USF1, (d) mesurer la fixation entre les polypeptides STAT1 et USF1, et (¢) comparer cette
mesure avec la mesure de la fixation entre les polypeptides STAT1 et USF1 observée dans les mémes conditions expérimentales en absence
dudit composé candidat, une diminution de la fixation permettant de conclure que ledit composé candidat est capable d’inhiber la fixation
entre les polypeptides STAT1 et USF1.
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METHODE DE CRIBLAGE DE COMPOSES CAPABLES D'INHIBER LA
FIXATION ENTRE LE FACTEUR DE TRANSCRIPTION STAT1 ET LE
FACTEUR DE TRANSCRIPTION USF1

La présente invention concerne une méthode permettant d’identifier des
composés capables d'inhiber I'activation par les cytokines, notamment par I'interféron
v, de I’expression du géne CIITA qui lui méme est impliqué dans le controle et la
régulation de I’expression de génes codant pour des molécules MHC de type I1.

Les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (désigné ci-apres
MHC), de classe Il sont des glycoprotéines hétérodimériques transmembranaires
directement impliquées dans I'activation des lymphocytes T helper CD4+ au cours
de la réponse immunitaire.

Chez I'homme, ce complexe de classe II est représenté par les molécules
appartenant au systéme HLA (Human Leucocyte Antigen). Les génes codant pour
les chaines o et B constituant les molécules HLA-DR, HLA-DQ et HLA-DP sont
localisés au niveau de la région D du chromosome 6.

L’expression de ces génes est parfaitement régulee. Contrairement aux genes
codant pour les molécules MHC de type I qui sont exprimes de fagon ubiquitaire, les
génes codant pour les molécules du MHC de classe II sont exprimés soit de maniere
constitutive uniquement dans quelques types cellulaires tels que les lymphocytes B,
les lymphocytes T activés, les macrophages, les cellules de I’épithélium thymique, les
cellules dendritiques telles que par exemple les cellules de Langerhans, soit de
maniére induite aprés stimulation, par exemple par des cytokines, et plus
particulierement par |'interféron v (INF v) ou Iinterleukine 4 (IL4), dans plusieurs
autres types cellulaires tels que par exemple les cellules appartenant a la lignée des
macrophages ou des monocytes, les cellules endothéliales, les fibroblastes, les cellules
musculaires ou les cellules cancéreuses telles que par exemple des cellules de
mélanome.

En outre, dans les lymphocytes B, I'expression des génes codant pour les
molécules MHC de classe 11, est transitoire. En effet, la différenciation des cellules

B en plasmocytes produisant les immunoglobuiines. s’accompagne de I'extinction c¢
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o

certains génes, dont ceux codant pour le MHC de classe II.

De méme, il a été montré que le taux d’expression des molécules MHC de
type 11 constitue un facteur déterminant du processus d’activation des cellules T.

En conséquence, il apparait clairement que les mécanismes moléculaires de
régulation de I’expression de ces génes constituent un éiément clé de I’efficacité de
la réponse immunitaire. Tout défaut dans ce procédé de régulation peut aboutir a
d’importants troubles immunologiques, ou maladies auto-immunes. Ainsi, dans
certains cas, une expression anormale des génes MHC de classe II a été observée a
la surface de cellules qui normalement ne devraient pas exprimer de tels génes. De
méme, une sur-expression de ces génes peut étre observée qui conduit a une
activation aberrante et non controlée des lymphocytes CD4+ [BOTTAZZO et al., 1986,
Immunol. Rev., 94, 137-169]. De telles manifestations pourraient étre, au moins en
partie, responsables d’affections telles que le diabéte insulino dépendant, la sclérose
en plaque, la polyarthrite rhumatoide ou le lupus érythémateux. A I'inverse, chez
certains patients, une immunodéficience a pu étre mise en évidence résultant d’un
trouble au niveau de I’expression des génes MHC de classe II. Citons pour exemple
le syndrome BLS (bare lymphocytes syndrome) qui est une affection autosomique
récessive pour laquelle I’expression des génes MHC de classe 11 est tres limitée, voire
inexistante, ce qui se traduit par I’absence de réponses immunitaires cellulaire et
humorale et s’accompagne de nombreuses infections, souvent fatales.

Plusieurs équipes scientifiques ont analysé les mécanismes de régulation de
I’expression des génes MHC de classe II et ont identifié un certain nombre de
molécules transactivatrices susceptibles de se fixer, directement ou indirectement, sur
des séquences promotrices spécifiques desdits génes [pour une revue, voir MACH et
al,, 1996, Annu. Rev. Immunol. 14, 301-331].

Le déposant a précédemment identifié et caractérisé 'un de ces facteurs, le
facteur CIITA (class II transactivator)[STEIMLE et al., 1993, Cell 75, 135-146 et EP
648836). Le document WO 9606107 montre en outre qu’il existe deux domaines au
sein du facteur CIITA plus impliqués dans ’activation de la transcription des génes
MHC de classe II. Néanmoins, de maniére surprenante et contrairement a ce qut est

observé pour les autres facteurs impliques dans la régulation de I'expression des
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génes MHC de classe 11 (COGSWELL et al., 1991, Crit. Rev. Immunol. 11, 87-112),
STEIMLE et al. ont montré que 'expression du facteur CIITA coincide étroitement
avec |'expression des genes MHC de classe II et est absolument requise tant pour
I’expression constitutive que pour l'induction desdits génes MHC. Par ailleurs,
SILACCl et al (1994, J. Exp. Med., 180, 1329-1336) ont montré que I’extinction des
génes MHC de classe 11 lors de la différenciation des plasmocytes est associée a
I"extinction du géne codant pour le facteur CIITA.

Par ailleurs, LENNON et al. (1997, Immunogenetics , 45, 266-273) ont
identifié la séquence promotrice d’'un gene CIITA responsabie de I'expression
différentielle de ce facteur dans les cellules B. Toutefois, I’existence de cette seule
séquence ne permet pas d expliquer pourquoi on observe une expression différentielle
du facteur CIITA dans différents types cellulaires. En outre, elle ne rend pas compte
de I'induction par les cytokines.

Dans des travaux antérieurs, le déposant a identifié, a partir d’échantilions
issus de diftférents tissus d’origine humaine, I’organisation complexe des séquences
assurant le contrdle de ’expression du facteur CIITA, isolé et caractérisé plusieurs
régions promotrices et mis en évidence I’existence de différentes formes du facteur
CIITA, et également de différents génes CIITA. Ces travaux ont fait I’objet d’une
publication (Mubhlethaler-Mottet et al., 1997, EMBO J., 16, 2851-2860) et d'un
dépdt d’une demande de brevet frangais n® 97/04954 dont les contenus font partie
intégrante de la présente demande. Ainsi, les inventeurs ont montré que les différents
promoteurs identifiés peuvent étre activés de maniere sélective : deux des promoteurs
sont responsables de I'expression constitutive du gene CIITA dans les cellules
dendritiques (promoteur I) et dans les lymphocytes B (promoteur III) alors que le
promoteur IV intervient lors de |’expression du géne CIITA apres induction par une
cytokine, notamment |'interféron y.

Plus particulierement, les inventeurs ont identifié une séquence capable

d’exprimer une activité de promoteur transcriptionnel apres induction par une
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cytokine, telle que par exemple I'interféron vy ou 'interleukine 4.Une telle sequence
est représentée par la séquence comprenant tout ou partie d’une séquence identifiée
SEQ ID n°1, ou sa séquence complémentaire. L’analyse de cette séquence permet
d’identifier plusieurs régions correspondant a des sites de régulation en cis de
I’expression, tels que notamment le site NF-GMa, I’élément GAS, la boite E ou le site
de fixation du facteur IRF-1 (Muhlethaler-Mottet et al., 1997, EMBO J,, 16, 2851-
2860 et Figure 1).

Récemment, plusieurs travaux ont permis de mieux comprendre la succession
d’événements et de signaux impliqués dans I'activation de geénes expnmeés en reponse
a induction par une cytokine, notamment par |'interféron y. Un shéma d’activation
a été proposeé par Darnel et al. (1997, Science 277, 1630-1635). Selon ce modele ,
dans un premier temps, la cytokine activatrice, I'interféron y par exemple, se fixe sur
ses récepteurs cellulaires de surface permettant ainsi I’ activation des tyrosines kinases
JAK1 et JAK2 cellulaires. Dans un second temps, les résidus tyrosine du facteur de
transcription STATI, localisé dans le cytoplasme des cellules, sont phosphorilés par
les kinases JAK activées. Cette phosphorylation permet, dans un troisieme temps, au
facteur STAT] activé de migrer dans le noyau ou il se fixe sur la boite GAS des
promoteurs inductibles par les cytokines (ex. Interféron y) permettant ainsi
expression activée des génes placés sous le controle de tels promoteurs.

L’implication d’un tel systéme d’activation JAK/STAT1 dans le contréle de
I’expression des génes CIITA inductibles par I'interféron vy a fait I’objet d’études qui
permettent de constater que, comme dans le cas d’autres genes inductibles par
Pinterféron v, I’expression du facteur CIITA ne peut pas €tre induite dans des lignées
cellulaires déficientes pour JAK1 (Chang et al,, 1994, J. Exp. Med,, 180, 1367-1374).

De méme, Meraz et al. (1996, Cell, 84, 431-442) ont montre que I’expression
du géne CIITA n’est pas induite par I'interféron y dans les macrophages de la moelle
osseuse issue de souris STAT1™, suggérant ainsi un role déterminant de STAT1 dans

I'induction de I’expression du gene CIITA par I'interféron y.
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En outre, Lee et Benveniste (1996, J. Immunol., 157, 1559-1568) ont montré
par des expériences utilisant des oligonucléotides antisens spécifiques de la séquence
d’acide nucléique codant pour le facteur protéique STATI, que la réduction de
I"expression de la protéine STAT| s’accompagne d’une réduction de I’expression du
gene CIITA pouvant étre observee apres induction par I'interféron y.

Enfin, il a été montré que le facteur STATI reconnait spécifiquement une
sequence d’acide nucléique particuliere appelée «élément GAS» (Darnel et al. 1997,
Science 277, 1630-1635). L’analyse de la séquence du promoteur I'V du gene CIITA
(inductible par les cytokines ; Muhlethaler-Mottet et al., 1997, EMBO J., 16, 2851-
2860 - et Figure 1) a révélé la présence d’une telle séquence.

Comme cela est précisé plus haut, le promoteur IV renferme également la
séquence CACGTG (boite E, Gregor et al., 1990, Genes Dev., 4, 1730-1740 , voir
Figure 1). Ceci pourrait indiquer qu’un facteur de transcription appartenant a la
famille des hélice/boucle/hélice/leucine zipper est susceptible d’intervenir dans la
régulation de I'expression des genes placés sous le controle du promoteur 1V.
Plusieurs facteurs appartenant a cette famille sont décrits dans la littérature, citons
notamment les facteurs de transcription exprimés de maniére constitutive tels que les
facteurs TFE3 (Beckmann et al, 1990, Genes Dev,, 4, 167-179), USF1 (Gregor et al,
1990, Genes Dev., 4, 1730-1740) et USF2 (Sirito et al., 1994, Nucleic Acid Res. 22,
427-433) ou des protéines impliquées dans le systeme Myc telles que Myc-Max ou
Mad-Max (Ayer et al., 1993, Cell 72, 211-222).

Plus particuliérement, le facteur de transcription USF1 est exprimé de maniére
ubiquitaire et participe a la régulation de I’expression de differents genes dont certains
sont exprimés de maniére «tissus spécifique» ou de fagon inductible, tels que par
exemple le géne codant pour ’hormone de croissance humaine (Penitz et al., 1988,
J. Biol. Chem., 263, 5005-5007), le géne codant pour la chaine A2 des
immunoglobulines (Chang et al., 1992, Nucleic Acid Res., 20, 287-293) ou encore

le géne codant pour p53 (Reisman et Rotter, 1993, Nucleic Acid Res., 21, 345-350).
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Le déposant a maintenant mis en évidence que les facteurs de transcription
STAT! et USF1 se fixent respectivement sur les élément GAS et sur la boite E du
promoteur IV. Toutefois, de maniére trés surprenante, le déposant a également
montré que la fixation du facteur STATI sur le site GAS est fortement stabilisée par
le facteur USF1 et que ces facteurs se lient de maniere coopérative aux sites de
fixation localisés sur le promoteur IV, cette interaction coopérative jouant un role
déterminant dans le controle de I’activation speécifique du promoteur IV par les
cytokines, en particulier par I'interféron y.

Par I’expression «se lient de maniére coopérative» on entend indiquer qu’il
existe une interaction entre les facteurs protéiques dont il est question, qui peut avoir
lieu avant ou aprés leur fixation sur leur site respectif, qui permet notamment de
définir des sites d’interaction spécifiques entre lesdits facteurs protéiques et qui se
traduit par un effet coopératif. Cet effet coopératif s’entend comme un résultat qui
ne peut étre observe que lorsque I'interaction dont il est question a lieu, par exemple
cet effet coopératif consistera en une stabilisation de la fixation d’au moins un des
facteurs protéiques sur son site (étant sous-entendu, grace a I’interaction existant
entre les facteurs protéiques). Selon un cas particuiier, I'effet coopératif sera un effet
synergique caracténse en ce que |’effet observé par la mise en oeuvre des facteurs
protéiques sera supérieur a I’effet attendu correspondant a la somme des effets
individuels observés pour chaqu’un des facteurs.

Ce mécanisme d’induction de I’expression d’un gene placé sous le contrdle
du promoteur IV se distingue des autres systémes précédemment décrits pour les
genes inductibles par I'interféron y en ce que celui-ci requiert le facteur USF1 en tant
que partenaire essentiel pour la fixation et par conséquent pour ['activité du facteur
STATI. La découverte de ce mécanisme, impliqué en particulier dans I’activation par
Iinterféron y de I’expression du géne CHTA, et par conséquent dans I'induction par
I'interféron y des molécules MHC de classe 11, a conduit le déposant a mettre au point

une nouvelle méthode d’identification de molécules capables d’inhiber I’expression
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de genes placés sous le controle d’un promoteur dont I’activité est induite par la
fixation coopérative de STAT! et de USF1, et plus particuliérement de tout ou partie
du promoteur IV. De maniére préférée, ledit géne est le gene codant pour CIITA.

Par I'expression « séquence d’acide nucléique codant pour le polypeptide
CIITA », on entend que la séquence en cause comprend tout ou partie d’une
séquence d’acide nucléique correspondant aux ARNm issus de différents tissus ou
lignées cellulaires exprimant une activité¢ CIITA de maniére constitutive ou apres
induction. Il peut donc s’agir aussi bien de séquences au moins partiellement codantes
que par exemple de séquences intervenant dans le contrdle de l'expression ,
notamment des séquences ayant une activité de promoteur transcriptionnel.

Par «séquence d’acide nucléique», on entend un fragment d’ADN et/ou
d’ARN, double brin ou simple brin, naturel i1solé, ou de synthése, désignant un
enchainement précis de nucléotides, modifiés ou non, permettant de définir un
fragment ou une région d’un acide nucléique.

Par «polypeptide», on entend désigner un enchainement précis d’amino-
acides, indépendamment de sa taille ou de sa fonction, naturel isole ou de syntheése,
modifié ou non.

Par «séquence d’acide nucléique présentant une activit¢ de promoteur
transcriptionnel», on entend une séquence d’acide nucléique permettant de controler,
c’est a dire d’initier et/ou de moduler, la transcription d’au moins un gene,
homologue ou hétérologue, localisé en aval de ladite séquence. De méme, on parlera
de la fonction promotrice desdites séquences ou de promoteur.

Par «géne reporteur», on entend toute séquence d’acide nucléique localisée
en aval d’une seconde séquence d’acide nucléique, permettant d’analyser ['activité
de promoteur transcriptionnel de ladite seconde séquence. En effet, la transcription
de ce géne reporteur se traduit par |’appantion d’un produit (ARN ou polypeptide)
aisément détectable selon les techniques conventionnelles bien connues.

Par «facteur de transcription ou polypeptide STAT1» on entend désigner le
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facteur de transcription STAT1 qui est capable de se fixer au niveau de I’élement
GAS des promoteurs inductibles pas I'interféron y (Damnell, 1997, Science 277, 1630-
1635).

Par «facteur de transcription ou polypeptide USF1» on entend désigner le
facteur de transcription USF1 qui est capable de se fixer au niveau de la boite E de
promoteurs tels que par exemple le promoteur du gene codant pour I’hormone de
croissance humaine (Peritz et al., 1988, J. Biol. Chem , 263, 5005-5007, du gene
codant pour la chaine A2 des immunoglobulines (Chang et al., 1992, Nucleic Acid
Res., 20, 287-293) ou encore du geéne codant pour pS3 (Reisman et Rotter, 1993,
Nucleic Acid Res., 21, 345-350).

I convient en outre de préciser que lesdits facteurs STAT1 et USF1 peuvent
étre d’origine recombinante ou naturelle, et plus particulierement consister en des
facteurs disponibles dans des extraits cellulaires, en particulier nucléaires, prépares
a partir de lignée cellulaire, éventuellement stimulée par une cytokine, en particulier
par 'interféron v, exprimant lesdits facteurs. En ce qui concerne plus particuliérement
le facteur STATI, celui ci peut étre soit sous une forme non activée (non
phosphorilée) soit sous une forme activée (phosphorilée, notamment par [’action de
'enzyme JAK1). Pour la réalisation de la présente invention on choisira de préférence
la forme activée de STATI.

La présente invention concerne en premier lieu une méthode pour déterminer
sl un composé candidat est capable d’inhiber la fixation entre les polypeptides STAT1
et USF1 comprenant les étapes suivantes :

(a) disposer de tout ou partie du polypeptide STAT1 présentant la propnété
de se fixer au polypeptide USF1,

(b) disposer de tout ou partie du polypeptide USF ! présentant la propniété de
se fixer au polypeptide STATI,

(c) mettre en contact lesdits polypeptides tels que définis en (a) et (b) avec

undit composé candidat dans des conditions permettant la fixation entre les
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polypeptides STAT1 et USF1,

(d) mesurer la fixation entre les polypeptides STAT1 et USF1,

et (e) comparer cette mesure avec la mesure de la fixation entre les polypeptides

STATI1 et USF1 observée dans les mémes conditions expérimentales en absence dudit
compose candidat, une diminution de la fixation permettant de conclure que ledit
composé candidat est capable d’inhiber la fixation entre les polypeptides STAT1 et
USF1.

Les polypeptides STAT1 et USF1 utilisées dans le cadre de la présente
invention peuvent soit étre des polypeptides naturels, extraits par exemple de lignées
cellulaires exprimant les génes correspondants, telle que par exemple la lignee
Me67.8, et plus particuliérement présents dans I’extrait nucléaire de telles lignées,
lesdites lignées pouvant éventuellement étre stimulées par I'interféron v, soit des
protéines recombinantes (Greenlund et al., 1995, Immunity, 2, 677-687 pour STATI
et Roy et al., 1991, Nature, 354, 245-248 pour USF1). La préparation d’extraits
nucléaires a partir de cellules est une technique bien maitrisée par I’homme du metier.
Les polypeptides STATI et USF1 mis en oeuvre dans la présente invention peuvent
ou non conserver leur fonction activatrice d’autres genes pour lesquels I'effet
coopératif des deux polypeptides n’est pas observé (les polypeptides agissent alors
séparément). Plus particuliérement il est possible d’utiliser une partie seulement
desdits polypeptides STAT1 et/ou USF1 pour autant qu’ils aient conservé leurs
propriétés de se fixer I'un & 'autre, et éventuellement la propriété de se fixer sur leurs
sites respectifs. Selon un cas préféré de 'invention, le polypeptide STAT1 est capable
de se fixer sur ’élément GAS (5-TTCTGATAAA-3") parce qu'’il est sous sa forme
activée (phosphorilée). Cette phosphorilation du polypeptide STAT1 peut notamment
étre obtenues a) naturellement, dans une cellule exprimant ledit polypeptide induite
par une cytokine, de préférence par I’interféron v, b) par 'action d’une kinase, telle
que par exemple JAK1 ou c) chimiquement, par synthése.

Selon une premiére variante, I’étape (d) consiste en une mesure indirecte c’est
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a dire que dans ce cas particulier on détermine la formation de complexes comprenant
STATI1. USFI et une séquence d’acide nucléique double brin comportant I’élément
GAS (5-TTCTGATAAA-3") et la boite E (5'-CACGTG-3"). Ce type de méthode est
largement décrit dans la littérature, repose geénéralement sur des expériences de
migration électrophorétique (gel retard ou band shift en anglais) et est exemplifié dans
la présente demande.

Selon une seconde variante, I'étape (d) consiste en une autre mesure indirecte
c’est a dire que dans ce cas, on mesure |'expression d’une séquence d’acide nucléique
codant pour tout ou partie d un polypeptide, ladite expressior etant placée sous le
contréle d’un promoteur renfermant au moins |'élément GAS (5-TTCTGATAAA-3")
et la boite E (5'-CACGTG-3"), ou sa séquence complémentaire.

Selon un cas préféré de réalisation de I'invention, ladite séquence promotrice
est sélectionnée parmi les séquences qui renferment tout ou partie du promoteur IV
(SEQ ID N°1), ou de sa séquence complémentaire.

Selon I'invention, lesdites séquences d’acide nucléique dont I’expression est
mesurée a |'étape (d) peuvent 1) étre des genes reporteurs tels que par exemple le
gene de la 3 globine de lapin, de la luciférase ou de la 3 lactamase ou 2) coder pour
tout ou partie de polypeptides ayant la séquence en acides aminés d un facteur CIITA
tel que décrit dans la demande de brevet frangais N° 97 04954 et plus
particuliérement tel que défini par SEQ ID N°2. Selon ce dernier cas, on dira alors
qu’elles codent pour tout ou partie du polypeptide CIITA

La mesure de I’expression de la séquence d’acide nucléique peut en particulier
consister a) en la mesure des ARN messagers spécifiques exprimés a partir de ladite
séquence d’acide nucléique ou b) en la mesure du polypeptide expnmé. Des exemples
de telles méthodes sont largement développées dans la littérature et leur mise en
oeuvre est 4 la portée de ’homme du métier. A titre d exemples, on peut citer les
techniques telles que celles reposant sur I’hybridation de sondes oligonucléiques

marquées dont la séquence est spécifique des ARN que 'on cherche a détecter,
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I"amplification par exemple par PCR a 'aide d'amorces dont la séquence est
spécifique desdits ARN, la technique de protection contre la dégradation par la
RNAse, ... ou encore l'utilisation d’anticorps spécifiques de tout ou partie du
polypeptide synthétisé, etc...

Selon un cas particulier et préféré de cette seconde variante de mise en oeuvre
de I'invention, I’étape de mesure de I'expression de la séquence d’acide nucléique
est realisee dans des conditions permettant ['induction de ladite expression par une
cytokine, et plus particulierement par I'interféron v.

Selon une troisieme variante de 'invention, I’étape (d) consiste en une mesure
directe de formation de complexes entre les polypeptides STAT1 et USF1, par
exemple par utilisation d’anticorps spécifiques desdits complexes ou tout autre moyen
approprié.

Les méthodes de mesure proposées dans les variantes exposées ci-dessus sont
également adaptables pour les méthodes selon I'invention présentées ci-apres.

L’invention concerne €galement une méthode pour déterminer si un composé
candidat est capable d’inhiber I’expression d’une séquence d’acide nucléique codant
pour tout ou partie d’un polypeptide, de préférence pour tout ou partie du
polypeptide CIITA (SEQ ID N°2) ou pour tout ou partie d’'un géne reporteur placée
sous le controle de tout ou partie d’un promoteur renfermant au moins |’élément
GAS (5-TTCTGATAAA-3') et la boite E (5'-CACGTG-3'), et de maniére préférée
d’un promoteur IV (SEQ ID N°1), ou leur séquence complémentaire respective
comprenant les €tapes suivantes :

(a) disposer de tout ou partie d’un polypeptide STAT1 présentant la propriété
de se fixer a la protéine USF1 et sur I’élément GAS (5'-TTCTGATAAA-3"),

(b) disposer de tout ou partie de la protéine USF1 présentant la propriété de
se fixer a la protéine STAT] et sur la boite E (5'-CACGTG-3"),

(c) disposer d’une séquence d’acide nuciéique codant pour tout ou partie

d’un polypeptide , de préférence pour tout ou partie du polypeptide CIITA (SEQ ID
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N°2) ou pour tout ou partie d'un géne reporteur, dont I’expression est placée sous
le contrdle de tout ou partie d’'un promoteur renfermant au moins I’élement GAS (5™
TTCTGATAAA-3') et la boite E (5'-CACGTG-3'), et de maniere préferée d’un
promoteur [V (SEQ ID N°1),

(d) mettre en contact lesdits polypeptides tels que définis en (a) et (b), une
dite séquence d’acide nucléique telle que définie en (c) et undit composé candidat,

(e) mesurer I’expression de ladite séquence d’acide nucléique,
et (f) comparer cette mesure avec la mesure de |’expression de ladite séquence
d’acide nucléique observée dans les mémes conditions expérimentales, notamment
d activation de I’expression, en absence dudit composé candidat, une diminution de
ladite expression permettant de conclure que ledit composé candidat est capable
d’inhiber I’expression d’une séquence d’acide nucléique codant pour tout ou partie
d’un polypeptide, notamment pour tout ou partie du polypeptide CIITA ou pour tout
ou partie d’un géne reporteur placé sous le contrdle de tout ou partie d’un
promoteur renfermant au moins ’élement GAS (5'-TTCTGATAAA-3") et la boite E
(5-CACGTG-3"), et de maniere préférée d'un promoteur IV (SEQ ID N°1).

L’invention concerne €galement une méthode pour déterminer si un compose
candidat est capable d’inhiber I’activation par une cytokine, plus particulierement par
I'interféron v, de I'expression d’une séquence d’acide nucléique codant pour tout ou
partie d’un polypeptide, notamment pour tout ou partie du polypeptide CIITA (SEQ
ID N°2) ou pour tout ou partie d'un géne reporteur, placé sous le contrdle de tout
ou partie d’un promoteur renfermant au moins I’élément GAS (5-TTCTGATAAA-
3") et la boite E (5-CACGTG-3'), et de maniére préférée d’un promoteur IV (SEQ
ID N°1), comprenant les étapes suivantes :

(a) disposer d’une lignée cellulaire exprimant les polypeptides STATI et
USF1 naturels et fonctionnels, par exemple la lignée Me67.8,

(b) transfecter ladite lignée cellulaire avec un vecteur d’expression

comprenant au moins une séquence d’acide nucléique codant pour tout ou partie d’un
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polypeptide, notamment pour tout ou partie du polypeptide CIITA (SEQ ID N°2)
ou pour tout ou partie d’un géne reporteur, placé sous le contréle de tout ou partie
d’un promoteur renfermant au moins I’élément GAS (5-TTCTGATAAA-3) et la
boite E (5'-CACGTG-3"), et de maniére préferée d’un promoteur IV (SEQ ID N°l),

(c) mettre lesdites cellules en contact avec undit composé candidat ou
transfecter les cellules avec un vecteur d’expression permettant I’expression d’undit
composé a l'intérieur desdites cellules, dans des conditions autorisant I'activation de
P’expression de la séquence d’acide nucléique par une cytokine, de préférence par
U'interféron v

(d) mesurer |'expression de ladite une séquence d’acide nucléique,
et (¢) comparer cette mesure avec la mesure de I’expression de ladite sequence
d’acide nucléique observée dans les mémes conditions expérimentales, notamment
d’activation de I’expression, en absence dudit composé candidat, une diminution de
ladite expression permettant de conclure que ledit composé candidat est capable
d’inhiber I’activation par une cytokine, plus particuliérement par I'interféron v, de
P’expression d’une séquence d’acide nucléique codant pour tout ou partie d’un
polypeptide, notamment pour tout ou partie du polypeptide CIITA (SEQ ID N°2) ou
pour tout ou partie d’'un géne reporteur, placé sous le controle de tout ou partie d’un
promoteur renfermant au moins I’élément GAS (5-TTCTGATAAA-3') et la boite E
(5-CACGTG-3"), et de maniére préférée d’un promoteur IV (SEQ ID N°1).

Un vecteur d’expression comprenant au moins une séquence d’acide
nucléique codant pour tout ou partie d’un polypeptide placé sous le contrdle de tout
ou partie du promoteur IV renfermant I’élément GAS (5-TTCTGATAAA-3) et la
boite E (5~CACGTG-3') peut notamment consister en un vecteur tel que décrit dans
la demande de brevet frangais N° 97 04954 dont le contenu fait partie de la présente
demande.

L’invention concerne également des méthodes telles que définies ci dessus

permettant d’identifier des composés candidat susceptibles d’inhiber I'expression des
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génes codant pour les molécules MHC de classe II lorsque celle-ci est deésirée,
notamment dans des conditions pour lesquelles on souhaite agir aprés induction par
une cytokine, et plus particulierement par I'interféron y.

De nombreuses affections, directement ou indirectement, liées a un trouble
de I’expression des génes codant pour les molécules MHC de classe II sont décrites
dans la littérature. Citons pour exemple, des affections telles que le diabete insulino
dépendant, la sclérose en plaque, la polyarthnte rhumatoide ou le lupus érythémateux
dont I'une des composantes pourrait étre une sur-expression des génes codant pour
les molécules MHC de classell.

D’autres caractéristiques et avantages de la présente invention apparaitront
a la lecture des exemples ci-apres, illustrés par la figure 1. Toutefois, I'invention ne
saurait se limiter au contenu desdits exemples.

La Figure 1 présente les différents éléments impliqués dans la régulation de
I’expression induite par les cytokines des genes placés sous le contrdle du promoteur

V.

EXEMPLES.

Matériel et Méthodes

Les cellules

Les lignées cellulaires Me67.8 (mélanome) et THP1 (monocyte) sont
cultivées dans un milieu RPMI-1640. Les lignées 2FTGH ( fibrosarcome) et U3A
(lignée 2FTGH n’exprimant pas STAT1) sont cultivées sur milieu de Dulbecco
modifié. Les milieux sont complémentés avec 10% de sérum de veau faetal, 10 U/ml
de pénicilline, 10 mg/ml de streptomycine et 2 mM de glutamine. Les incubation sont
réalisées a 37°C sous 5% de CO2.

Genes reporteurs.

L’expression des génes reporteur est mesurée par RT-PCR quantitative

comme décrit dans Sperisen et al., 1992, PCR Meth Appli. 1, 164-170. Les
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transfections, la préparation des ARN et les analyses par RT-PCR sont réalisées
comme précédemment décrit (Muhlethaler-Mottet et al., 1997, EMBO J,, 16, 2851-
2860). Le plasmide PIV-308 renfermen le fragment -308 a +75 de la région
flanquante du promoteur IV du gene CIITA sous cloné en aval du géne codant pour
la béta globuline de lapin du plasmide pGBG(+). L’activité du promoteur est mesurée
par Phosphoimager.

Tests de protection de la dégradation par la RNAse.

Les essais sont réalisés sur 10 pg d’ARN par réaction selon la technique
décrite dans Steimle et al., 1993, Cell, 75, 133-146.

Oligonucléotides utilisés.

NGE :5'-GGCCAGGGATTGGGATGCGAGTTCTGATAA
AGCAGGTGGTGGCCACAG-3'; E:5'-gggAAAGCACGTCCTGGCC-3'

Analyse de la mobilité électrophorétique (EMSA)

Les cellules mises en oeuvre sont ou non stimulées par l'interféron vy
(500U/ml) pendant 30 min avant la préparation des extraits nucléaires selon la
methode décrite par Harroch et al., 1994, EMBO J., 13, 1942-1949.

Les oligonucléotides radiomarqués a I’une de leur extrémites par ’addition
de [y-32P] ATPsont hybridés a leur séquence complémentaire et purifiés par
electrophorese sur gel de polyacrylamide de maniére a obtenir des sondes marquées
d’ADN double brin correspondant a tout ou partie du promoteur IV de CIITA.

Pour I’étude de fixation des facteurs protéiques sur la sonde NGE, 6ug de
protéines extraites des noyaux des cellules sont mélangés avec 2.10" cpm de sonde
d’ADN, 1.25 ug de poly (dl) (dC) (Pharmacia), 0.5 png d’ADN simple brin de E.
Coli, avec ou sans compétiteur, dans un volume final de 20 ! [20 mM Tris-HCI pH
7.9, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5% (v/v) glycérol, 5 mM dithiothréitol, 1 mM
spermine et 100 pg de BSA]. Les conditions de fixation des facteurs sur la sonde G
sont identiques hormis pour : pas de poly (dI) (dC), pas d’ADN de E coli.

La protéine STAT1 recombinante, putifiée et activeée et la protéine USF1
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purifiée et recombinante sont utilisées dans des conditions identiques.

Apres addition de la sonde nucléique radiomarquée, le mélange est incubé
pendant 30 minutes a 20°C.

Pour les expériences de «supershift», les anticorps sont ajoutés et le mélange
est placé 20 minutes a 4°C avant de réaliser une électrophoreése sur gel de
polyacrylamide 5%. Aprés séqhage, le gel est autoradiographi€. Les résultats sont
determines par Phospholmager.

Exemple 1: Mise en évidence de deux types de complexe pouvant se
former au niveau de la région GAS/boite E.

Afin d’étudier les complexes ADN/Protéine qui peuvent se former au niveau
de la région renfermant les éléments de régulation en cis GAS/boite E du promoteur
IV inductible par I'interféron y que le déposant avait précédemment identifié
(Mubhlethaler-Mottet et al., 1997, EMBO J., 16, 2851-2860), des essais de mobilité
électrophorétiques ont été réalisés avec des sondes ADN couvrant cette région
(NGE) et avec |'extrait nucléaire des cellules Me67.8, aprés ou sans induction par
'interferon v.

Avec I'extrait nucléaire préparé a partir de cellules non stimulées, on constate
qu’'un complexe, noté L pour «lower , est formé entre I’ADN sonde et au moins une
protéine présente dans |’extrait nucléaire.

Avec Pextrait nucléaire préparé a partir de cellules stimulées par I'interféron
v, on constate qu’un autre complexe est formé, noté U pour «upper» qui présente
une mobilité électrophorétique moindre.

Afin d’étudier la spécificité et le site de fixation a ’ADN de chacun des
complexes identifiés, nous avons réalisé des expériences de compétition en présence
de sondes spécifiques de I’élement GAS (G) et de la boite E (E). Les résultats
montrent que le complexe L est seulement déstabilisé en présence de la sonde de
compétition E, que I'extrait nucléaire provienne de cellules stimulées ou non par

I'interféron v. Par contre, la formation du complexe U est inhibée par les sondes de
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compeétion G et E. Ces résultats indiquent par conséquent que le complexe L fait
intervenir une protéine capable de se fixer sur la boite E, qui est présente dans les
cellules non stimulées et qu’aprés stimulation par I'interféron y, un nouveau complexe
peut se former. Nous avons par ailleurs montré par des expériences de mutagénése
dirigées sur les élements GAS et boite E que la fixation de ce complexe U sur ’ADN
n’est possible qu’en présence des sequences GAS et boite E sauvages.

Ces expériences permettent de conclure que le complexe U est formé d’au
moins un facteur capable de se lier a la boite E et d’une protéine activée par
I'interféron y qui se lie a I'élément GAS. Un candidat possible pour ce second facteur
protéique est la protéine STAT1 (Decker et al., 1991, EMBO J, 10, 927-932).

Exemple 2 :

Afin d’évaluer directement le rdéle de STATI! dans la régulation de
Iexpression du géne CIITA apres activation par 'interféron v, la capacité d’induction
du gene CIITA a été étudiée dans une lignée cellulaire déficiente pour STAT1 (U3A)
et dans une lignée cellulaire exprimant STAT! (2FTGH), dans des conditions
d’activation par 'interféron v.

Contrairement a ce que I’on observe dans la lignée 2FTGH, dans la lignée
U3A, I'expression des ARN messagers de CIITA ou ’activation du promoteur IV de
CIITA ne sont pas induits par la cytokine comme le montrent des expériences de
protection a la RNAse et 'analyse de la fonction promotrice par construction de géne
reporteurs exprimés sous le contréle du promoteur a analyser.

Les résultats indiquent que STAT1 contrdle I’activation par I'interféron y du
promoteur IV de CIITA. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Merraz et
al., 1996, Cell, 84, 431-442 montrant que les ARN messagers de CIITA ne peuvent
pas €tre induits par 'interféron v dans les macrophages issus de souris STAT -/-.

Afin d’analyser le role de STAT au niveau du promoteur IV de CIITA et sa
presence au niveau du complexe U, ledit complexe protéique, associé a la sonde NGE

marquée a €t€ analysé par «supershifi» avec des anticorps monoclonaux spécifiques
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de STATI. Alors que des anticorps monoclonaux non spécifiques n’ont aucun effet
sur la migration éléctrophorétique des complexes ADN/proteine U, les anticorps
monoclonaux anti-STAT retardent considérablement la migration du complexe U,
méme pour de fortes dilutions (1/2000), alors que la migration du complexe L
demeure inchangée. Ceci confirme que la protéine STATI1 est bien I'un des
composants du complexe U.

Exemple 3 :

Des essais fonctionnels ont permis de mettre en évidence le role majeur joué
par la boite E lors de I'induction par I'interféron v. La séquence nucléique de la boite
E du promoteur IV de CHTA présente la séquence consensus CACGTG
précédemment décrite comme site de fixation sur I’ADN des protéines
hélice/boucle/hélice/leucine zipper.

L’utilisation d’anticorps spécifiques du facteur USF1 ont permis de montrer
la présence de ce facteur au sein des complexes protéiques U et L. Afin de confirmer
que le facteur USF1 est capable de se fixer sur le promoteur IV de CIITA, des
expériences de EMSA ont été réalisées en présence de protéine recombinantes USF1.
Les résultats montrent que la protéine USF1 est effectivement présente dans les
complexes U et L et se fixe spécifiquement sur le promoteur I'V de CIITA.

Exemple 4 :

Nous avons ensuite analysé si les protéines STAT1 et USF1 formaient le
complexe U de maniére coopérative aprés induction par I'interféron y. Pour cela, des
analyses EMSA ont permis de montrer que contrairement au facteur recombinant
USF1 qui peut, seul, se fixer sur la sonde radiomarquée NGE, le facteur STAT1 ne
peut pas, par lui-méme, se fixer sur la méme sonde.Par ailleurs, I’addition de quantités
croissantes de STAT activé a une quantité donnée d’USF1, en présence d’un exces
de sonde NGE libre, favorise la formation de complexes STAT1/USF1 plutot que la
fixation de I'USF1 seul. La quantité de sonde associée aux deux facteurs montre que

la fixation de STAT1 et de USF1 est effectuée de maniére coopérative car les
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quantités de sonde liée audit complexe (17%) est environ deux fois plus €levée que
la somme de sonde fixée au facteur USF1 seul (7.6%) et au facteur STAT! seul
(0%).

Cette fixation coopérative est également observée avec des extraits nucléaires
issus de cellules non stimulées Me67.8 et de facteur STAT1 recombinant active. Les
complexes formés avec les protéines recombinantes présentent les mémes profils de
migration électrophorétiques que ceux obtenus avec des extraits nucléaires de cellules

Me67 .8 stimulées par I'interféron .
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REVENDICATIONS

1 - Méthode pour déterminer st un composé candidat est capable d’inhiber la
fixation entre les polypeptides STAT1 et USF1 comprenant les étapes suivantes :

(a) disposer de tout ou partie du polypeptide STAT1 présentant la propriété
de se fixer a la polypeptide USF1,

(b) disposer de tout ou partie du polypeptide USF1 présentant la propriété de
se fixer a la polypeptide STAT],

(c) mettre en contact lesdits polypeptides tels que définis en (a) et (b) avec
undit composé candidat dans des conditions permettant la fixation entre les
polypeptides STAT1 et USFI,

(d) mesurer la fixation entre les polypeptides STAT1 et USFI,
et (e) comparer cette mesure-avec la mesure de la fixation entre les polypeptides
STAT1 et USF1 observée dans les mémes conditions expérimentales en absence dudit
composé candidat, une diminution de la fixation permettant de conclure que ledit
compose candidat est capable d’inhiber la fixation entre les polypeptides STAT1 et
USF1.

2 - Meéthode selon la revendication 1 caractérisée en ce que l'étape (d)
consiste en la mesure de la formation de complexes comprenant STAT1, USF1 et une
séquence d’acide nucléique double brin comportant I'élément GAS (5'-
TTCTGATAAA-3'") et la boite E (5'-CACGTG-3").

3 - Méthode selon la revendication 1 caractérisée en ce que I’étape (d)
consiste en la mesure de I’expression d’une séquence d’acide nucléique codant pour
tout ou partie d’un polypeptide, ladite expression étant placée sous le contréle d’une
séquence promotrice renfermant I’élément GAS (5-TTCTGATAAA-3") et la boite
E (5'-CACGTG-3"), ou sa séquence complémentaire.

4 - Méthode selon la revendication 2 ou 3 caracterisée en ce que ladite

séquence d’acide nucléique double brin ou ladite séquence promotrice,
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respectivement, renferme tout ou partie du promoteur IV (SEQ ID N°1), ou de sa
sequence complémentaire.

S - Méthode selon les revendications 3 ou 4 caractérisée en ce que lednt
polypeptide est le polypeptide CIITA ( SEQ ID N°2).

6 - Méthode selon les revendications 3 ou 4 caractérisée en ce que ledit
polypeptide est le polypeptide (3 globine de lapin, la luciférase ou la 3 lactamase.

7 - Méthode selon les revendications 3 a 6 caractérisée en ce que la mesure
de I'expression de ladite séquence d’acide nucléique est réalisée dans des conditions
permettant I'induction de ladite expression par une cytokine, et de préférence par
I'interféron vy.

8 - Méthode pour déterminer si un composé¢ candidat est capable d’inhiber
I'expression d’une séquence d’acide nucléique codant pour tout ou partie d’un
polypeptide placé sous le contrle de tout ou partie d’'un promoteur renfermant
’élément GAS (5'-TTCTGATAAA-3") et la boite E (5-CACGTG-3') comprenant les
€tapes suivantes:

(a) disposer de tout ou partie d'un polypeptide STAT1 présentant la propriete
de se fixer a la protéine USF1 et sur I’élement GAS (5-TTCTGATAAA-3"),

(b) disposer de tout ou partie d'un polypeptide USF1 présentant la proprieté
de se fixer a la protéine STAT1 et sur la boite E (5'-CACGTG-3"),

(c) disposer d’une séquence d’acide nucléique codant pour tout ou partie
d’un polypeptide dont I’expression est placee sous le controle de tout ou partie d'un
promoteur renfermant I’élément GAS (5-TTCTGATAAA-3") et la boite E (5'-
CACGTG-3",

(d) mettre en contact lesdits polypeptides tels que définis en (a) et (b), une
dite séquence d’acide nucléique telle que définie en (c) et undit composé candidat,

(e) mesurer I’expression de ladite une séquence d’acide nucléique,
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et (f) comparer cette mesure avec la mesure de I’expression de ladite séquence
d’acide nucléique observée dans les mémes conditions expérimentales, notamment
d’activation de I’expression, en absence dudit composé candidat, une diminution de
ladite expression permettant de conclure que ledit composé candidat est capable
d’inhiber I’expression d’une séquence d’acide nucléique codant pour tout ou partie
d’un polypeptide placé sous le contrdle de tout ou partie d’un promoteur renfermant
I'élement GAS (5-TTCTGATAAA-3") et la boite E (5-CACGTG-3").

9 - Méthode pour déterminer si un composé candidat est capable d’inhiber
Pactivation par une cytokine, de préférence par I'interféron v, de I expression d’une
séquence d’acide nucléique codant pour tout ou partie d’un polypeptide placé sous
le contréle de tout ou partie d’un promoteur renfermant I’élément GAS (5-
TTCTGATAAA-3") et la boite E (5-CACGTG-3") comprenant les €tapes suivantes:

(a) disposer d’une lignée cellulaire exprimant les polypeptides STATI et
USF1 naturels et fonctionnels,

(b) transfecter ladite lignée cellulaire avec un vecteur d’expression
comprenant au moins une séquence d'acide nucléique codant pour tout ou partie d’un
polypeptide placé sous le contréle de tout ou partie d’'un promoteur renfermant
I"élément GAS (5-TTCTGATAAA-3") et la boite E (5'-CACGTG-3"),

(c) mettre lesdites cellules en contact avec undit composé candidat ou
transfecter les cellules avec un vecteur d’expression permettant I’expression d’undit
composé a 'intérieur desdites cellules, dans des conditions autorisant I’activation de
Pexpression de la séquence d’acide nucléique par une cytokine , de préférence par
I'interféron vy,

(d) mesurer I’expression de ladite une séquence d’acide nucléique,
et (e) comparer cette mesure avec la mesure de I'expression de ladite une
séquence d’acide nucléique observée dans les mémes conditions experimentales,
notamment d’activation de I’expression, en absence dudit composé candidat, une

diminution de ladite expression permettant de conclure que ledit composé candidat
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est capable d’inhiber I'activation par une cytokine, de préférence par I'interferon v,
de P'expression d’une séquence d’acide nucléique codant pour tout ou partie d’un
polypeptide placé sous le contrdle de tout ou partie d’'un promoteur renfermant
I"¢lement GAS (5'-TTCTGATAAA-3") et la boite E (5'-CACGTG-3").

10 - Méthode selon la revendication 9 caractérisée en ce que la lignée
cellulaire est la lignée Me67.8.

11 - Méthode selon les revendications 8 a 10 caractérisée en ce que ladite
séquence d’acide nucléique code pour tout ou partie du polypeptide CIITA (SEQ ID
N°2).

12 - Méthode selon les revendications 8 a 10 caractérisée en ce que ladite
séquence d’acide nucléique code pour tout ou partie d’un gene reporteur, plus
particulirement pour tout ou partie de la  globine de lapin , de la luciférase ou de
la B lactamase.

13 - Méthode selon les revendications 8 a 10 caractérisée en ce que ledit
promoteur renfermant I’élément GAS (5-TTCTGATAAA-3") et la boite E (5'-
CACGTG-3") est le promoteur IV (SEQ ID N°1).

14 - Méthode selon les revendications 8 & 13 caractérisée en ce que la mesure
de I'expression de ladite séquence d’acide nucléique consiste en la mesure des ARN
messagers spécifiques exprimés a partir de ladite séquence d’acide nucléique.

15 - Méthode selon les revendications 8 & 13 caractérisée en ce que la mesure
de Pexpression de ladite séquence d’acide nucléique consiste en la mesure du

polypeptide exprimé.
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GGGGAGAAGTCAGAGGTAACCTTGCCCCCTCCCTCAATTCCAGATGAGGAAATTCAGGCC
TGAAAAGGGAAAGTGACCACCTCAAAGTCTCATGCCTTGGAGGACCCAGCAGGAATCCAA
GACCTCTGAAAAGGACCGGCAGGGCTCTTGCCACGGCTGGGGGTGTGGTCATGGTAACAC
AGGTTTTCCATCCATGGAAGGTACCTGAGGGATTTTCTCTTCCTCCCTAGGGCCAGCATC
AGAGGAGTGAATAGCTCAGTTAGCTCATCTCAGGGGCCATGTGCCCTCGGAGGTGGTTTG
CCACTTTCACGGTTGGACTGAGTTGGAGAGAAACAGAGACCCACCCAGGGGTGGGGACAA
GCTCCCTGCAACTCAGGACTTGCAGATCACTTGCCCAAGTGGCTCCCTAGCTCCTGGCTC

NfkB

CTGGCCCGGGGCCTEGGACTCTCCECGARGTGGGGCTGGCCACTGTGAGGAACCGACTGG

NFGMa GAS  Ebox
AGGCAGGGACCTCTTGGATGCCCCAGGCAGTTIGGGATGCCAAT TCTGATAAAFCACGTES

TGGCCACAGTAGGTGCTTGGTTGCTCCACAGCCTGGCCCGAGCTCAGCGCTGCAGAA&EE

IRF1/2
AAGTGAAAGaSAAAAAGAACTGCGGGGAGGCGGGGAGGTAGGATGACCAGCGGACGAGCT

+ 1
GCCACAGACTTGCCGCGGCCCCAGAGLCTGGCGGGAGGE

CCGAGCCCGGEGAACAGCGGLAG

Figure 1
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<120>

Transgene SA

LISTAGE DE SEQUENCE

PCT/FR99/00376

Méthode de criblage de composés capables d'inhiber la

fixation entre le facteur de transcription STAT1 et le
facteur de transcription USF1

<130>

<140>
<l41>

<150>
<151>

<160> 2
<170>

<210> 1
<211> 6
<212>
<213>

<400> 1

ggggagaagt
tgaaaaggga
gacctctgaa
aggttttcca
agaggagtga
ccactttcac
gctccctgca

ctggcccggg
aggcagggac
tggccacagt
aagtgaaagg
gcca

<210> 2

<211> 4441
<212> ADN
<213> Homo

<400> 2

cagacttgcc
gceeggggaa
gctacctgga
agatggacct
tcaactgcga
aggcttatgce
gcctgagcaa
agatgccagce
cagacctgaa
tgggaccagt
aggagccagc
ccagttcctc
tctccactct
tattcatcta
ccgtccacgg

D17374

FR 98 02025
1998-

02-19

PatentIn Vers.

sapiens

cagaggtaac
aagtgaccac
aaggaccggc
tccatggaag
atagctcagt
ggttggactg
actcaggact
gcctgggact
ctcttggatg
aggtgerrgg
gaaaaagaac

sapiens

gcggcccecag
cagcggcagce
gcttcttaac
ggctggagaa
ccagttcagc
caatatcgcg
ggacattttc
agaagttggg
gcactggaag
gagcgactgce
ctccggecag
gttgagctgc
gccccatggg
ccatggtgag
cctcccaaca
cctgecccagce

.0

cttgcccect
ctcaaagtct
agggctcttg
gtacctgagg
tagctcatct
agttggagag
tgcagatcac
ctccecgaag
ccccaggceag
ttgctccaca
tgcggggagg

agctggcggyg
tcacagtgtyg
agcgatgctg
gaagagattg
aggctgttgt
gaactggacc
aagcacatag
cagaaaagtc
ccagctgagce
tccaccctge
atgcgcctgg
ctgaatctcc
ctctggcaaa
gtgccccagg
tctccagacc
atgcctgaac

ccctcaattc
catgccttgg
ccacggcetgg
gattttctct
caggggccat
aaacagagac
ttgcccaagt
tggggergge
ttgggatgece
gcctggeecy
cggggaggta

agggagaggc
ccaccatgga
acccecctgtg
agctctactc
gtgacatgga
agtatgtctt
gaccagatga
agaaaagacc
ccececactgt
cctgecetgec
agaaaaccga
ctgagggacc
tctctgaggce
ccagccaagt
ggccaggctce
ctgccctgac

cagatgagga
aggacccagc
gggtgtggte
tcectecectag
gtgcecctcgg
ccacccaggyg
ggctccctag
cactgtgagg
acttctgata
agctcagcge
ggatgaccag

caccagcagc
gttggggcece
cctcetaccac
agaacccgac
aggtgatgaa
ccaggactcc
agtgatcggt
cttcccagag
ggtgactggce
actgcctgeg
ccagattccc
catccagtect
tggaacaggyg
acccectcecce
caccagceccecc
ctcecegagea

aatctcaggcc
aggaatccaa
atggtaacac
ggccagcatc
aggtggtteg
gtggggacaa
ctcctggcete
aaccgactgg
aagcacgtgg
agaaaga

O

gecgegeggga
ctagaaggtg
ttctatgacc
acagacacca
gagaccaggg
cagctggagg
gagagtatgg
gagcttccgg
agtctcctag
ctgttcaacc
atgecectttct
cccacca

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

664

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
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agcacaagac
aatggcctga
ccgcaggcecc
gcagcagcaa
cccaaggagg
cacgagtgat
tgagccgggce
gccattgctt
gcccacagcec
gcgttctget
gcacgtgcgg
tccagaagaa
tggtccagag
aggcccaggce
gagccctgac
tgtgccgggce
tgcecctccac
cceceecggggc
gtaccctaca
gcttagtcca
tgcaatgctt
tccecgecagta
gcgtgccacg
tactcgggcece
tgaagcggcet
cccacgaggc
tctecttttct
aggcggcggg
tggggagcect
tggcgetgtyg
agaagttcac
agcttgtgca
ctgttcggga
tccccaaact
cgctgagtga
agctgaagtc
acaaactcgc
ataactgcat
ccctecegggt
tcggaggtgt
ccaggaacac
tggacaggca
acacagctct
ctggttcagg
acacaggccc
cggtccaccc
ccagagggag
gaaagtactt
agtggtgcga
tcagcctccce
ttttagtaga
gtgatccacc
gggccacaga
ccgggcecactce
aggctgggct
gccaaagcca
gggacactaa
cttttttcac
a

gtcccccacc
gceggtggag
ggatggcatc
gagcctggag
cctggctgag
tgctgtgctg
ctgggcttgt
gaaccgtccg
actegtggceg
catcctagac
accggcaccg
gctgctccga
cctgagcaag
atacgtgatg
gctececteegg
agtgtgccag
gctcacggga
cctggcagag
ggaggaccag
acacccaccg
cctgggggcece
cctagceattg
ctttctggct
atcggcggcet
gcagceggygy
cgaggaggct
gggecacccge
ccaagacttc
cgtgggactc
ggagtccctg
catcgagcct
gactcagagg
cctaaagaaa
ggtgcggatc
gaacaagatc
cttggaaacc
cgaggcccectg
cigcgacgeg
gatggacgca
cctcatgtgg
ctgcaacaac
tgttctctga
tctccaggcet
gttggcecect
ggctccagge
aggagcccecceg
tgacagaggc
ctttttttre
tctgggttca
gagtagctgg
gacagggttt
cacctcagcc
gaaagtactt
agaagacact
tcagtggcag
aagctaggcc
tggggcggty
tacattataa

caatgcccgg
cagttctacc
ctagtggagg
cgggaactgg
gtgctgttgg
ggcaaagctg
ggccggcettce
ggggatgcct
gccgatgagg
gccttecgagg
gcggagecct
ggttgcaccc
gccgacgecce
cgctactttg
gaccggeccac
ctctcagagg
ctctatgtcg
ctggeccaagc
ttcccatccg
cgggccgcag
ctgtggctgg
accccaagga
gggctgatct
gcctcggtgg
acactgecggg
ggaatttggc
ctcacgectce
tccectggacc
agctgtgtca
cggcagcatg
ttcaaagcca
acgagaagtt
ctggagtttg
ctcacggcect
ggggacgagg
ctcaatctgt
ccttecgetcg
ggagccgaga
agttcacggc
agacgctggce
aggattcacg
ggacactaac
gtatcccatg
gcccggetge
tcectttageg
aggccttctce
agccccatte
atttttagac
ctgcaacctc
gactacaggc
tgccatgttg
tcccaaagtg
ctccacecctg
gatgggcaac
gctgettttyg
tggccagatg
agaggggaac
atgtctcttt

cagctggaga
gctcactgca
tggatctggt
ccaccccgga
ctgccaagga
gtcagggcaa
cccagtacga
atggcctgeca
ttttcagcca
agctggaagc
gctccectecg
tcctcctcac
tatttgagct
agagctcagg
ttcttctcag
ccctgctgga
gccrgetggyg
tggcctggga
cagacgtgag
agtccgagcet
ctctgagtgg
agaagaggcc
tccagcctcce
acaggaagca
cgcggcagct
agcacgtggt
ctgatgcaca
tccgcagcac
ccecgtttcag
gggagaccaa
agtccctgaa
cctcggaaga
cgctgggccc
tttccteccet
gtgtctcgea
cccagaacaa
ctgcatccct
gcttggctcyg
tgceggggee
gatgtggacg
gatcagcctg
cacgctggac
aggcctcage
ggaatgaacc
cccagttggg
tgaaggacat
tgcctgcccea
agagtctcac
cgecctcttgg
acccaccatc
gccaggcetgyg
ctggggatta
ctctccgacc
ccccagectyg
tctatgggac
caccaggccc
agactggaag
aatgtcacaa

ggtctccaac
ggacacgtat
gcaggccagg
ctgggcagaa
gcaccggcegyg
gagctattgg
ctttgtcttc
ggatctgctc
catcttgaag
gcaagatggc
ggggctgctg
agceccggecce
gtccggcectte
gatgacagag
tcacagccac
gcttggggag
ccgtgcagcece
gctgggeege
gacctgggcg
ggccttcccce
cgaaatcaag
ctatgacaac
cgececegetge
gaaggtgctt
gcttgagctyg
acaggagctc
tgtactgggc
tggcatttgc
ggctgcecttg
gctacttcag
ggatgtggaa
cacagctggg
tgtctcaggce
gcagcatctg
gctctcagcc
catcactgac
gctcaggeta
tgtgcttccg
cagcagctcyg
cccaccatce
agatgatccc
cttgaactgg
atcctggcac
acatcttgcect
tggatgcctyg
tgcggacagce
ggcccctgcee
tgttgcccag
gttcaagcga
atgtctggct
tctcaaactc
caagcgtgag
agacaccttg
ctaattccce
tcaatgcact
ttagcaggga
cacagcttca
aaaaaaaaaa
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aagcttccaa
ggtgccgagce
ctggagagga
cggcagcetgg
ccgegtgaga
gctggggcag
tctgteecct
ttctecectgg
agacctgacc
ttcctgcaca
gccggecttt
cggggcecgcec
tccatggagc
caccaagaca
agccctactet
gacgccaagce
ctcgacagcc
agacatcaaa
atggccaaag
agcttcctcc
gacaaggagc
tggctggagg
ctgggagccce
gcgaggtacc
ctgcactgcg
cccggecgcec
aaggccttgg
ccctectggat
agcgacacgg
gcagcagagg
gacctgggaa
gagctccctg
ccccaggctt
gacctggatg
accttcccecce
ctgggtgcce
agcttgtaca
gacatggtgt
ctgccagcect
cattcagtgt
agctgtgctc
gtacttgtgg
ccggcccctg
ctgctgacag
gtggcagctg
cacggccagg
accctgggga
gectggegtge
ttcttctgcect
aatttttcat
ttgacctcag
ccactgcacce
acagggcaca
agattgcaac
gacattgttg
aacagctaat
tttecctgtgt
aaaaaaaaaa

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
32490
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4441
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