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(5§7) Abstract

The invention concemns a novel human polypeptide defensin, homologous of HNP-4, its genomic DNA and DNAc, vectors, cells
' transformed by said vectors, the use of said polypeptide as antibiotic, cytotoxic, repairing and endocrine regulating agent or as pesticide
‘as well as cosmetic or pharmaceutical composttions for treating microbial infections, in particular bacterial, fungal, and viral, or parasitic,
cancers, inflammation and immunodeficiency. The invention also concemns diagnostic methods and kits for determining a microbial or

parasitic infection and an inflammation, or for detecting predisposition to immunodeficiency or cancerous diseases.

(57) Abrégé

-

La présente invention conceme une nouvelle défensine polypeptidique humaine Def-X, homologue de I'HNP-4, son ADN génomique
et ADNc, des vecteurs, des cellules transformées par lesdits vecteurs, 1'utilisation dudit polypeptide comme agent antibiotique, cytotoxique,

de réparation et de régulation endocrine ou comme pesticide ainsi que des compositions cosmétiques ou pharmaceutiques pour le traitement
des infections microbiennes, notamment bactérienncs, fongiques, et virales, ou parasitaires, de cancers, de I'inflammation et de déficit
immunitaire. L'invention conceme également des méthodes et des kits de diagnostic pour la détermination d’une infection microbienne ou
parasitaire et d'une inflammation, ou pour le dépistage de prédisposition 2 des déficiences immunitaires ou des maladies cancéreuses.
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DEFENSINE HUMAINE DEFR-X, GENE ET cDNA, COMPOSITION LES CONTENANT ET APPLICATIONS AU
DIAGNOSTIC ET A LA THERAPIE

La presente invention concernc unc nouvelle défensine polypeptidique
humaine Def-X, homologue de I'HINP-4, son ADN génomique ¢t ADNc.

L’invention concerne également des vecteurs de clonage et d'expression, des
cellules transformées par lesdits vecteurs. L’invention a aussi pour objet 1'utilisation
desdits polypeptides comme- agent antibiotique, cytotoxique, de réparation ct de
régulation endocrine ou comme pesticide ainsi que des compositions cosmétiques ou
pharmaceutiques pour le traitement des infections microbiennes, notamment
bactériennes, fongiques, ¢t virales, ou parasitaires, de cancers, de 'inflammation et de
déficit immunuaire. Enfin, 'invention comprend des méthodes et des kits de diagnostic
pour la détermination d’une infection microbienne ou parasitaire et d'unc inflammation,

ou pour le dépistage de predisposition a des déficiences immunitaires ou des maladies
cancereuses. '

Les substances antimicrobiennes sont des éléments primordiaux de la
défense des organismes multicellulaires. Parmi ces substances, on trouve a2ussi bien des

composés inorganiques simples (péroxyde d'hydrogene, acide hypochloreux, oxyde
nitriquc) que des peptides et protéines complexes. lls sont présents sur les premieéres

lignes de défense, a la surface des muqueuses de différents organes, notamment dans les

cellules épithéliales de l'intestin et des poumons, selon les espéces, ainsi que dans les

organelles microbicides des cellules phagocytaires d'origine hématopoiéticue, ou ils
furent tout d‘abord mis en évidence. Leur synthése de novo ou leur libération a pamr de
sites de stockage - organelles de type lysosomes, granules cytoplasmiques, capables de
les stocker sous une forme inactive ou latente - peuvent étre induites rapidement, ce qut
les rend particulierement importants dans les phases précoces de résistance aux
infections (Martin et al., 1995). '

Les protéines antimicrobiennes d'une taille inférieure & cent acides aminés

sont arbitrairement appelées peptides antimicrobiens. Plusieurs families de peptides
antimicrobiens ont été identifiées, qui différent quant 3 la présence en leur sein de ponts

disulfures, quant a leur composition en acides aminés, a leur conformation structurelle et

'a leur spectre d'activité. Les peptides antimicrobiens comportant six cvsiéines

conserveées forment la famille des défensines. Cette famille est composée de peptides
antimicrobiens présents dans de nombreuses espéces, abondants, d'environ 3-4 kDa
(Ganz et Lehrer, 1994). Ces peptides sont formés de 30 a 40 acides aminés, dont six
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cystéines invariantes qut forment trois liens disulfides intramcléculaires. lls ont une
conformation complexe, sont amphipathiqucs, riches en feuillets béta anti-paralléles,
mais dépourvus d'hélices alpha (Lehrer et Ganz, 1992). L'action antimicrobicnne des
défensines résulterait de leur inscrtion dans les membranes des cellules cibles,

5 permettant la formation de canaux voltage-dépendants. White et al. (1995) déerivent les
mécanismes possibles d'insertion membranaire et de formation de pores multimériques *
par les défensines, qui permettent la perméabilisation des membrances des cellules cibles,
par exemple des cellules microbiennes ou tumorales. La structure cristallographique de
la défensine humaine de neutrophile HNP-3 (voir ci-dessous) a é1é déterminée, ¢t un

10  mécanisme particulier de dimérisation des défensines humaines de neutrophile est en
outre suggeéré. La connaissance élargie de cette famille de peptides et la comparaison de
leurs séquences et spectres d’activité permettront dec micux comprendre ces mécanismes
et leurs spécificités, ainsi que les résidus acides aminés plus particuliérement impliqués
dans ces phénomeénes.

15 Les défensines se répartissent en trois familles de peptides, structureliement
différents : lcs défensines "classiques”, les béta-défensines ct les défensines des inscctes.
Ces familles présentent des différcnces concernant la position ct l'espacement des
résidus cystéines conserves, ainsi que ccux d'autres acides aminés conservés (proling,
glycine) (Ganz et Lehrer, 1995).

20 Les défensines humaines, de type classique, proviennent essenticlicment de
deux sources. Elles ont d'abord ét¢ identifiées par purification peptidique a partir
d'extraits de neutrophiles. Quatre défensines ont ainsi été isolées: "human neutrophil
peptides” HNP-1, HNP-2, HNP-3, et HNP-4. Les trois premieres sont des produits
différents du méme gene (Ganz et Lehrer, 1995). Ces trois peptides représentent 99 %

25  du contenu des neutrophiles en défensines, alors que HNP-4 y est aussi présent, mais a
des concentrations 100 fois plus faibles. Plus récemment, deux deéfensines entériques
humaines, HD-5 et HD-6, ont été caractérisées dans I'intestin gréle et plus précisément
dans les cellules de Paneth (Bevins et al.,, 1996). Alors que 16 geénes de défensines
entériques ont été mis en évidence chez la souris, seuls ces deux homologues ont ét¢

30 1dentifiés chez I'homme (Mallow et al., 1996).

Les défensines ont une action antimicrobiennc sur un large spectre dc
microorganismes in vitrro (Martin et al.,, 1995). Ce spectre d'action, paniculiércmcm
large, comprend des bactéries, Gram-positives et Gram-négatives, plusieurs
champignons, des mycobactéries, des parasites dont les spirochétes et plusieurs virus a

35 enveloppe dont les virus HSV et HIV. Elles sont également cytotoxiques pour plusieurs




10

15

20

25

30

35

WO 99/11663 PCT/FR98/01864

&

2000-02-04

CA 02299560

categories de cellules normales et malignes, dont les ccllules résistantes au TNF-alpha et
au facteur cytolytique NK (Kagan ct al., 1994). La grandc quantité¢ dc cibles des
défensines ct leur abondance dans les cellules sanguines spécialisées dans la défense
immunitaire, ainsi que l'augmentation dramatique de leur concentration au cours
d'infections séverces, suggérent que ces moléeules joueraient un rdle important dans
immunit¢ naturclle aux infections et aux cancers. Notamment, l'augmentation de la
transcription des genes des défensines ct la libération de granules cytoplasmiques
contcnant des défensines pré-synthétisées en réponse a des stimuli, contribuent a Ia
réponse antimicrobienne locale, les défensines pouvant pariciper a la réaction
d'inflammation, aux processus de réparation et a la régulation endocrinc pendant
I'infection. Les défensines hématopoiétiques pourraient contribuer au phénoménce de lyse
des cellules cancéreuses, phénomeéne médié par les ncutrophiles au cours de la réponse'
immunitaire anticorps-dépendante. Le rdle physiologique précis des défensines
entériques n'est pas clairement ¢tabli. Elles pourraient endiguer la prolifération de ia
flore intraluminale ou empécher la translocation de bactérics & travers la muqueusc
intestinale (Mallow et al., 1996). L'abondance de 'ARNm de défensine dans les cellules
de Pancth renforce I'hypothese que ces cellules épithéliales joueraient un réle clé dans la
défensc immunitaire de lintestin. 1l a par ailleurs été montré que leur schéma
d'expression coincide avec l'apparition des cellules de Paneth au cours de
I'embryogenese. Mallow et al. (1996) ont suggéré que de faibles taux d'expression de
defensines enténques chez le foetus serait le témoin d'une immaturité de la défensc
locale, ce qui prédisposerait les enfants nés prématurément a des infcctions dues aux
microorganismes intestinaux.

Une concentration des défensines correspondant & 10 % du taux formal est
constatée chez des patients atteints de "specific granule deficiency”, une maladie rare du
développement des granulocytes. Les sujets atteints souffrent d'infections fréquentes,
provoquées par des bacténes communes (Ganz et Lehrer, 1995).

- Les défensines modifiées biochimiquement sont de potentiels agents
prophylactiques et thérapeutiques contre les infections (Ganz et Lehrer, 1995). La
recherche concernant ces peptides antimicrobiens ou d'autres molécules participant de

I'immunité naturelle, acquiert une importance particuliére depuis que se développent des
phénomeénes de résistance des microorganismes aux antibiotiques traditionnels (Bevins
et al., 1996). '

La structure pnmaire de défensines, notamment des défensines humaines, a
fait I'objet d'études récentes (White et al.,, 1995 ; Mallow et al., 1996). Les défensines
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classiques comprennent 29 & 35 acides aminés, mais dérivent de précurseurs -
preproprotéincs - comprenant 90 a2 100 acides aminés. La maturation protéolytique des
défensines humaines de neutrophiles en peptides matures cst couplée avee leur adressage
vers les granulocytes ; la fonction du propeptide inclurait I'inactivation de la forme
precurseur de la défensine et un support & I'acquisition de la conformation active dy ,
peptidc mature (Martin ct al.,, 1995). Les homologics peptidiques sont maximales au y

niveau des signaux peptides, et minimales au niveau des peptides matures, qui

N

comportent néanmoins six résidus cystéines totalement conservés. Si la conservation de
ces résidus semble nécessaire & I'acquisition de structures sccondaires impliquées dans
10 Tactivité des défensines, les différences de séquences existant au sein de la trés large
famille de ces peptides antimicrobiens, notamment a leur extrémité N-terminale, mais.
aussi dans d'autres régions non conscrvées, semblent étre des déterminants importants
de leur spectre d’activité, et de leur efficacité antimicrobienne ou cytotoxique.
L'identification de nouveaux membres de cette famille de peptides, et notamment de
15  défensines humaines, est donc nécessaire & la compréhension de leur mécanisme
d’action et de leur spécificité, ainsi qu'a leur utilisation comme agents anti-infecticux
et/ou cytotoxiques, ou au dessin de peptides variants présentant des spectres spéciﬁqucs'
et/ou d’efficacité diminuée ou augmentée.
Sparkes et al. (1989), ont localisé le géne codant pour HNP-1 sur le
20 chromosome 8, dans la région 8p23. Bevins ct al. (1995), ct Mallow et al. (1996). ont
localisé les deux génes codant pour HD-5 et HD-6 sur le chromosome 8, plus
precisement dans la région 8p21-pter, région incluant la région précédemment identifiéc
comme portant les défensines hématopoiétiques. Les génes codant pour les défensines .
enteriques humaines HD-5 et HD-6 contiennent deux exons, alors que ceux codant pour
25 les défensines hématopoiétiques en contiennent trois, les deux derniers exons codant

pour le prépropeptide, aussi bien chez I'homme, que chez le cobaye et le lapin (Mallow
et al,, 1996). La comparaison des séquences génomiques des génes HD-5 et HD-6 a
révélé une tres forte similarité des séquences flanquantes non codantes en 5', suggérant
que celles-ci contiennent l'information nécessaire a la tissu-spécificité de l'expression de o
30 ces genes; ces mémes régions portent en outre de nombreux sites de fixation pour des
facteurs.de transcription, dont deux sites AP2 et six sites IL6, suggérant des voies de
régulation de l'expression de ces génes au cours des processus inflammatoires. De fagon
plus générale, le trés important degré de similarité des séquences et de l'organisation
genomique des défensines HNP-1, 2, 3, 4 et HD-5 et 6, a conduit Bevins et al. (1995) a
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un modeie d'évolution tentant de relater l'organisation chromosomique de la famille, e
les fractions homologues de chaque paire de gencs.

Il est enfin intéressant de noter que la région chromosomique 8p23 est

impliquce dans de nombreuses pathologies, notamment cancéreuses © on citera par
5 excmple le carctnome hépatocelulaire (Becker et al., 1990), le cancer du poumon non &
petites cellules (Sundareshan ¢t Augustus, 1990), le cancer de la prostate (Ichikawa ct
al., 1996), ct lc carcinome colorectal (Yaremko et al., 1994). Bien que ceci n'ait jamais
éi¢ documenté, tl cst possible qu'une déficience en l'unc ou l'autre des défensines
humaincs ait un role dans la’ prédisposition & dec telles pathologies, ou dans leur
10  développement.

La présente invention concernc unc nouvelle défensine humaine, Def-X,
homologue de la défensine HNP-4.

La présente invention a donc pour objet un polypeptide isolé choisi parmi les
polypeptides suivants : .
15 a) polypeptide dont la séquence d’acides aminés est la séquence SEQ ID N° 3 ;
b) polypeptide homologue, variant, ou modifi¢ du polypeptide dont la séquence
d’acides amingés cst 1a séquence SEQ ID N° 3 ;

c) polypeptide dont la scquence d'acides aminés est la séquence d'acides aminés d'un

fragment biologiquement actif d’un polypeptide tel que défint ena) ou b) ;
20 d) polypeptide comprenant au moins un fragment tel que défini en ¢).

Dans la présente description, on cntendra désigner cgalement par
« polypeptide » une protéine ou un peptide.

Selon un mode préfére, le polypeptide selon I'invention est caractérise en ce
qu'il est constitué de I'un au moins des fragments suivants : -
25 a) peptide signal dont la séquence d'acides aminés est la séquence SEQ ID N° 4,
' correspondant a la séquence comprise entre la positicn 1 et la position 19,
extrémités comprises; de la séquence d’acides aminés SEQ ID N° 3 ;
b) région pro dont la séquence d'acides aminés cst la séquence SEQ ID N° 5,
correspondant a la séquence comprise entre la position 20 ct la position 63,
30 extrémités incluses, de la séquence d’acides aminés SEQ ID N° 3 ;
c) pc;;tide mature dont la séquence d’acides aminés cst la séquence SEQ ID N° 6,

correspondant 4 la séquence comprise entre la position 64 ct la position 94,
extrémités incluses, de la séquence d'acides aminés SEQ ID N° 3 ; ou

d) fragment homologue, variant ou modifié d'un peptide selon a), b) ou ¢).
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Dc fagon encorc préférée, les polypeptides sclon la présente invention
correspondent a la structure primaire de la défensine mature définic précédemment.

c'est-a-dire la structure correspondant & la séquences d'acides aminés SEQ ID N° 6
suvantc :
5 lie Cys ths Cys Arg Val Leu Tyr Cys e Phe Gly Glu His Leu Gly Gly Thr Cys
Phe lle Leu Gly Glu Arg Tyr Pro lle Cys Cys Tyr
ses homologucs, variants ou formes modifiées ainsi que leurs fragments biologiquement
acufs et les polypeptides les contenant.

Il est bien entendu que les polypeptides de 1'invention sont sous forme non
naturelle, c'est-a-dire qu'ils ne sont pas pris dans leur environnement naturel mais qu’ils
ont pu ctrc obtenus par purification & partir de sources naturelles ou bien obtenus par

recombinaison génétique ou par synthése chimique comme cela sera décrit Ci-apres.

10

Par « polypeptide homologue », on entend un polypeptide dont la sequence

d’acides aminés présentc au minimum 80 %, ct préférenticllement 90 %. d’acides
15  aminés en commun.

Par « polypeptide variant », on cntend désigner un polypeptide muté ou
correspondant a un polymorphisme pouvant exister, notamment chez I'étre humain et
pouvant presenter unc troncature, unc substitution, une délétion ct/ou unc addition d'au

mons un acide amin¢ comparé au polypeptide selon I’invention.

20 Par « polypeptide modifié », on entend désigner un polypeptide obtenu par

recombinaison genétique ou par synthése chimique comme cela sera décrit ci-aprés,
présentant une modification par rapport a la séquence normale. Ces modifications ';‘
pourront notamment porter sur les domaines pré-, pro- ou mature du polypeptide selon ’
I’invention, sur les acides aminés a l’or’iginc d'une spécificité de spectre ou d’efficacité

25 de l'activité, ou a l'origine de la conformation structurale, de la charge, ou de
I"hydrophobicité, et de la capacité de multimérisation et d’insertion membranaire du
polypeptide selon I'invention. On pourra ainsi créer des polypeptides d'activité
équivalente, augmentée ou diminuée, et de spécificité équivalente, plus étroite, ou plus

large. Les modifications pourront aussi porter sur les séquences impliquées dans la ,
30  maturation, le transport et I’adressage du polypcptide.

&

Par « fragment biologiquement actif » d'un polypeptide selon I'invention, on

entend désigner un fragment polypeptidique ayant conservé au moins une activité du
polypeptide dont il est issu, en particulier :

e capable d'éire reconnu par un anticorps spécifiquc d'un polypeptide selon

. . ,
35 I'invention ; et/ou
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e capable d’agir comme antibiotique ; et/ou

e capablc d’agir commec agent cytotoxique ; ct/ou

e capable dagir comme agent antitumoral : ct/ou

e capable de moduler la réparation de tissu, la régulation endocrine ou le Processus

N

d inflammation, notamment durant une infection.
Sclon 'invention, les fragments biologiquement actifs de polypeptides selon
I"invention auront au minimum 10 acides amingds, de préférence 15 acides aminés.
Comme cela a éé indiqué précédemment, parmi  les fragments
biologiquement actifs, un fragment préféré est le peptide mature de séquence d'acides
10 aminés SEQ ID N° 6. |
' Parmi les homologues du peptide mature, il faut citer les polypeptides dans
lesquels jusqu’a 5 acides aminés ont é1é modifids, tronqués i I'extrémité N- ou C-
terminale, ou bicn déléiés, ou bien ajoutés, ce qui représente environ 80 % de i
seéquence.

1S Les fragments biologiquement actifs de ce peptide mature comportent de
prefcrence de 10 a 15 acides aminés, dont I'intérét pourra étre de pouvoir étre obtenus
facilement par synthese chimique. '
Comme ccla est indique, les modifications du polypeptide mature auront
pour objectif notamment de:
20 - moduler I'activité de la défensine,
- modificr sa spécificité, tant au niveau des microorganismes sur lesquels clle est active
que sur sa localisation tissulaire,
- modifier sa biodisponibilité.
Les composés précédents peuvent étre obtenus en utilisant 1a chimic
25  combinatoire, dans laquelle il est possible de faire varier systématiquement des parties
de polypeptide avant de les tester sur des modéles, cultures cellulaires ou des
microorganismes par exemple, pour sélectionner les composés les plus actifs ou
présentant les propriétés recherchées.
La synthesc chimique préscnte égaiement |'avantage de pouvoir utiliser :
30 - des acides aminés non naturels, ou
- des liaisons non peptidiques.

Ainsi, afin d’améliorer la durée de vie des peptides, il pourra étre intéressant
d’utiliscr des acides aminés non naturels, par exemple sous forme D, ou bien des
analogues d’acides aminés, notamment des formes soufrées par exemple.
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Enfin, la structure de la défensinc mature ou de scs homologucs, variants ou
modifics, de méme que les fragments correspondant, pourront étre integrés dans des
structures chimiques de type polypeptidique ou autres. Ainsi, il pourra étre intéressant de
prevorr aux extrémités N- et C-terminales des composés non reconnus par les proteasces.

S L'invention comprend également les acides nucléiques codant pour un

polypeptide sclon 'invention.

Sclon un mode préféré, les acides nucléiques selon I'invention seront choisis
parmi les acides nucléiques suivants :

a) acide nucléique de séquence SEQ ID N° | (génomique) :
10 b) acide nucléique de séquence SEQ ID N° 2 (¢cDNA) :

c) acide nucléique équivalent, homologue, muté ou modifié, par rapport aux acides
nuclciques selon a) ou b) ;

d) fragment des séquences a), b) ou c) ayant au moins dix bases :
¢) acide nucléique capable de s’hybrider avee 'une des sequences telles que définies
1S cn a), b), ¢) ou d).

Il est entendu que la présente invention ne concerne pas les scquences
genomiques dans leur environnement chromosomique naturel ; il s’agit de sequences qui

ont cic 1solces, c'est-a-dire qu'clles ont éi¢ prélevées dircctement ou indircctement, leur
environnement ayant été au moins particllement modifié.

20 Il peut ainsi s’agir d"ADN génomique, d'ADNc, ou d'ARN, comportant ou

non des nucleotides non naturels ; il peut s’agir d'acides nucléiques naturels isolés. ou
d'acides nucléiques de synthése.

L AN

Par acide nucléique équivalent, on entendra un acide nucléique codant pour

les polypeptides selon I'invention, compte tenu de la dégénérescence du code génctique,
25  etles ADNc et ARN correspondants.

Par acide nucléique homologue, on entendra un acide nucléique dont la

sequence présente une homologic d’au moins 80 %, de préférence 90 %, avec les
sequences nucléiques selon I'invention.

Par acide nucléique muté, on entendra tout acide nucléique codant pour un

30 polypeptide variant selon I'invention, et tout acide nucléique comportant, par rapport
aux séquences SEQ ID N° 1 et SEQ ID N° 2. au moins une mutation dans les séquences
promotrices et/ou régulatrices, lesquelles pourront avoir un effet sur I'expression du
polypeptide notamment sur son taux d’expression et la tissu-spécificité de celle-ci. Les
sequences présentant un polymorphisme présent chez I'étre humain sont donc incluses

35 dans l'invention. Parmi ces polymorphismes, certains pourront conduire a des

N
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deficiences immunitaires, de réponse aux infections, a des prédispositions et/ou au
développement de cancers.

Par acide nucléique modifi¢, on entendra tout acide nucléique codant pour
un polypeptide modific sclon 'invention, ou tout acide nucléique obteny par mutagencse
sclon des techmques bien connues de I'homme de art, ¢t comportant des modifications
par rapport aux scquences normales, notamment des mutations dans les scquences
régulatrices ct/ou promotrices, notamment conduisant a une modification du taux et/ou
de Ia tissu-spécificité de |'expression du polypeptide. '

La presente invention concerne l'ensemble des amorces et sondes. qui
pourront €¢ire marquécs selon des méthodes bien connues de I'homme du meétier,
pecrmettant de metire en évidence, notamment par des techniques basées sur
I"hybridation ou sur I'amplification, par exemple par PCR, les sequences nucléiques
selon I'invention, y compris de discriminer les séquences normales des sequences
mutees. '

Parmi les fragments d'acides nucleiques intéressants, il faut citer en
particulier les oligonucléotides anti-sens, c'est-i-dire dont la structure assure, par
hyobridation avec la séquence cible, unc inhibition de¢ I'expression du produit
correspondant. Il faut encore citer les oligonuclcotides sens qui, par interaction avee des
prot¢ines impliquées dans la régulation de I'expression du produit correspondant,
induiront soit unc inhibition, soit unc activation de cette expression.

Il pourra s’agir de séquences qui agissent aussi bicn au niveau des séquences
exoniques ou introniques décrites que sur les séquences flanquantes, notamment les
promoteurs et/ou régions 5’ UTR. '

La presente invention concernc également des vecteurs de clonage ou
d’expression comportant une séquence nucléotidique telle que décrite précédemment.

Ces vecteurs de clonage ou d'expression pourront comporter des éléments
assurant I’expression de la séquence dans une cellule héte, notamment des séquences
promotrices et des séquences de régulation efficaces dans ladite cellule.

Le vecteur en cause pouvant étre a réplication autonome ou bien destiné a

- assurer I'intégration de la séquence au sein des chromosomes de la cellule héte.

Dans le cas de systémes a réplication autonome, cn fonction de la celluic
hote, procaryote ou eucaryote, on utiliscra dec préférence des systémes de type
plasmidique ou des systémes viraux, les virus vecteurs pouvant étre notamment des
adénovirus (Perricaudet et al, 1992), des rétrovirus, des poxvirus ou des virus
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herpétiques (Epstein et al, 1992). L'homme de métier connait les technologies
utilisables pour chacun de ces virus. |
Ainsi, il est connu d’utilisecr comme vecteur viral des virus défectifs dont la
culture cst cffectuée dans des cellules de complémentation, ceci évitant les risques
>  cventucls de prolifération d’un vecteur viral infectieux.

Lorsque I'on souhaitera 'intégration de la séquence dans les chromosomes
de la cellule hote, il scra nécessaire de prévoir de pant et d'autre de la séquence
nucléotidique a intégrer unc ou plusieurs séquences provenant de la cellule hote afin
d’assurer la recombinaison. Il s’agit 1a également de procédés qui sont largement décrits

10 dans la technique antérieure. On pourra, par exemple, utiliser des systémes de lype

plasmidique ou viral ; de tels virus seront, par exemple, les rétrovirus (Temin, 1986) ou
les AAV, Adenovirus Associated Virus (Carter, 1993).

L’invention concerne également les cellules procaryotes ou cucaryotes

transformées par un vecteur tel que décrit précédemment et ceci afin d'assurer

15 P'expression d’une défensine Def-X naturelle, normale ou variante, ou modifiée, ou bien.
par exemple, d’un de ses fragments.

Comme cela a été indiqué précédemment, la présente invcntibn concernc
egaiement les polypeptides obtenus par culturc des cellules ainsi transformées et
recupération de la protéine exprimée, ladite récupération pouvant étre effectuée de fagon

20  intracellulaire ou bien de fagon extraccliulaire dans le milieu de culture lorsque le
vecteur a €té congu pour assurer la sécrétion de la protéine par le biais, par excmple,
d'une séquence “signal”, le polypeptide étant sous forme d'un pré-polypeptide ou
prepro-polypeptide. Les constructions permettant la sécrétion des polypeptides sont
connues, aussi bien pour des systémes procaryotes que des systémes eucaryotes. Dans le

25  cadre de la présente invention, certains des polypeptides Def-X pourront comporter leur
propre systeme de sécrétion ou d’insertion membranaire.

Il est bien entendu que les polypeptides recombinants selon !'invention
peuvent étre obtenus sous forme glycosylée ou non glycosylée et présenter ou non la
structure tertiaire naturelle.

30 . Parmi les cellules utilisables pour la production de ces polypeptides, il faut
citer bien entendu les cellules bactériennes (Olins et Lee, 1993), mais également les
cellules de levure (Buckholz, 1993), de méme que les cellules animales, en particulier les
cultures de cellules de mammifére (Edwards et Aruffo, 1993) mais également les

cellules d'insectes dans lesquelles on peut utiliser des procédés mettant en oeuvre des
35  baculovirus par exemple (Luckow, 1993).
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Les cellules ainsi obtenues pcuvent permettre de préparer des polypeptides
naturcls, vanants ou modifics, Dcf-X, mais également des fragments de ces

polypcptides, notammcnt decs polypeptides pouvant correspondre aux  fragments
biologiquement actifs.

5 La préscntc invention concerne, cn outre, les mémes polypeptides selon

I"invention mais obtenus par synthése chimique et pouvant comporter des acides aminés
non naturels ou modifiés.

Les polypeptides selon la présente invention, en particulier la défensine
mature, de méme que les homologues, dérivés ou polypeptides matures modifiés,
10 peuvent etre obtenus par synthése chimique et ce en utilisant 1'une quelconque des
nombreuses synthéses peptidiques connues, par exemple les techniques metiant en
ccuvre des phases solides ou des techniques utilisant des phases solides partielles, par
condensation de fragments ou par une synthése en solution classique.

Lorsque les composés sclon la présente invention sont synthétisés par la

15 méthode en phase solide, I'acide aminé C-terminal est fixé sur un support solide inerte ot

comporte des groupes protecteurs de son groupement amino en alpha (et si cela est
nécessaire, des protections sur ses groupes fonctionnels latéraux).

A la fin de cette étape, le groupe protectcur du groupement amino terminal

est ¢liminé et on fixe le second acide aminé comportant lui aussi les protections
20  nécessaires.

Les groupes protecteurs N-terminaux sont éliminés aprés que chaque acidc

aminé a été fixé, par contre on mainticnt, bien entendu, ia protection sur les chaines
latérales.

Lorsque la chaine polypeptidique est compléte, on clive le peptide de son
25  support et on élimine les groupes de protection latéraux. |

La technique de synthése en phase solide est décrite notamment dans Stewart
et al. (1984) et Bodanszky (1984).

Il ne sera pas ici évoqué les détails de la synthése, il convient simplement de
rappeler que les groupes protecteurs préférés pour les groupements alpha-amino sont des

30  groupes protecteurs de type uréthane (BOC ou FMOC). Quant aux réactifs de couplage,

ils sont tres nombreux, parmi eux il faut bicn entendu citer pius particuliérement la N,N'-
diisopropyl-carbodiimine (DIC) mise en ccuvre en général dans e DMF ou le DCM.

Lorsque I’on souhaitera utiliser des amino-acides non naturels, il pourra étre

nécessaire de prévoir d’autres types de réactif et en particulier d’autres types de systéme
35  de protection.
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La preseate invention concerne également les anticorps polyclonaux ou
monoclonaux obtenus par rcaction immunologiquc d'un organisme humain ou animal
avce un agent immunogene constitué par un polypeptide sclon 'invention. notamment
un polypcptide obtenu par culture d'une des cellules précédemment décrnites. ou par
synthése chimique comme indiqué précédemment.

L’invention s'étend donc aux anticorps monoclonaux ct polyclonaux ou un
de leurs fragments, anticorps chimériques, capables de reconnaitre spécifiquement un
polypeptide selon I'invention.

L invention comprend aussi les anticorps selon I'invention, caractérisés en ce
qu’ils sont marqués.

Les anticorps marqués pourront étre, par exemple, immunoconjugués a des
enzymes telles que la péroxydase ou la phosphatase alcaline, ou marqués a 1'aide de
composes fluorescents, de la biotine ou encore radiomarqués. Les techniques de
marquage sont bien connucs de I'homme du métier et ne seront pas développées dans la
présente description.

L'invention s’éiend également a ['utilisation d'un polypeptide selon
I'invention comme agent antimicrobien, notamment antibactérien, antifongique, antiviral
et/ou antiparasitaire, comme agent cytotoxique, a visée notamment anticancéreuse, et/ou
comme agent de modulation des processus d'inflammation, de réparation tissulaire et de
régulation endocrine, notamment corticostatique.

Selon un autre aspect, I'invention concerne une composition pharmaceutiquc
comprenant un polypeptide seclon |'invention, pouvant étre associée a un véhicule
pharmaceutiquement acceptable.
| Une telle composition pourra étre administrée par voie systémique, locale ou
topique. '

Son mode d’administration, sa posologie, ses formes galéniques optimales
pourront etre déterminés selon les critéres généralement pris en compte dans
I"établissement d’un traitement adapté & un patient, notamment son age, son poids
corporel, la tolérance de traitement, ses effets secondaires constatés, etc..

L'invention comprend également une composition pharmaceutique

comprenant un vecteur selon I'invention capable d’exprimer in vivo un polypeptide selon
I'invention, pouvant étre associé a un véhicule pharmaceutiquement acceptable.

Il est également possible de prévoir I'expression de polypeptides ou leurs

fragments in vivo, notamment par le biais de la thérapie génique et en utilisant les
vecteurs qui ont été décrits précédemment.
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Dans le cadre de la thérapic génique, il est possible également de prévoir
I"'utilisation des séquences des génes ou des ADNc précédemment décrits, “nus”. cette
technique a notamment été développée par la société Vical, qui a montré qu'il était, dans
ces conditions, possiblc d'exprimer lc polypeptide dans certains tissus sans avoir recours

5  au support d'un vecteur viral notamment. |

Toujours dans le cadre de la thérapic génique, il est également possible de
prévoir 'utilisation de cellules transformées cx-vivo, lesquelles pourront étre ensuite
réimplantées, soit telles quelles, soit au sein de systémes de type organoide, tel que cela
est cgalement connu dans I'état de la technique (Danos et al. 1993). On peut également

10 envisager l'utilisation d’agents facilitant le ciblage d'un type cellulaire déterminé, la
- pénétration dans les cellules ou le transport vers le noyau.

Lesdites compositions pharmaceutiques sont, selon I'invention, destinées a la
prévention et/ou au traitement des infections microbiennes, notamment les infections
microbiennes d’origines bactériennes, de bactéries Gram-positives ou Gram-négatives,

15 mycobacteriennes, fongiques et virales, ou parasitaires, notamment de spirochétes.

Selon un mode préféré, ['invention concernc avantageusement les

compositions pharmaceutiques selon I'invention caractérisées en ce que les infections

virales sont des infections lides & des virus a enveloppe, notamment les virus HSV et
HIV.

20 L'invention a également pour objet des compositions pharmaceutiques selon

I’invention, destinées & la prévention et/ou au traitement des cancers, notamment les

mélanomes, le cancer du foie, de la prostate, du poumon non & petites cellules ou le
carcinome colorectal.

L'invention comprend, en outre, des compositions pharmaceutiques selon
25 Tlinvention, destinées a augmenter les. défenses immunitaires, 2 augmenter les défenses
immunitaires en cas d'immunodéficience acquise ou a prévenir I'immunodéficience,

notamment pour le traitement du psoriasis, ou & moduler les processus inflammatoires
dans les cas notamment de maladies & inflammation chronique.

Les polypeptides selon la présente invention sont plus particuliérement
30 utilisables sous forme topique exteme, par exemple sur la peau et les muqueuses. Ces

formes topiques externes peuvent étre aussi bien & usage pharmaceutique,
dermatologique qu'a usage cosmétique.

En particulier, ces compositions peuvent étre utilisées comme agent
antiseptique pharmaceutique ou bien comme antiseptique dans certains cosmétiques, soit
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pour assurer un nettoyage de la peau ou des phanéres et/ou & titre dc conservateur des
compositions.

Les compositions topiques sclon la présente invention pcuvent étre utilisces
notamment dans certaincs allcctions cutandes, oculaires, vaginales ou buccales. Elles

5  peuvent cgalement étre utilisées comme agent cosmétique additionnel, notamment dans
certains shampooings traitants..

L'invention concerne également la mise en évidence de I'absence ou d'une

quantité anormale de protéine. ou d'acide nucléique correspondant a la défensine X
comme marqueur d'une infection ou de pathologies qui seront décrites ci-aprés.

10 L’invention concerne également la mise en évidence d'une forme anormale

de la protéine ou la présence d'un acide nucléique anormal correspondant a une

défensine mutée qui peut éventuellement étre totalement inactive. Dans ce cas. la

présence de cette forme anormale peut étre un marqueur de prédisposition a centaines
affections, notamment I'immunodéficience et/ou des cancers.

15 C'est pourquoi, la présente invention concerne une méthode de diagnostic
d'une immunodéficience et/ou d'une prédisposition a certains types de cancers,
caractérisée en ce qu'on met en évidence dans un prélévement de patient la présence
d'une défensine anormale et/ou d'une séquence codant pour une défensine anormale.

Les méthodes de diagnostic sclon la présente invention permettent,

20 notamment, la mise cn évidence d'unc immunodéficience, et/ou d'une prédisposition a
un ou des cancers, notamment ceux cités precedemment, en particulier dans des familles
a nsque. Ce type de diagnostic sera en général effectué par mise en évidence des formes
mutées de la protéine ou des séquences d’acide nucléique.

Mais l'invention concerne également des meéthodes de diagnostic de

25 ['inflammation, d'immunodéficience, de prédisposition & des affections de type cancer
et/ou d’infections dues & des microorganismes ou liées 3 un déficit immunitaire ou
phénomene inflammatoire, caractérisées en ce qu’elles comprennent le dosage d'un
polypeptide ou d’un acide nucléique selon I'invention dans un échantillon biologique et
la comparaison du résultat dudit dosage obtenu avec la quantité de polypeptide ou

30 d’acide nucléique présente normalement dans un échantillon biologique équivalent.

' Dans ce cas, le dosage peptidique permettra, en général une détection d’'une
infection microbienne ou parasitaire et/ou d'une inflammation. Les dosages peptidiques
peuvent étre réalisés par tout procédé connu, ELISA ou RIA par exemple. La mise en

évidence d'une forme anormale de la défensine-X peut étre réalisée, par exemple, a
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I’aide d'un anticorps monocional spécifique de cette forme, en particulier ies anticorps
objet dc I'invention.

Selon un mode de réalisation préfére, I'invention comprend avantageusement
les mcthodes caractérisées en ce qu'clles mettent en aeuvre une sonde ct/ou une amorce
oligonucléotidique sclon |'invention.

On préférera cn géndral les méthodes dans lesquelles tout ou partic de la
séquence corrcspondant-au polypeptide Def-X est amplifiée préalablement par dosage
d’acide nucléique selon I'invention, ces méthodes d'amplification pouvant étre réalisces
par des méthodes dites PCR ou PCR-like. Par PCR-like on entendra désigner toutes les
methodes mettant en oeuvre des reproductions directes ou indirectes des séquences
d’acides nucléiques, ou bicn dans lesquelles les systémes de marquage ont été amplifiés,
ces techniques sont bien entendu connues, en général il s’agit de 'amplification de
I"ADN par une polymérase ; lorsque I'échantillon d'origine est un ARN il convient
prealablement d’effectuer une transcription réverse. Il existe actuellement de tres
nombreux procédés permettant cette amplification, par exemple les méthodes dites
NASBA “Nucleic Acid Sequence Based Amplification™ (Compton 1991), TAS
“Transcription based Amplification System” (Guatelli et al. 1990), LCR “Ligase Chain
Reaction” (Landegren et al. 1988), “Endo Run Amplification” (ERA), “Cycling Probe
Reaction™ (CPR), et SDA “Strand Displacement Amplification” (Walker ct al. 1992),
bien connues de I'homme du métier.

L'invention concerne en outre des kits ou nécessaires de diagnostic pour la
détermination d'une infection microbienne ou parasitaire, d’'une inflammation, d'une
immunodéficience et/ou d'une prédisposition & des affections de type cancer,
caracténseés en ce qu’ils comprennent un anticorps selon I'invention. -

Les kits ou nécessaires de diagnostic pour la détermination d'une infection
microbienne ou parasitaire, d’'unec inflammation, d’'une immunodéficience et/ou de
prédisposition & des affections de type cancer, caractérisés en ce qu’ils comprennent une
sonde et/ou une amorce selon I'invention font également partie de I'invention.

L’invention a, enfin, pour objet I'utilisation de polypeptide selon I'invention
comme pesticide, notamment pour la culture de végétaux d'intérét industriel comme, par
exemple, les plantes vivriéres telles que le mais, le blé, le soja, le riz ou le colza, les
plantes fourragéres, les arbres fruitiers, 1a vigne ou les plantes omementales.

D’autres caractéristiques et avantages de la présente invention apparaitront a

la lecture des exemples ci-aprés, illustrés par les figures dont les Iégendes sont décrites
ci-dessous. |
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st presentee la totalité de la séquence d'ADN genomique de hDef=X qui présente une

homologte significative avec le géne codant pour hDef4 (1INP-4).

La sequence présente les sites suivants, dont la présence est déduite par homologse

la séquence hDef-4 :

&

CAAT box
TATA box
mRNA start
exon |

site d'épissage |
insertion Alu

inscrtion fragment de L1

- site d’épissage 2

exon 2

début de phasc codante

site d'épissage 3

site d’épissage 4

exon 3

fin dc phase codante

site de polyadénylation
e2

1711-1714
1758-1767
1836

1836-1874

GTCAGT
2155-2335
2710-2780
CAG
3394-3577
3406
GTGAGA
CAG
4164-4379
4276
4374-4379.

aved

Alignement des séquences génomiques des défensines humaines Def-X et Def-4 (HNP-

4).

Alignement de la totalité de la séquence d’ADN génomique de la nouvelle défensine
Det-X présentant une homologie avec I'ADN génomique de hDef-4 (GenBank accessior
number U18745). |
Les annotations présentent les positions sur la sequence de hDef-4 des signaux CAAT
box, TATA box, sites d'épissage, débuts ct fins d'introns/d’cxons, début de

transcription, site de polyadénylation.

Alignement des séquences d'ADNc de hDef-4 (HNP-4) et hDef-X.

re 3

Les séquences présentent une homologie globale de 61,4 %. L'alignement révéle une
insertion d’environ 75 bases en aval du codon STOP, présentes sur la sequence de hDef-
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4, mais non sur celle de hDef-X ; I'homologie foric reprend sur toute l1a région comprise
entre |'extrémite de cctte inscrtion et celle de 'ADNc. En dehors dc cette région
d’insertion, le degré d"homologic entre séquences nucléiques est donc remarquable.
Figure 4 -
> Séquence peptidique de la protéine hDef-X. |

La position des sites de clivage du signal peptide ct de la région pro ont été déduites de
I’alignement des séqucnccs pepuidiques de hDef-4 et hDef-X.
Figure 5
Alignement des séquences peptidiques des défensines humaines connues hDef-1. hDef-

10 4, hDef-5, et hDef-6 avec hDef-X.

*  L'c¢toile indique un acide aminé conservé sur les cing séquences.

* Le point indique un acide aminé dont la classe est conservée sur les cinq séquences

(acide aminé soit identique, soit faisant I'objet d’une substitution conservative).
six fleches indiquent les positions des six cystéines conservées au travers de la

15 classe des défensines classiques et responsables de la structure tridimensionnelle
nécessaire a |'activité de ces peptidcs.

EXEMPLES

20  Exemple 1 : Identification du géne codant pour hDef-X

Isolement du BAC B0725B12

Afin d’analyser la région 8p23 du génome humain, notamment dans la
région connue comme portant des génes codant pour des défensines humaines, on a isolé
un BAC ("Bacterial Artificial Chromosome™) correspondant & ladite région. Une banque

25 de BACs couvrant le génome humain complet a été préparée a partir de I'ADN d'une
lignée lymphoblastique humaine dérivée de I'individu n°® 8445 des familles du CEPH.
Cette lignée a ét¢é utilisée comme source d' ADN de haut poids moléculaire. L' ADN a été
partiellement digéré par I’enzyme de restriction BamH |1, puis cloné au site BamH1 du
plasmide pBeloBacll. Les clones ainsi obtenus ont été "poolés” et criblés selon unc
30  procédure d’analyse tridimensionnelle précédemment décrite pour le criblage des
banques‘ de YACs (“Yeast Artificial Chromosome™) (Chumakov et al., 1992 et 1995).
Les pools tridimensionnels obtenus ont été criblés par PCR a I'aide des amorces

encadrant le marqueur SHGC-10793, pour Neutrophil defensin 4 precursor (GeneBank :
numéro d'accession U18745) ; un clone du BAC B0725 B12 a été ainsi isolé.
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Apres digestion par I'cnzyme de restriction Notl, la taille de I'insert porté par
ce BAC a ¢té déterminée sur un gel d'agarose 0,8 % aprés migration par électrophoreésc

en champ alterné (CHEF) (4 hcures a 9Volts/cm. avec un angle de 100° a 11°C en
tampon 0,5 x TAE). On a ainsi mis ¢n évidence que le BAC B0725B12 portc un inscrt
de 220 kb, avec un site interne pour I'enzyme Notl.

calisation chromosomique du BAC B0725B12 par_hvbridation in situ flu res
(FISH)

nie

La localisation chromosomique du BAC dans la region candidate 8p23.1-

23.2 a eté confirmée par hybridation in situ fluorescente (FISH) sur chromosomes
métaphasiques, selon la méthode décrite par Cherif et al.. (1990).

équencage de I'insert du BAC B0725B12

Afin de séquencer I'insert du BAC B0725B12. on a preparé une banque de
sous-clones a partir de I' ADN soniqué de ce BAC.

Les cellules issues d'un litre de culture “overnight” ont été traitées par lysc
alcaline selon les techniques classiques. Aprés centrifugation du produit obtenu dans un
gradient de chlorure de césium, 12 pug d’ADN du BAC B0725B12 ont été punifiés. 3 pg
d"ADN ont été soniqués afin d'obtenir des fragments dont les tailles se distribuent
uniformément de 1,2 kb a 1,5 kb. Les fragments obtenus ont été traités dans un volume
de 50 ul avec 2 unités de Vent polymérase pendant 20 minutes a 70°C, en présence des 4
deoxytriphosphates (100 pM). Les fragments aux extrémités franches résultant de cettc
étape ont été séparés par elcctmphorcsc en gel 1 % d’agarose a bas point de fusion (60
Volts pendant 3 heures). Les fragments groupés selon leurs tailles ont été excisés ot les
bandes obtenues traitées par I’agarose. Apres extraction au chloroforme et dialyse sur
colonnes Microcon 100, I'ADN en solution a été ajusté & une concentration de 100 ng/ul.
Une ligation a été effectuée “overnight” en mettant en présence 100 ng de 'ADN
fragmenté du BAC B0725B12 et 20 ng d’ADN du vecteur BluescriptSK linéarisé par
digestion enzymatique, et traité par la phosphatase alcaline. Cette réaction a été réalisée
dans un volume final de 10 pl en présence de 40 unités/ul de T4 ADN ligase (New
England Biolabs). Les produits de ligation ont ensuite servi a transformer par
électmporanon soit une souche XL-Blue (pour les plasmides multicopies), soit une
souche D10HB (pour les sous-clones issus du BAC). Les clones lacZ- résistant i
I’antibiotique ont éé repiqués individuellement en microplaques pour stockage et
séquencage.

On a ainsi obtenu 960 sous-clones correspondant & Iinsertion de fragments
de 1,2 kb & 1,5 kb au site BamHI (rendu franc) du plasmide BluescriptSK.

~ S
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Les inscrts de ces sous-clones ont été amplifiés par PCR sur cultures
bactériennes conduites “overnight™, cn utilisant les amorces des vecteurs flanquant lcs
inscrtions. La séquence des extrémités de ces inserts (cn moyennc 500 bases de chaque
cOtc) a ¢te déterminée par séquengage automatique fluorescent sur scquenceur ABI 377,

5  équipc du logiciel ABI Prism DNA Scquencing Analysis (version 2.1.2),

Les fragments de séquence provenant des sous-BACs ont été assembics par

le logiciel Gap4 de R. Staden (Bonficld et al., 1995). Ce logicicl permet la reconstruction

d'unc séquence compléte a partir de fragments de séquences. La seéquence déduite de -
I'alignement des différents fragments est la séquence consensus.

10 - On a enfin utilisé des techniques de séquencage dingé (marche systématique
de I'amorce) pour parfaire les séquences ct relier les contigs.
Analyse des seque s pour |'identification de gén

Les exons potentiels de I'insert du BAC B0725B12 ont été repérés par

recherche d’homologie sur les banques publiques de protéines, d'acides nucléiques et
15 d'EST (Expressed Sequence Tags). '

Banques de données
On a utilis¢ des refontes locales des principales banques publiques. La

banque de protéines utilisées est constituée par la fusion non redondante des banques

20  Genpept (traduction automatique de GenBank, NCBI : Benson et al.,, 1996) ; Swissprot
(George et al., 1996) et PIR/NBRF (Bairoch et al., 1996). Les doublons ont été éliminés
par le logiciel "nrdb" (domaine public, NCBI ; Benson et al., 1996). Les répétitions
Internes ont ensuite été masquées par le logiciel “xnu” (domaine public, NCBI : Benson
et al., 1996). La banque résultante, dénommée NRPU (Non-Redundant Protein-Unique)

25 a servi de référence pour les recherches d'homologies protéiques. Les homologies
trouvees avec cette banque ont permis de localiser des régions codant potentiellement
pour un fragment de protéine au moins apparenté a une protéine connue (exons codants).
La banque d'EST utilisée est composée des sous-sections “gbest” (1-9) de Genbank
(NCBI ; Benson et al., 1996). Elle contient tous les fragments de transcrits publics.

30 Les homologies trouvées avec cette banque ont permis de localiser des
régioxfs potentiellement transcrites (présentes sur I' ARN messager).

La banque d'acides nucléiques (autres que les EST) utilisée contient toutes

autres sous-sections de Genbank et de 'EMBL (Rodriguez-Tome et al., 1996) dont les
doublons ont été éliminés comme précédemment.

35
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Logiciels
On a utihis¢ I'enscmbie de logicicls BLAST (Altschu! ¢t al | 1990) dc
recherche d'homologies cntre une séquence et des banques de données proteiques ou
nuclciques. Les scuils de signification utilisés dépendent de la longueur ¢t de i
5 - complexité de la région testée ainsi que de la taille de la banque de référence. s ont éé
ajustés ct adaptés a chaque analyse.

Exemple 2 : analvse des séquences nucléiques et pe idiques de hDef-N
Structure du géne codant pour hDef-XN

10 L'alignement du géne codant pour hDef-X avec ceux codant pour les
défensines connues a permis de noter une homologie maximale entre hDef-X et hDof-4
(Figure 2). Le taux global d’homologic des deux séquences nucléiques est de 72 %. Les |
deux scules régions de I'ADN génomique de hDef-X ne présentant pas d homologic
avec celul de hDef-4 correspondent a deux zones d'insertion de séquence répctée dans la

15 sequence de hDef-X, qui sont absentes sur la séquence de hDef-4 : un élément de lype
Alu (positions 2155 & 2335) et un fragment d'élément de Line 1 (positions 2710 a 2780).

On note une conservation importante de la région flanquant en §' la région
promotrice, d’ou découle probablement une conservation importante des éléments de
regulation de la stabilité du messager ct de I'expression du géne.

20 La forte conservation de la séquence de I'exon 1, non traduit, permet de
rattacher dehinitivement la défensine hDef-X a la classe des défensines classiques
hématopoiétiques, soit hDef-1, 2, 3 et 4, par opposition aux défensines entériques hDef-5
et 6, dont la séquence génomique ne comporte que deux exons, tous deux codants.

L’alignement des ADNc de hDef-4 et hDef-X, indiquant unc homologie
25  superieure a 60 %, est présenté Figure 3.
lvse protéique

La sequence peptidique de la défensine selon I'invention est représentée
Figure 4. Les trois domaines de la protéine sont positionnés comme sui

e peptide signal ;- aa 1-19
30 e régionpro: aa 20-63
e pcptide mature : aa 64-94.

Les degrés d’homologies spécifiques entre hDef-4 et hDef-X ont été
calculés, selon la région de la protéine concernde : '

e peptide signal : 63,2 %

-’
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* région pro: 52,3 %
e peptide mature 37,9 %.

L'homologie globalc cst de 49,5 %. Ces chiffres confirment la trés torte

homologic qui existe cntre défensines, homologic maximale au niveau des peptides
5  signaux ct minimale au nivcau des peptides matures.

On retrouve dans la séquence protéique primaire de Def-X les acides aminés
conscrvés dans la classc des défensines classiques, notamment les six cystéines
impliquées dans la structure tndimensionnelle de celles-ci (Figure 5).

Afin de prédire les structures sccondaires présentes sur la défensine selon

10 ['invention, on a utilisé les logiciels de prédiction de structure secondaire inclus dans le

Protein Interpretation Package, Copyright MRC 1994, Medical Rescarch Council.
Hillsroad, Cambridge, United Kingdom. |

Ces logiciels ont notamment permis de comparer les structures prédites de
Def-X et HNP-4. Profils d'hydrophobicité, structures en alpha-hélices, feuillets B,

15  amphiphilicité sont superposables dans les deux peptides, ce qui suggére des processus
- analogues d’'insertion membranairce et dc formation de canaux ioniques multimériques
pour ces deux défensines.

Exemple 3 : Recherche de mutations associées A des cas familiaux de cancers
20 Extraction de I' ADN génomique
L’ADN génomique de paticnts immunodéficients ou atteints de cancer, est
extrait du sang veineux périphérique apres lyse cellulaire, digestion protéique, partition
organique et finalement précipitation alcoolique, selon des techniques classiques bien
connues de I’homme de |'art. ) |
25 Il est notamment intéressant d'étudier la présence de mutations dans I'ADN
génomique d'individus issus de familles & fort taux cancer, tous types de cancers
confondus. Une déficience dans un géne de défensine de granulocyte, tel hDef-X peut en
effet avoir un role dans la prédisposition aux cancers, comme mentionné précédemment.
hlification de
30 . Des amorces oligonucléotidiques sont utilisées pour I'amplification
génomique des séquences exoniques dérivées du BAC B0725B12 ; elles sont prédites
par analyse informatique, et définies a I'aide du logiciel OSP (Hillier et al., 1991).
Toutes ces amorces conticnnent, en amont des bases spécifiquement ciblées
par l'amplification, une queue oligonucléotidique universelle commune, destinée a
35 permettre le  séquengage des  fragments amplifiés (PU : &'

Al ADN génomique
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TGTAAAACGACGGCCAGT-3" pour les amorces en amont, ¢ RP : §'-
CAGGAAACAGCTATGACC-3" pour lcs amorces cn aval).

Les amorces oligonuclcotidiques sont synthétisces selon la méthode des
phosphorhmiditcs, sur un synthctiseur GENSET UFPS 24.1.

L'amplification de chaque séquence exonique prédite est réalisée par réaction
d'amplification en chainc par polymérase (PCR), dans les conditions suivantes :

Volume final S0 ul
ADN génomique 100 ng
MgCl2 . 2 mM
dNTP (pour chacun) 200 uM
Amorce (pour chacune) 1.5 pmoles
AmpliTaq Gold DNA polymerase (Perkin) I unité

Tampon de PCR (10X = 0.1 M Trnis HCI pH 8.3, 0.5 M KCI) 1 X.

L'amplification est réalis¢c dans un thermocycleur Perkin Elmer 9600 ou MJ
Research PTC200 avec couvercle chauffant. Aprés un chauffage a 94°C pendant 10
minutes, 35 cycles sont cffectués. Chaque cycle comprend : 30 sccondes a 94°C,

minute & 55°C et 30 secondes & 72°C. Un segment final d° élongation de 7 minutes a
72°C termine I’amplification.

La quantité¢ de produits d'amplification obtenuc est déterminée sur

microplaque de 96 puits, par fluorométrie, utilisant l'agent intercalant Picogreen

(Molecular Probes).
)

ion des polymorphisme utation:

Les produits de l'amplification génomique par PCR sont séquencés sur
sequenceur automatique ABI 377, en utilisant des amorces fluorescentes marguées par
les fluorochromes ABI (Joe, Fam, Rox et Tamra) et I'ADN polymérasé
Thermosequanase (Amersham).

Les reactions sont réalisées en microplaques de 96 puits, sur thermocycleur
Perkm Elmer 9600, dans des conditions classiques de cycles de température :
- 8 cycles : dénaturation : 5 scc. a 94°C ; hybridation : 10 sec. ; élongation : 30 sec. a
72°C, puis
- 13 c);clcs . dénaturation : 5 scc. a 94°C ; élongation : 30 sec. a 72¢C.

6 unités de Thermosequanase, et 5-25 ng de produit d'amplification sont
utilisés par réaction de séquence.

A l'issue des cycles d'amplification, les produits des réactions de séquence
sont précipités dans I'éthanol, resuspendus dans du tampon de charge contenant de la
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formamide, dénaturés, ct déposés sur gels d'acrylamide 4 % ; les électrophoreses (2
heures 30 a 3 000 Volts) sont conduites sur séquenceurs ABI 377 cquipcs des logicicels
ABI dc collection ct d'analyse (ABI Prism DNA Scquencing Analysis Software, version
2.1.2)).

S Les scquences obtenuces chez des patients atteints des déficiences étudides,
notamment chez des patients tssus de familles & forte prédisposition aux cancers, sont
comparces aux scéquences obtenues chez des sujets contrdles, apparentés ¢t non

apparentés. Unc analyse statistique (calcul de lod score) permet de conclure quant & la -

signification de la présence d'un site d'hétérozygotie et a son association avec unc
10  prédisposition aux cancers.

Exemple 4 : Recherche de mutations ponctuelles
Les mutations ponctuelics identifiées comme indiqué ci-dessus, peuvent

ensuite €tre mises en évidence chez des sujets présentant une potenticlle déficience dans
15 le gene codant pour hDef-X, sclon de nombreuses méthodes connues de 1’homme de

I’art. Parmi celles-ci1, on peut citer la liste non exhaustive suivante :

e séquencage

e «single nucleotide primer cxtension » (Syvanen et al., 1990)

e RFLP

20 e recherche de « single strand conformation polymorphism »

* methodes basées sur un clivage des régions misappariées (clivage enzymatique par

la S1 nucléase, clivage chimique par différents composés tels que la pipéridine ou le
tetroxide d’osmium)

e mise en évidence d’hétéroduplex en électrophorése )

25 e« méthodes basées sur l'utilisation d'« allele specific oligonucieotide » (ASOO,
Stoneking et al., 1991)
* méthode OLA (« dual color oligonucleotide ligation assay, Samiotaki et al., 1994)
* methode ARMS (« amplification refractory mutation system»), ou ASA (« allele

specific amplification »), ou PASA (« PCR amplification of specific allele ») (Wu et
30 al., 1989). '
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(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:

(ii)

(vi)

(ix)

(ix)

(ix)

(A) LONGUEUR: 4415 PAIRES DE BASE
(B) TYPE: NUCLEOTIDE

(C) NOMBRE DE BRINS: DOUBLE

(D) CONFIGURATION: LINEAIRE

TYPE DE MOLECULE: ADN

ORIGINE:
(A) ORGANISME: Homo sapiens

CARACTERISTIQUE:
(A) NOM/CLE: Exon 1
(B) EMPLACEMENT: 1836..1874

CARACTERISTIQUE:
(A) NOM/CLE: Exon 2
(B) EMPLACEMENT: 3394..3577

CARACTERISTIQUE: -
(A) NOM/CLE: Exon 3
(B) EMPLACEMENT: 4161..4380
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(1x) CARACTERISTIQUE:

(A) NOM/CLE:

(R)

(1%) CARACTERISTIQUE:

(1X)

{x1)

ACACCATTTG
GCCTAGGTCA
CCTGTGCGTA
TGTGTTACTG
GGTTTCACTT
CACACACCCC
TANTGCCCTA
TTCCTCTGCT
NCAGATCAGG
GACCACCCCT
AGCTCTCACT
CTGCAGGLGGN
TGGCAACAGT
TCCCTCAGGA
TATGAGGAGG
TCCCTAGGAC
CCAAGCATAN
TGANCTGGCT
CCCTCCCTTG

AGGCCCAAAN

(A)

NOM/CLE:
(3) EMPLACEMENT:

CARACTERISTIQUE:
(A) NOM/CLE: site de polyAdenylation

(B) EMPLACEMENT:

SEQUENCE DESCRIPTION:

TCTTCATGTA ACCCCATTAG

CACCATGAGG
ACAACATCAC
AGGAAATGCC
CTGCAGGACA
TTCTCATTTT
GANCCTAAAA
GGAATGAGTC
MCTCACTGC
AGCGAGGCTT
CCACTGCCCC
AGGTCCTGTG
GGCTGCCCGG
GTGACTGCAT
AGGAGGAGGA
TCCCCCTCAA
GAGTAATCAT

TTACAACAAG

TGAGACCTCT GAGACACATT

CGGTCCTAAA AAATTGTTCA

CTGCNCTTAC

ACNCCAAATT
TGTGGATTGG
CTGGACGTTT
GCCTCTACAT
CCATCATCTG
CAGTGCCCAC
TTCCfCATAG
GAGATGCCTC
AAGTCCTCCA
TATCCGGCCT
CCTGCACACT
TCTTTTCCCA
GGAGGGTGGA
ATAACCCAGG
CCCACTCATG

GTGTTTGAGC

start CDS
EMPLACEMENT: 340G6..34068

stop CDS
4276..4278

4374..4379

SEQ ID NO:

CTATACCCTC
AAGTTATGCA
TAACCAGCTC
AGTGTGTTCT
CCCAAAACCA
CCATATCCAC
GGGCCCAGTT
TTCCTCCAAC
GGGCAGCCGA
TTGCCTCCTT
CAGCGCGGTG
GCTGGACCAG
GGGCTTGGCA
TTTCCAGAAA
GAGTGGTACA
AGGGACCATA
CTGAGTGTAT
ACACAGCACC
NAGGTCTCAC

GTCTGAACTC

LI

TAGTGCAAGG

AAAACTATGG

TCCCCATANC

GTGTGCAGGA
GCAGACTTTC
TGGGCCCTTC
CCCTGANTGG
GGCTGAAATTG
CTTCACTGCT
AAGACTGAGG
CCTGCTGCCT
CGCTGTGCAC
ACCTCGCTCT
ACTGATGCCA
TTTTAARATG
CCAGCTCATT
GGTGGCCATT
GTCTTGCTGC

CTAAAAATCT

TCTAAGGTCA

PCT/FR98/01864
AAACCATAGG 60
ACTTGGGAGA 120
AGCACGCTCA 180
GGCTGGTCCA 240
CCCACGTGCA 300
AGGCACCTAC 360
CCCTAATCTC 420
CTGGGCTGCT 480
CTGCAACAGC 540
GAGACGCTTC 600
TCACACAGAG 660
AACCCTCCCA 720
AGGTATTTAT 780
TTTACCTCAC 840
TGCACTATTC 900
CCTGTGTATC 960
AAGCCTGCCC 1020
CACCTTGGCC 1080
CAGGATTTCT 1140
AGAGAAGAGG 1200
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TGCTTGCTCC
CAANCCTGCC
CANCACACCT
AGGAGGCTCG
TAGCCTCCTT
ATTCTTTTGG
CTTAGGAGTC
AGACAAGGCA
CTGCTCTTAC
CCTGTTCCCA
ATGTGGCAAC
TAGCTTAACA
CCAGGAAGCT
TGAGGGAATA
TTANTAAACT
GATGATCATA
TTCTTGGCCC
CTATGTTGCT
TGAAAGCGCT
CAGATTAATT
CCATTCTAAC
CAGTTGATGG

ATTTTCCATT

CTCTANGAAA
CTGCTTAGCA
GTTTGTCCAA
TTCAGGCCAT
NACAGGGTGGA
TCCAGATAGT
ATGGAGAATT
TCCCTCTGTG
CAGCAGGTAT
AAAGACCCTT
ATGAGGCCTG
ATCTGTCAGT
GTGTTCCCAA
TTTTGCCATC
CAAGCAGTTT
CTCATANGCT
ATGGAGTTTT
CAAGCTGGTC
GAGATTGCCT
GTTTTTTGCT
ACGTAGGGTT
TTTCCTTTGC

TTATTGCCTG

ATGTCAAAAA GCTTTATCCC

TTAGGTCTTC

AATCCATTGA

ATACATATCT CARATTCTAA

ACATTGAGCT GAAAATAATA

CA

CCACATGTTG CATGTACATC

ACACANGCCG AGGTGGTACT

ACAGCTTTGA TTTGTTTTTA

ATTCCANATC

TACTATGATA

TCAGCCTCAG

CATAGTTGGT

AACTCCTATT

TTAFMACTACT

AAATAGGGGA

GGACAGGGGA

AMATACAATAC

TCTGACCCGT

TGGGACTGTT

CCTTCCAAAC

GCTAAANCAT

CATTTNATTA

TCCANCTCCT

GTGTGAGCCA

ATTGAANTTG

TGCAAATATT

TGTGCAGGTG

TCCCTTTGAT

TATATATTCT

CTCATCTCTG
CACAGCCAGG
CACCAGTGTA
AGCTACCTGG
TTAATGCCAG
CAATAGAAAG
AGTCCTTTCN
CTGTCCTCTG
AAAACTTAARA
GATTATGGGG
GGTTGCTGGG
ACACATGTCC
TANTTTTATT
NTTTATTTAT
GGGCTCAAGC
TCATGGGGGC
TTTGACTTCC
TTCTCTCATG
CTTTAGTGTT
GTCATAGCCA

TCTAGTAGTT

CTTGATTTTT GTATGTGGTA

GGTAGTATAT ATTAGACACA

AACATATTTT TATCTTTCAA

02299560 2000-02-04

CTTAATTCCG
CCTCTCACCC
TAGTTGGACC
TGTGAGTGGC
CTGTCCCAGT
GGCATCACAG
GCCTGGCCAG
CTTCCCAACA
TAACCCTGAA
CTGCTTGTGC
CCCACTCTGG
CTTTCATACT
CCACCTCAGA
GGCAGTGGCT
TACTTAACGT
TTGAGAAANG
TTTGCAGAGA
GATCTTCCTA
TCACTGGCCC
TTGTATATTC
TTCTGTGTTG
CAACGCAGCC
AGAAATAATT
TATGGTTTCA
TAAGAAAAAR
TACAATGTGT

TCAACTCTAT

PCT/FR98/01864
GAAAGTCCAS 1260
GCGCATTCTC 1320
CCAGGTTCCC 1380
ATTCTTAGCC 1440
GGCTTTCAAT 1500
GGTCAATTGT 1560
GGCTGACCAT 1620
AATTTCTCAN 1680
AATTAGGACA 1740
ACAGCTGCTG 1800
TAGCCTCACG 1860
GCGGTTCCAC 1920
GGGNACCCAG 1980
ATGAGCTCAG 2040
GTCCAACAGA 2100
TCTATTCATG 2160
TGGAGTCTCA - 2220
CTTTGGCCTT 2280
ACTGATTAAT 2340
GGATATTTAC 2400
CCTTTTCACT 2460
CCGCTTGTCT 2520
GCCCAGATTA 2580
GATCTTATGT 2640
GACCACATGT 2700
CTATTTACAC 2760
CTCTATCTCA 2820
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CTOGAACTTGT
GGAGACTGCT
CCTGCAATGA
TCTCGANGAGA
AANTTAANTCA
ANACAGAANT
AAACCTAGAG
GGAGGCCAAT
TCCATCTCTG
ACATCCACTC
CTCCTCTCTG
GCTCATGAGA
TTTTCAGGAG
CTACAGACTA
CACTTAGGTG
GAGANCCANA
TGTGAANTTC
CAAACAAGCT
CTGGAGAGGA
TGAAGCAAAG
CCTATTGACT
AACATGTGAC
TGATGCTCTC
ATACTGCATT

AATCTGCTGC

TAAAGGGAAT

ACTTGGTAAC

TTCACCTATA

CANTCCCCTAA

ANTTAGCTTCTC

AGAGCTCTCA

CTGTTTCGAT
ANTGGTAGGG
ATTCACACTA
GGACACCTGC
AGCCTTCTCG
CTGCTCTCCC
CCTTTCTCCT
TCCCAGCCCA
ATGACAGCTG
GACAGAAGGA
GCTATACTTA
GAANATCTAAG
ACTACGATTTA
TAAGTATATA
GCCTAAGAAT
GAGAATGAGT

GAGATTGTTT

TTCTCCAAGA

TCTGGGTCCC

CA

GCCTGATGAG
CCTCAAANC
TACTACAGTG
TTTTCAGAAA
TACTTTIIGC
TCCTTATCAT
GAATGAAAGC
AACCTCTCCA
CAGCAGAGCT
TCCTCTCCTC
GGTGGCCCTT
GAAGCAGCCT
CTCTCTTCAG
CAGGAGACAG
ACATCTCTGG
AGATTTTTCT
AGATATAAGG
GGAAAATATT
GTGTTCAGGT
CTCGAATCCT

GTGCTACCGG
TTCCCTTTAC

CAGGCTCAAC

TTTGGAGAAC ATCTTGGTGG

GTTGCTGTCC
CCCTTCATGA
GAATTCAGGT
ATANGCAGGA
AATATTAAANA
CACCGTGAAT
TGGGAGAGCA
ACGAAATGCC
ATAAATTCAG
CAGGTGACTA
CAGGCCTGGG
CCAGCAGATG
GTTCCAGGTG
GCTCTGGAAT
TCCTGGATTT
TTCTCCAAAA
AGATGCTACC
TCACCCTGTC
GTGTGTGTGA
GTGTGACCAG
CTGTAATACA
CACCCACTGC
AAAGGGCTTG

GACCTGCTTC

TACTARAGCTT GCAGACTAGA GAALWANAGAGT

ATGATTTCCG GGTTTTTTTT TTTTT

02299560 2000-02-04

TCTCTACCCC
SGGTGATAAT
CTGTTATGAC
TTTATTCCCT
GTAMATATTT
TCCANGCTAG
GAGGAGTCTC
TACCTCCTCT
CCTGGCTCCT
CAGTTATGAG
CAGAGCCGCT
ACCAGGATGT
AGAGATGCCA
TGGATCTCAG
TCTCATATCT
ACTTGATTCC
TAGTTCCTTC
TATATAGGAG
TGGGCAGGAA
CACTGCTCTG

GCCAACATCA
TGNACCCCGT
ATCTGCCATT
ATCCTTGGTG

TCATAATTTT

TGTTATTCTT ATACCTTGTC CTCGATTTCC TGTCCTCATC

PTHWFR9&MJ&@§
NGCTCCTATA 2880
GCCCTTGAAT 2940
GGTCTGGATC 3060
GAAATTACT 3060
AMACAGGTAA 3120
CATAGACACT  31B0
AGAAGGATGT 3240
CACTGCAGCA 3300
CCGTTCCCAC 3360
GACCCTCACC 3420
CCAGGCAAGA 3480
GGTCATTTAC 3540
GCATGCAGAG 3600
TGGCAGATGT 3660
AMATGGAATA 3720
ANGATATGAC 3780
TGGAGCCAGA 3840
GTTTTAGAAC 3900
TGCAGAAAAG 3960
TGTATTTATT 4020
CTCATCAGCC 4080
ACTCAGTTTC 4140
GCAGAGTACT 4200
MACGCTACCC 4260
CTTTGAGCAT 4320
CCARATAAAT 4380

4415
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2:
mw
(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 453 PAIRES DE BASE
(B) TYPLE: NUCLEOTIDE
(C) NOMBRE DF BRINS: DOUBLE
(D) CONFIGURATION: LINEAIRE
(11) TYPE DE MOLECULE: ADNc

ORIGINE:
(A) ORGANISME: Homo sapiens

{vi)
(x1)

SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 2:

CTCTGCCCAC TCTGGTAGCC TCACGTAGCT TAACAATCTG

TGACTACAGT T ATG AGG 57
Met Arg
1

ACC CTC ACC CTC CTC TCT GCC TTT CTC CTG GTG GCC CTT CAG GCC TGG 105
Thr Leu Thr Leu Leu Ser Ala Phe Leu Leu Val Ala Leu Gln Ala Trp

3 10 15
GCA GAG CCG CTC CAG GCA AGA GCT CAT GAG ATG CCA GCC CAG AAG CAG 153
Ala Glu Pro Leu Gln Ala Arg Ala His Glu Met Pro Ala Gln Lys Gln

20 25 30
CCT CCA GCA GAT GAC CAG GAT GTG GTC ATT TAC TTT TCA GGA GAT GAC 201
Pro Pro Ala Asp Asp Gln Asp Val Val Ile Tyr Phe Ser Gly Asp Asp
35 40 45 S0
AGC TGC TCT CTT CAG GTT CCA GGC TCA ACA AAG GGC TTG ATC TGC CAT 24%
Ser Cys Ser Leu Gln Val Pro Gly Ser Thr Lys Gly Leu Ile Cys His
55 60 65
TGC AGA GTA CTA TAC TGC ATT TTT GGA GAA CAT CTT GGT GGG ACC TGC 297
Cys Arg Val Leu Tyr Cys Ile Phe Gly Glu His Leu Gly Gly Thr Cys
70 75 80

TTC ATC CTT GGT GAA CGC TAC CCA ATC TGC TGC TAC TAA GCTTGCAGAC 346
Phe Ile Leu Gly Glu Arg Tyr Pro Ile Cys Cys Tyr ¢

85 90 95
TAGAGAAAAA GAGTTCATAA TTTTCTTTGA GCATTAAAGG GAATTGTTAT TCTTATACCT 406

TGTCCTCGAT TTCCTGTCCT CATCCCAAAT AAATACTTGG

TAACATG

453
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3:

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A} LONGUEUR: 94 ACIDES AMINES
(R) TYPE: ACIDL AMINE
(CC) NOMBRE DE BRING: SIMPLE
(D)) CONFIGURATION: LINEAIRE

(11} TYPE DE MOLECULE: PROTEINE

(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Homo sapiens

(1) CARACTERISTIQUE:
(A) NOM/CLE: PEPTIDF. SIGNAL
(B EMPLACEMENT: 1..18

(ix) CARACTERISTIQUE:
(Ah) NOM/CLE: REGION PRO
(B) EMPLACEMENT: 20..63

(ix) CARACTERISTIQUE:
(A) NOM/CLE: PEPTIDE MATURE
(B) EMPLACEMENT: 64..94
(i) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 3:
Mot Arg Thr Leu Thr Leu Leu Ser Ala Phe Leu Leu Val Ala Leu Gln

] S 10 15

Ala Trp hla Glu Pro Leu Gln Ala Arg Ala His Glu Met Pro Ala Gln
20 25 30

Lys Gln Pro Pro Ala Asp Asp Gln Asp Val Val Ile Tyr Phe Ser Gly
35 40 45

Asp Asp Ser Cys Ser Leu Gln Val Pro Gly Ser Thr Lys Gly Leu Ile
| SO 55 60 | ”

Cys His Cys Arg Val Leu Tyr Cys Ile Phe Gly Glu His Leu Gly Gly
€5 70 715 . 80

Thr Cys Phe Ile Leu Gly Glu Arg Tyr Pro Ile Cys Cys Tyr
85 90
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NKRO: 4:

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 19 ACIDES AMINES
() TYPE: ACIDE AMINE
(C) NOMDBRE DE DBRINS: SIMPLE
(D} CONFIGURATION: LINEAIRE

(1) TYPE DE MOLECULE: PEPTIDE SIGNAL

(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Homo sapiens

(x1) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 4:

Mct Arg Thr Leu Thr Leu Leu Ser Ala Phe Leu Leu Val Ala Leu Gln
] 5 10 15

Ala Trp Ala

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5:

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 44 ACIDES AMINES
(3) TYPEL: ACIDE AMINE
(C) NOMBRE DE BRINS: SIMPLE
(D) CONFIGURATION: LINEAIRE

(11) TYPE DE MOLECULE: REGION PRO

(vi) ORIGINE:
(A) ORGANISME: Homo sapiens

(x1) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 5:

Glu Pro Leu Gln Ala Arg Ala His Glu Met Pro Ala Gln Lys Gln Prc
1 S 10 15

Pro Ala Asp Asp Gln Asp Val Val Ile Tyr Phe Ser Gly Asp Asp Ser
20 25 30

Cys Ser Leu Gln Val Pro Gly Ser Thr Lys Gly Leu
35 40
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{(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6:
W

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 31 ACIDES AMINES
(B TYPE: ACIDE AMINE
(C) NOMBRE DE BRINS: SIMPLE
(D) CONFIGURATION: LINEAIRE

(ii) TYPE DE MOLECULE: PEPTIDE MATURE

(vi) ORIGINE:
(A} ORGANISME: Homo sapiens

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEOQO ID NO: €:
lle Cys His Cys Arg Val Leu Tyr Cys Ile Phe Gly Glu His Leu Gly
1 5 10 15

Gly Thr Cys Phe Ile Leu Gly Glu Arg Tyr Pro Ile Cys Cys Tyr
20 25 30
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’ REVENDICATIONS

1. Polypeptide isolé choisi parmi les polypeptides suivants :
a) polypeptide dont la séquence d’acides aminés est la séquence SEQ ID No. 3 ;
b) polypeptide présentant au minimum 80 % d’identité avec le polypeptide dont la
séquence d’acides aminés est la séquence SEQ ID No. 3 ;
c¢) polypeptide dont la séquence d’acides aminés est la séquence d’acides aminés d’un
fragment d’au moins 10 acides aminés consécutifs d’un polypeptide dont la séquence
d’acides aminés présente au minimum 90 % d’identité avec la séquence SEQ ID No.
3
d) polypeptide comprenant au moins un fragment tel que défini en c).
2. Polypeptide selon la revendication 1, caractérisé en ce qu’il est constitué de
[’un au moins des fragments suivants :
a) peptide signal dont la séquence d’acides aminés est la séquence SEQ ID No. 4 ;
b) région pro dont la séquence d’acides aminés est la séquence SEQ ID No. 5 ;
c) peptide mature dont la séquence d’acides aminés est la séquence SEQ ID No. 6 ; ou
d) fragment présentant au minimum 90 % d’identité avec un peptide selon a), b), ou c).
3. Polypeptide isolé choisi parmi les polypeptides suivants :
a) polypeptide dont la séquence d’acides aminés est la sequence SEQ ID No. 6 ;
b) polypeptide présentant au minimum 80 % d'identité avec le polypeptide dont la
séquence d’acides aminés est la séquence SEQ ID No. 6 ;
c) polypeptide dont la séquence d’acides aminés est la séquence d’acides aminés d’un
fragment d’au moins 10 acides aminés consécutifs d’un polypeptide tel que défini en
a) ou h):
d) polypeptide comprenant au moins un fragment tel que défini en c).
4. Polypeptide selon I’'une des revendications 1 ou 3, caractérisé en ce que ledit
fragment comprend au moins 15 acides aminés consécutifs.
5. Acide nucléique codant pour un polypeptide selon ’une des revendications 1 a

6. Acide nucléique choisi parmi les acides nucléiques suivants :
a) acide nucléique de séquence SEQ ID No. 1 ;

b) acide nucléique de séquence SEQ ID No. 2 ;
¢) acide nucléique présentant 80 % d’identité par rapport aux acides nucléiques selon a)

oub);
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dJ fragment nucléique de séquence SEQ ID No. 1 comprenant au moins un exon du
géne Def X.

7. Vecteur de clonage ou d’expression dans une cellule héte appropriée d’une
séquence nucléotidique, caractérisé en ce qu’il comporte une séquence selon I’une des
revendications 5 et 6.

8. Vecteur selon la revendication 7, caractérisé en ce qu’il comporte les éléments
assurant I’expression de ladite séquence dans ladite cellule héte.

9. Cellule transformée par un vecteur selon I’une des revendications 7 et 8.

10. Cellule selon la revendication 9, caractérisée en ce qu’il s’agit d’une cellule

procaryote.
11. Cellule selon la revendication 9, caractérisée en ce qu’il s’agit d’une cellule

eucaryote.

12. Procédé de production d’un polypeptide selon I’'une des revendications 1 a 3,
caractérisé en ce qu’on cultive une cellule selon I’une des revendications 9 a 11 et en ce
que I’on récupére le polypeptide produit.

13. Polypeptide susceptible d’étre obtenu par la mise en ceuvre du procédé selon
la revendication 12.

14. Polypeptide selon 'une des revendications 1 a 4, caractérisé en ce qu’il est
obtenu par synthése chimique.

15. Anticorps monoclonal ou polyclonal ou un de leurs fragments, anticorps
chimériques, caractérisé en ce qu’il est capable de reconnaitre spécifiquement un
polypeptide selon [’une des revendications 1 a 4, et 14.

16. Anticorps selon la revendication 15, caractérnsé en ce qu’il est marque.

™7 s sty vy s 4 qgn b ‘ L e n ? . L4
17 Sands su amoree oligonucléotidioue caractérisée en ce mn’elle est constimée

1 2 s wy o i uindh & W At & Wi

d’un acide nucléique selon I’une des revendications 5 et 6.

18. Sonde selon la revendication 17, caracténsée en ce qu’elle est marquée.

19. Utilisation d’un polypeptide selon I'une des revendications 1 a 4, 13 et 14
comme agent' antimicrobien et/ou antiparasitaire.

20. Utilisation d’un polypeptide selon ’'une des revendications 1 a 4, 13 et 14
comme agent cytotoxique, notamment a visée anticancéreuse.

21. Utilisation d’un polypeptide selon I'une des revendications 1 a 4, 13 et 14
comme agent de modulation des processus de I'inflammation, de réparation tissulaire et
de régulation endocrine, notamment corticostatique.

22. Composition pour usage topique externe, caractérisée en ce qu’elle comporte
au moins un polypeptide selon I’une des revendications 1 a 4, 13 et 14.

FEUILLE MODIFIEE
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23. Composition selon la revendication 22, caracténisée en ce qu’il s’agit d’une

composition cosmétique.
24. Composition pharmaceutique comprenant un polypeptide selon 'une des

revendications 1 a 4, et 13 et 14. '
5 25. Composition pharmaceutique comprenant un vecteur selon 'une des
revendications 7 et 8, capable d’exprimer in vivo un polypeptide selon 'une des
revendications 1 a 4.
26. Composition pharmaceutique selon I'une des revendications 22, 24 et 25,
caractérisée en ce qu’elle comprend un véhicule pharmaceutiquement acceptable.
10 27. Composition pharmaceutique selon 1’'une des revendications 22, 24 a 26,

destinée a la prévention et/ou au traitement des infections microbiennes ou parasitaires.
28. Composition pharmaceutique selon la revendication 27, caractérisée en ce

que les infections microbiennes ou parasitaires sont des infections d’origines

bactériennes, de bactéries Gram-positives ou Gram-négatives, mycobactérennes,

15 fongiques, ou liées a des spirochetes.
29. Composition pharmaceutique selon la revendication 27, caractérisée en ce

que les infections virales sont des infections liées a des virus a enveloppe, notamment

les virus HSV et HIV.
30. Composition pharmaceutique selon 'une des revendications 22, 24 a 26,

destinée a la prévention et/ou au traitement de cancers, notamment les melanomes.

20
31. Composition pharmaceutique selon la revendication 30, caractérisée en ce
que le cancer est le cancer du foie, de la prostate, du poumon non a petites cellules ou le
carcinome colorectal.
22. Compositicn phurmacsuticue selon Pune des revendications 22, 24 a 26
25  destinée a augmenter les défenses immunitaires, a augmenter les défenses immunitaires

en cas d’immunodéficience acquise ou a prévenir I’immunodéficience, notamment pour

le traitement du psonasis. , .
33. Composition pharmaceutique selon 'une des revendications 22, 24 a 26,

destinée a moduler les processus inflammatoires, notamment dans les cas de maladies a

30  inflammation chronique.
34. Méthode de diagnostic d’une immunodéficience et/ou d’une prédisposition a

des affections de type cancer, caractérisée en ce qu’'on met en évidence dans un
prélévement de patient la présence d’une défensine anormale et/ou d’une séquence

codant pour une défensine anormale.
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35. Méthode de diagnostic d’infections dues a des micro-organismes ou liées a
un déficit immunitaire ou a un phénoméne inflammatoire, caractérisée en ce qu’elle
comprend le dosage d’un polypeptide selon I’'une des revendications 1 a 4 ou d’un acide
nucléique selon 'une des revendications 5 et 6 dans un échantillon biologique et la
comparaison du résultat dudit dosage obtenu avec la quantité dudit polypeptide,
respectivement dudit acide nucléique, présente normalement dans un échantillon
biologique équivalent.

36. Méthode de diagnostic d’inflammation, d’une immunodéficience et/ou d’une
prédisposition a des affections de type cancer, caracténisée en ce qu’elle comprend le
dosage d’un polypeptide selon I’une des revendications 1 a 4 ou d’un acide nucléique
selon 1’une des revendications 4 et 5 dans un échantillon biologique et la comparaison
du résultat dudit dosage obtenu avec la quantité dudit polypeptide, respectivement dudit
acide nucléique, présente normalement dans un échantillon biologique équivalent.

37. Méthode de diagnostic selon I’'une des revendications 34 a 36, caractérisée en
ce qu’elle met en ceuvre un anticorps selon I’'une des revendications 15 et 16.

38. Méthode de diagnostic selon ’'une de; revendications 34 a 36, caractérisée en
ce qu’elle met en ceuvre une sonde et/ou une amorce oligonucléotidique selon I'une des
revendications 17 et 18.

39. Kit ou nécessaire de diagnostic pour la détermination d’une infection
microbienne ou parasitaire, d’une inflammation, d’une immunodéficience et/ou de
prédisposition a des affections de type cancer, caractérisé en ce qu’il comprend un
anticorps selon 1’'une des revendications 135 et 16.

40. Kit ou nécessaire de diagnostic pour la détermination d’une infection
microvienne ou parasitaire, <'unc inflammation, d’une immuncdéficicnce et/cu de
prédisposition a des affections de type cancer, caracténsé en ce qu’il comprend une
sonde et/ou une amorce selon ’'une des revendications 17 et 18.

41. Utilisation d’un polypeptide selon I’une des revendications 1 a 4, 13 et 14,
comme pesticide, notamment pour la culture de végétaux d’intérét industriel.
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ACACCATTTG
10

GCCTAGGTCA
70

CCTGTGCGTA
130

TGTGTTACTG
180

GGTTTCACTT
250

CACACACCCC
310

TAATGCCCTA
370

TTCCTCTGCT
430

ACAGATCAGG
490

GACCACCCCT
550

AGCTCTCACT
©10

CTGCAGGGGN
670

TGGCAACAGT GGCTGCCCGG CCTGCACACT GOGGCTTGGCA ACCTCGCTGT

TCTTCATGTA
20

CACCATGAGG
80

ACAACATCAC
’ 140

AGGAAATGCC
200

CTGCAGGACA
260

TTCTCATTTT
320

GAACCTAAAA
380

GGAATGAGTC
440

AACTCACTGC
500

AGCGAGGCTT
560

CCACTGCCCC
620

AGGTCCTGTG
6680

ACCCCATTAG
30

CTGCNCTTAC
90

ACNCCAAATT
150

TGTGGATTGG
210

CTGGACGTTT
270

GCCTCTACAT
330

CCATCATCTG
390

CAGTGCCCAC
450

TTCCTCATAG
510

GAGATGCCTC
70

1/16

CTATACCCTC
40

ANGTTATGCA
100

TANCCAGCTC
160

AGTGTGTTCT
220

CCCAAAACCA
280

CCATATCCAC
340
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DEF4 GGATCCCCATTTGTCTTCkCTGTAACCC ATTACTTAAACCGCCTACTGCAAGGAAACCA
DEFX ACACCATTFGTCTTCA-TG?AACCCCAFTACCFATACCCYCTAGTCCAACuAAACCA
10 20 30 40 50
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DEF4 CAAGGCTTGGATCAGATCATGAGGCTGCCCT¢ACAAGTTATGCCAAAAAATATGGACTTP
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DEF 4 GTGCACACACACCCCTTCTCATTTTGCCTCTACATCCATATCCACTGuGCCCTTCAGGCA
DEFX GTGCACACACACCCCTTCTCATTTTGCCTCTACATCCATATCCACTGGGCCCTTCAGGCA
300 310 320 330 340 350
360 370 380 390 400 410
DEF4 CCTACTAATGCCCTAGAACCTAAAACCATCATCTGGGGCCCAGTTCCCCAAATAG”CCTA
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DEF4 GCTAACACCAATCTCGCTGCAGCT FGCCCACCATCCTAAGG-GACTTCTGACACACATT
DEFH W =erccccwe-- TCTTGCTGCCACCT1GGCLCCCTCCC”TC?GAGACCTCICAGACACA11
1070 1080 1090 1100 1110
1110 1120 1130 1140 1150 1160
DEF4 -AGGTGTCACGCAATCATTTGASGAGTCCTTGGCCTGGAT--GACCTAGACA01CAT”TA
DEFX NAGGTCTCACCTAAAAATCT»AGGATTTCTAGGCCCAAANCGGTCC1AAAAAATTGTTCA
1120 1130 1140 1150 1160 1170
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DEF4 GGCTTGAACTATCTAAGGCCAAGCAAAAAGGTGACTGTCCCCTCTAGGAA CCACATGC1
DEFY GTCT GAACTCTCTAAGGTCAAGAGAAGAGGTGGTTGCTCCCTCTAAGAAACCACATGTT
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1230 1240 1250 1260 1270 1280
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DEF4 CAGGCG TATTCAGTCTCATCCAGGTATTCTCCAAC---CTTACTTGTCTGAATGGCTTG
DEFA GAGGTGGTACTCC-;CTCACCCGGGCATTCTCCAACACACCTGTTTGTCCAAACAGCTTT
1290 1300 1310 1320 1330 134C

1340 1350 1360 1370 1380 139G
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DEFX TACACAG CCAGGCTGTCCCAGTGGCTTTCAATATTCTTTTGGTCCAGATAGTTCAGCCT
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Q...l e & ¢ @ ® @ @6 & ¢ * & o » » » l..... .....
s ¢ O » .‘...‘.... ® & & & & ..0.

DEFX CAGCfACCAGTGTAGGCATCACAGGCTuAATTGTCTTAGGAGTCATGGAGAATT»AIAGT
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DEF4 TCATTGCTGCCTGGGCCTGGCCAGGGCTGACCAAAGTAGACGAGGGG1CGCTACCTCCGT
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DELX ;GGFAGCTACCTGGGCC1GGCCAGCGC1GACCA---TAGACAAGGCAIL--~-CCTC1Cl
15390 1600 1610 1620 1630
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DEFA4 GGACTCCTGCTTGAACTCCAGCTFTCTGCCAAATTTC1CAACPGCCCTTGTTAACAGP?A

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

DEFX GAACTCCTATTTTAATGCCAGCTTCCCAACAAATTTCTCAACTGCTCTPACCAGCAGGTA
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CAAT box -
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DEFA TTTAAAGTACCCAATAGAAAGTAACGCTGAAAAATTAGGACACCTGATACCAAAAGACCC
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DEEFA T*TAAACTACTCAATAGAAAGTAACCCTGAAAA TTAGGACACCTGTTCCCAAAAuACCC
1700 1710 1720 1730 1740 1750
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---------- 1770 1780 1790 1800
DEF4 TTAAATAAGG-AAGLCCTCTC CT CTGTGTGCATGGCTGCTCTTG---CTACATAAGACC
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..........................

DEEX *TAAATAGGGGAAGTCCTTTCNCTGCTTGTGCACAGCTGCTGATGTGGCAACATGAGGCC

1760 1770 1780 1790 1800 1810
mRNA start --> SpSite
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DEF4 TGGAACACAGGACTGCTGTCTGCCCTCTCTGCTCGCCCTGCCTAGCTTGAGGATCTGTAA
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........................

DEFX TGGGACAGGGGACTGTCCTCTGCCCACTCTGGTAGCCTCACGTAGCTTAACAATCTGTCA

1820 1830 1840 1850 1860 1870
- 1880 1890 1900 1910 1920
DEF4 GCTAACACAA====~ AACTTAAACTTTCACATTGAGGTTTCAATATTGAAGCTGTGTCCCC
DEFX GTAATACAATACAAAACTTAAACTTTCATACTGCGGTTCCACCCAGGAAGCTGTGT”CCC
1880 1890 1900 1910 1920 1930 -
1830 1940 1950 1960 1970 1980

DEF'4 AGTCToACCTCTCACTGTGGGGCCACCCCAGAGGACCCAGCGTGAAGCCCCTGCTGTGAA
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DEFX AATCTGACCCGTGATTATGGGGCCACCTCAGAGGGNACCCAGTGAGGGAAPTATTTTG--
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DEF4 CTTCTATCTGGGTGTCTGGCGGCTGCTGGGGGTAATGGCTACTAGCTAAGTCAATAGAGA
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2050 2060 2070 2080 2080 2100
DEF4 ‘AACTCAAAAAG1TPCCTTCCAAACACACGTGTCCTACTTGACATGT»CAATAAAGACGA"

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

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

.......

DEFX .AACTCAAGCAGTIlCCTTCCAAACACACATGTCCTACTTAACGTGTCCAACACACATCA1
2050 2060 2070 2080 2090 2100

2110 2120 2130 - 2140
DEF4 CA----CAGCTTCT-- AAAACATTArTTTTATTGTCAGAGAAGCCTC1 -----------

..... . ....O.. ¢ 9 & & o 0 .
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DEFX CATACTCAfANGCTGCTAAAACA?TANTTTTATTTTGAGAAAAGTCTATTCATGTTC*TG

2110 2120 2130 2140 2150 2160
2150

DEF4  ~==-e-cmecec-cececemee—eee-e—e————e--- GCAG==-= ===~ GTC---CTA= -~
DEFX  GCCCATGGAGTTTTCATTTNATTANTTTATTTATTTTGCAGAGATGGAGTCTCACTATGT

2170 2180 2190 2200 2210 2220

2160

DEF4  ~=mc=—-ce- GGTCT=v=mmemmm—————————— GTTTTTC=======mmsmo e
DEFX  TGCTCAAGCTGGTCTCCAACTCCTGGGCTCAAGCCATCTTCCTACTTTGGCCTTTGAAAG

2230 2240 2250 2260 2270 2280

2170

DEF§ ~=e-eecccceceecccccccc;e—eeec;e—m—mme———————————— AATCAGGTT
DEFX CGCTGAGATTGCCTGTGTGAGCCATCATGGGGGCTCACTGGCCCACTGAT1AATCAGATT

2290 2300 2310 2320 2330 " 2340

2180 2190 2200 2210 2220 2230

DEF4 GTTTGTTTTTTGCTATTGA-GTTGTTTGACTTCCTTATGTATTCAGATATTTACCCCTTC

.......... 0.0
...........

DEFY AATTGTTTTTTGCTATTGAANTTGTTTGACTTCCTTGTATATT»GGATATTTACCCATTC
2350 2360 2370 2380 2390 2400

. . ®
..................................

2240 2250 2260 2270 2280 2290
DEF4 TACCACGTAGGCTTTGCAAACATTTTCTCTCATTTTCTGGGTTGCCGTTTCCCTCAGTTG

.. ..'0..0. .... . .....I.O.... *® & 8 ¢ o ...... ..

[ @ » & 2
e ® ¢ 0 * ® & &5 ¢ & 0 ¢ 9 8 ® & & o o ¢ & & & o ¢ B * " O = & " w ¢ 2 OO

DEFX 'TAACACGTAGGGTTTGCAAATATTTTCTCTCATGTTCTGTGTTGCCTTTTCACTCAGTTG
2410 2420 2430 2440 2450 2460

2300 2310 2320 2330 2340 2350
DEFY4 ATTGTTTCCTTTGCTATGAAGATGCTTTAGCGTTCAATGCAGCCCCGCTTGTCTATTTTC

.OOOOl. .......l ...... . ...........

..... 0...
.‘000 ¢ 0 5 % & 2 & 0 & O B & 6 F " 4 0 6 & B * 0 0

DEFX .RTGGTTTCCTTTGCTGTGCAGGTGCTTTAGTGTTCAACGCAGCCCCGCTTGTC’ATTTTC
2470 2480 2490 2500 2510 2520

. 2360 2370 2380 2390 2400 2419
DEY4 CCATTTGTTTATTGCCTGTGCCTTTGGTGTCATAGCCAAGAAATCATTACTCACGTCAAT

& & & l.l....... .0.0.0 O.l.....‘... 0 0 0..
e @ & b * e # & ¥ » . & & 0 O

DEFX C ATTT---TATTGCCTGTCCCTTTGA?GTCATAGCCAAGAAATAATTGCCCA ATTAAT
2530 2540 2550 2560 2570 2580
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2420 2430 2440 2450 2460 2470
DEF4 GTCCAAA~GCTTTATCTTTG7ATGTCCTTCTCGTAGTTGTATGGTTTCAGGTCTTTTCAA

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

00000000000000000
.............................

DEF GTCAAAAAGCTTFA1CCCTATATATYCT?CFAG1AC1T TATGGTTTCAGATCTT =~ - - -

2590 2600 2610 20620 20630
2480 2490 2500 2510 2520 2530
DEF4 GTCTATGTTGAG TCTTCAATCCATGTTGAGCTGATTTTT - TACATGTTGTGAGAGAAAG
DEFX -~--ATGTTTAGGTCTTCAATCCA--TTGAGTTGATTTTTGTATGTGGTATAAGAAAAAA
2640 2650 20660 2670 2680 2690
2510

DEF4 GACCACGTGTATGCACCT~------f-----------------u----_-----; .....

...... ....l’
......

DEFX GACCACATGTATACATATC“CAAATTCTAAGGTAGTATATATTAGACACATACAATGTGT

2700 2710 2720 2730 2740 2750

23350 2560 2570
DEF4 —---=c-mme—eee-- AGC---AACTCATGAAC ---------- CTTACA--CAACTCTTT
DEFX CTATTTACACACATTGAGC“GAAAATAATAAACATATTTTTATCTTTCAATCAACTCTA“
2760 2770 2780 2790 2800 2810

2580 2590 2600 2610 2620 2630

DEF4 ATCTCTCTCACTGAGCTCATTTCACCTGTACCCTGATAAGGTCATTGTCCTCTTCACTCT

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

DEFX CTCTATCTCACTGAACTTGTTTCACCTATAGCCTGATGAGGTTGCTGTCCTCTCTACCCC
2820 2830 2840 2850 2860 2870

2640 2650 12660 2670 2680 2690
DEFA4 GGCCCCTACAGGAGACTACTCACCCCATTACCTCAGTCGCCCCTTCATGAGGGT -ATAAT

... .C. ..... . 0.. . A L Y I R BEE N R BN B R N T R BN R R T R T S

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

DEE ‘AGCTCCTATAGGAGACTGCTCATCCCCTAACCTCAAAAACCCCTTCATGAGGGTGATAAT
2880 2890 2900 2910 2920 2930

2700 2710 - 2720 2730 2740 275C
DEF4 GACCTAGAAGCCTGCAATGAGTTACT CTCTACTCCACCGGAATTCAGGTCTGGCACCA’

..: ... ..... ..... ... . ....... . O....O..C... ‘.
¢ @& *

DEFX GCCCTTGAATCCTGCAATGAATTAGTTCTCTACTACAGTGGAATTCAGGTCTGTTATGAG
2940 2950 2960 2970 2980 2990

2760 2770 2780 2790 2800 2810
DEF4 *GTTTAGACCT--GAAGAGAATAGTAGGGCCCATTATCAGGAAATAAGAGGCATTTGCTC

.. ....‘..0 .....0. . > & &

DETX GGTCTGGATCTCTGAAGAGAAGAG---CTCTCATTTTCAGAAAATAAGCAGGATTTATTC
3000 3010 3020 3030 3040

. 2820 2830 2840 2850 2860 2870
DEF4 1CTTAAATTATTGAATGAAAGCACTGTTTCCATT CTTTTTAGAATATTAAAGATTTAAC

4 & & & & & ¢ » & % ¢ o & o 4 o ¢ 0 ¢ ...... ...0.. I‘
9 & & ¢ ¢ ® % & % ¢ 9 ® @ 0 * @ ¢ 4 9 % & o * 0 0 % e » 2

DEFX CCTGAAATTACTGAATTAAATCACTGTTTCGATTAPTTTTTGCAATATTAAA --------
3050 3060 3070 3080 3090
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2880 2890 2900 2910 2920 2830
DEF4 LAGGAAATATTAGG1ATTTCCTGAAAA»AGGAAAAAATGCCAGGGTCCTCAPLATCACCA
DETA -AG1AAATATFTA--AACAGCTAAAAACAC AAATAAFGGFAGGGTCCPIAICAFC\CCG
3100 3110 3120 3130 3140 3130
2940 29350 2960 2970 2980
DEF4 TCAACTTCAACCTAGGCACAGACACTAAACATAGAGCTTC---CTGFGAAGAAAGCluGG
DEFX TGAATTCCAAGCTAG CATACACACTAAACCTAGAGA1TCACACTAGAATGAAAGCTGGG
3160 3170 3180 3190 3200 - 3210
2990 3000 3010 3020 3030 3040
DEF4 AGAGCAGAGGAGGCATTCCAGGGATGTCAAGGCCAATAGGAGTCGGCATCCTCTCTAACA
DEFX AGAGCAGAGGAGTC TCAGAAGGATGTGGAGGCCAATGGACACCTGCAACCTCTCCAACG
3220 3230 3240 3250 3260 3270
3050 3060 3070 3080 3050 3100
DEF4 AAATGCACACCTCCTCT”ACTCAGAAGGCCAAAGGTTTCTTATCTCTGTGCCTTCTCCCA
DEFYX  AAATGCCTACCTCCTCTCACT-=-=--- GC~--AGCATCC--ATCTCTGAGCCTTCTCGCA
3280 3230 3300 3310 3320
3110 3120 3130 3140 . 31350 3160
DEF{ GAA-AGCTATAAATCCAAGCTGGCTTCTCCCTCCCCACACAGCTGCTCCTGCTCTCCCTC
DEFY GCAGAGCTATAAATTCAGCCTGGCTCCTCCGTTCCCACACATCCACTCCTGCTCTCCCTC
3330 3340 3350 3360 3370 3380
Sttt Sttt bbbt D L L LT L L exon2 ----------
3170 3180 3190 3200 3210 3220
DEF4 CTC ----- CAGGTCACCCCAGCCATGAGGATTATCGCCCTCCTCGCTGCTﬁTTCTC”TGG
DEFX CTCTCCTCCAGGTGACTACAGTTATGAGGACCCTCACCCTCCTCTCTGCCTTTCTCCTGG
3390 3400 3410 3420 3430 3440
3230 3240 3250 3260 3270 3280
DEF 4 TAGCCCTCCAGGTCCGGGCAGGCCCACTCCAGGCAAGAGGTGATGAGGCTCCAGGCCAGG
DEFX TGGCCCTTCAGGCCTGGGCAGAGCCGCTCCAGGCAAGAGCTCATGAGATGCCAGCCCAGA
3450 3460 3470 3480 3490 3500
- 3290 3300 3310 3320 3330 3340
DEF4 'AGCAGCGTGGGCCAGAAGACCAGGACATATCTATTTCCTTTGCATGGGATAAAAGCTCTG
DEFX AGCAGCCTCCnGCnGATGACCAGGATGTGGTCATTTACTTTTCAGGAGATGACAGgTGCT

CA 02299560 2000-02-04

3510 352C 3530 3540 3550 3560
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Gl AD G W WD e b G an Yt AR W G )

3350 3360 3370 338C 3399 34C0
DE[4 CTCTTCAGGTTTCAGGTGAGAGAGGCCAGCATAAAAAAGCTACCGAGTCTAGACAGAC

000000000000000000000000000000 . ® & » & ¢ ¢ » & o
........................................

DEEFX CTCTTCAGGTTCCAGGT AGQGATCCCA(CA1GCAGA CCIAC--ACAuIACACAbAACG
3570 3580 3590 30600 3610

3410 3420 3430 3440 3450 3460
DEFA ATGGGAGATGGGCTCTGGAATCACATCTCAATGGTGGATGTCAC1TAGGTGGCTTTACTT

00000000000 ..... ... ...Ol.....' * & & ¢ o 0.0.0
..... .... .....‘.l........

DEFX ACAGGAGACAGGCTCTGGAATTGGATCTCAGTGGCAGﬁTGTCACTTAGGTGGCTA1ACPT
3620 3630 3640 3650 3660 3670

3470 3480 3490 3500 3510 3520
DEF4 ACCATCTCTGGGCCTCGATTTTCTTATCTCGAAACTGAATAGAGAGACAAACAAATGTAA

................. .. .‘ .'l ......... Q .
..........

DEFX .AACATCTCTGGTCCTGGATTTTCTCATATCTAAATGGAATAGAGAACCAAAGAAATCTAA
3680 3690 3700 3710 3720 3730

3530 3540 | 335350 3560 3570 3580
DEF4 GT<AGTCTTCTTTCTCCAAAGACTTGATTCCAAGGTATGTCTATAAAATTCGCTAGGGTT

............. 0.0.......... ‘... .O e & o o » 3
...........................

DEFX GAGATTTTTCTTTCTCCAAAAACTTGATTCCAAGATATGACTGTGAAATTCACTAGATTT
3740 37350 3760 3770 3780 3790

3590 3600 3610 3620 3€30
DEF4 AAGATATGGAGAGACAGATTGACCAG TCTTTCTGGATCTAAACAAGTA-GAJ-~ATTAT

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

DEFX .AAGATATAAGGAGATG--CTACCTAGTTCCTTCTGGAGCCAGACAAACAAGCTTAAGTAT
3800 3810 3820 3830 3840 3850

3640 3650 3660 3670 3680 3690
DEFS4 AG GGAAAATATTTCATTCTGCCAACAAAGGAAATTTTAAAAACTGGAGATGGGCTTAA’

O. * 0 l' . . . 'l '...0 . ..... .
..............

DEEX .ATAGGAAAATATTTCACCCTGTCTATATAGGAGGTTTTAGAACCTGGAGAGGAGCCTAAG
3860 3870 3680 3890 3900 3910

3700 3710 3720 3730 3740 3750 -~
DEF4 .AGTATGTTCAGGTGTGTGTCTGATGGGGCA-~AAAGCACACAAATCAGAGCAAAAGAGAA

....0...0.... .0.‘..! 0 ... I .. . 0..... ®» & & & 9
® & & ¢ & & & ¢ ¢ > S o * & ¢ » v ® e @ * % % ¢ =

DEFX .AATGTGTTCAGGTGTGTGTGTGATGGG CAGGAATGCAGAAAAGTGA~AG AAAGGAGAA
3920 3930 3940 3950 3960 3970

- 3760 3770 3780 3790 3800 3810
DEF4 TGAGTCTCAAATCCTGTATGAGCAGCATTuCTCTGTGTATTTATTuCTATTGACTAAGGT
DEFX TGAGTCTCGAATCCTGTGTGACCAGCACTGCTCTGTGTATTTATTCCTATTGACTGAGAﬂ
3980 3980 4000 4010 4020 4030

3820 3830 3840 3650 3860 3870
DEF4 TGTTTGTGC“A»CGGCACTAATGCAGCCAGCATCACCGGTCAGCCAGCATGTGCATTCTC

....0. .O...C ® & & & & 4 » ...... 00...
....... . ® & 5 ¢ o e & e & & ¢ & & ¢ e & & & o

DEF'X TGTTTGTGCTACCGGCTGTAATACAGCCAACATCACTCATCAGCCAACATGTGACTTCTC
4040 4050 40690 4070 4080 4090
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3880 3890 3900 3910 3920 3930
DEF 4 CAAGATTCCCTTTACCACCCACCGCTGACCTTGGTuCT1AATTTCTCAGTCTTCC1CT T

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

DEEX LAACATTCCCTT1ACCACCCAC1CC1GNACCCCGTACTCAGFFTCTGA1GCIC1C1CIGC
1100 4110 4120 4130 1140 1150

{eorumoscenncen-- CXONJ —=c--ercccrcccccncnn—- S —
3940 3950 3960 3870 3980 393G

DEF4 GTTCCCAGGCTCAACAAGGGGCATGGTCTGCTCTTGCAGAT1AGTATTCTGCCGGCCAAL

.. ......00 . $ & &8 & 9 & 8 & ¢ .Q...‘. C. 0.. .
..... & o @ o e & O ® & & & 9

DEFA GTCCCCAGGCTCAACAAAGGGCTTGATCTGCCATTGCAGAGTACTATACTGCATTTTTGG
4160 4170 4180 4190 4200 1210

------------------------- €XO0N3 ~=rm-c-r—rcrr e c -
4000 4010 4020 4030 41040 4050

DEF4 AGAACTTCQTGTTGGGAACTGCCTCATTGGTGGTGTGAGTTTCACATACTGCTGCAbGCG

..l. .................
.................

DELX AGAACATCTTGGTGGGACCTGCTTCATCCTTGGTGAACGCTACCCAATCTGCTGCT-~--

4220 4230 4240 4250 4260 41270
------------------------- eX0N3 ==~ ---mcccccrr e e — -

4060 4070 4080 4090 4100 4110
DEF4 TCGTCGATTAACATTCTGCTGTCCAAGAGAATGTCATGCTGGGAACGCCATCATCGGTGGT
DEFX  ~===- ACTAA= == =rmmcccc e mcrcr e e c e e e e e e e e e n——-
------------------------- eXONS3 ~=-rr-ecencccccccccccccnncces

4120 4130 4140 4150 4160 4170
DEF4 GTTAGCTTCACATGCTTCTGCAGCTGAGCTTGCAGAATAGAGAAAAATGAGCTCATAATT
DEFY ~—--cecccorcrrrmmnemncenece- GCTTGCAGACTAGAGAAAAA GAGTr»ATAA T

4280 1290 1300

------------------------- exXond ==-cerrmecsscccccmrccccn -

4180 4190 4200 4210 4220 4230

DEF4 TGCTTTGAGAGCTACAGGAAATGGTTGTTTCTCCTATACTTTGTCCTTAACATCTT*TCT

. ...OCQO 0. ... .’. ... .. ’ .‘.O. ...I. ..

DEFX TTCTTTGAGCATTAAAGGGAATTGTTATT-~-CTTATACCTTGTCCTCGATTTCCTGTCC
4310 4320 4330 4340 - 4350 4360

4240 4250 4260 4270 4280 4290
DEF 4 TGATCCTAAATATATATCTCGTAACAAGATGTCTTTCTTTACACCTCTTTGAAATTTGAT

. .0.. ® & & & ..O . O..... ..' 0. .0..
e ¢ & » L ® 4 & 2 ®

DEFX TCATCCCAAATAAATACTTGGTAACATGATTTCCGGGTTTTTTTTTTTTT
4370 4380 4390 4400 4410
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10 20 30 40 50 €0
DEF 4 GTC*GCCCTuTCTGCTCGCCCTGCCTAGCTTGAGGATCTGTCACC”CAGCCATGAG’ATT

0000000000000000000000000000000
..............................

DEF . CTCTGC”CACTCTGGTAGCCTCACGTAGCTTAACAATCTGTCACTACAGTTATGAGGACC'
10 - 20 30 40 S0 60

70 80 90 100 110 120
DEF4 A’CGCCCTCCTCCCPGCTArTCPC11GGFAGCCCICCAGCFCLCGGCAGCLCLACTCCAL

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

DEFX C”CACCCTCCICTCTGCCTTTCPCC1GGPGGCCCTTCAGGCLTbGGCAGAGCCGCTCCAG
| 70 | 80 S0 100 110 120

130 140 150 160 170 180
DEF3 GCAAGAGGTGATGAGGCTCCAGGCCAGGAGCAGCGTGGGCCAGAAGACCAGGACATATCT

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

DEFX GCAAGAGCTCATGAGATGCCAGCCCAGAAGCAGCCTCCAGCAGA1GACCAGGATG GGTC
130 140 150 160 170 180

190 200 210 220 230 240
DEFA4 ATTTCC”TTGCATGGGATAAAAGCTCTGCTCTTCAGG*TTCAGGCTCAACAAGuGGCA.G
DEFX ATTT C*TTTCAGGAGATGACAGCTGCTCTCTTCAGGTTCCAGGCTCAACAAAGGGCTTG
180 200 210 220 230 240

2350 260 270 280 290 300
DEF4 G”CTGCTCTTGCAGATTAGTATTCTGCCGGCGAACAGAACTTCGTGTTGGGAACTGCCTC_

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

DEFX ATCTGCCATTGCAGAGTACTATACTGCATTTTTGGAGAACATCTTGGTGGGACCTGCTTC

250 260 270 280 290 300
310 320 330 340 350 360
DEF ATTGGTGGTGTGAGTTTCACATACTGCTGCACGCGTGTCGATTAACGTTCTGCTGTCCAA
DEFX ATCCTTGGTGAACGCTACCCAATCTGCTG --------- CTACTAA ---------------
310 320 330 340 350
370 380 390 400 410 420
DEF1  GAGAATGTCATGCTGGGAACGCCATCATCGGTGGTGTTAGCTTCACATGCTTCTGCAGET
DEFX <==--c;eccccmcrrccccccccccrcmccrcm e cc e cercmcac e —————— am——-
360 370 380 390
430 440 450 460 470 480
DEF4 GAGCTTGCAGAAIAGAGAAAAATGAGCTCATAATTTGCTTTGAGAGCTACAGGAAATGGT
DEFX --GCTTGCAGACTAGAGAAAAA GAGTTCATAATTTTCTTTGAGCATTAAAGGGAAT---
400 410 420 430 440 450
490 500 $10 5§20 530

DEF 4 TGTTTCTCCTATACTTTGTCCTTAACATCTT-TCTTGATCCTAAATATATATCTCGTAAC

.l ...0. > & & @ & o ® o & ¢ ..!. ....C O.. 0 .....
L ¢ & & 0 ....... ® = ® ® * & & =

DEFX TGTTATTCTTATACCTTGTCCTCGATTTCCTGTCCTCATCCCAAA ARAATACTTGGTANC

460 470 480 490 500 510
o240
DEF4 AAG
DEFX ATG

Figure 3
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15 Z

MetArgThrlLcuThr LeuleuSerAlalhe lLeul.euValAlaleu GlnAlaTrpAlaGlu

----------------------- Propiccc -

23

30

G YR OGP G A ER b S A dr O G A G Gl D WU ek G B T G -G O T O

35 40

ProLeuGlnAlaArg AlalHisGluMetPro AlaGlnlysGlnPro ProAlaAspAspGln

----------------------- propiece - - - - - - - - - - - - -

45

S0

93 60

AspValVallleTyr PheSerGlyAspAsp SerCysSerleuGln ValProGlySerThr

65

----- Mature peptide

10

715 80

LysGlyLeulleCys HisCysArgValleu TyrCysllePheGly GluHisLeuGlyGly

-------------------- Mature peptide

8BS

90

94

ThzCysPhelleleu GlyGluArgTyrzPro IleCysCysTyr

DEF4_HUMAN
DEFS_HUMAN
DEF6_HUMAN
DEF1_HUMAN
DEFX

DEF4_HUMAN
DEFS_HUMAN
DEF6_HUMAN

DEF1_HUMAN
DEFX

Figure 4
SIGNAL PROPIECE
MRIIALLAAILLVALQVRA GPLQAR-====-- GDEAPGQ-EQRGPEDQDISISFAWDKSS
MRTIAILAAILLVALQAQA ESLQER~-==--- ADEATTQ-KQSGEDNQDLAISFAGNGLS
MRTLTILTAVLLVALQAKA EPLQAEDDPLQAKAYEADAQ-EQRGANDQDFAVSFAEDASS
MRTLAILAAILLVALQAQA EPLOAR-~===-=~ ADEVAAAPEQIAADIPEVVVSLAWDESL
MRTLTLLSAFLLVALQAWA EPLQAR-=====- AHEMPAQ-KQPPADDQDVVIYFSGDDSC
* % + & e de é&éd * * ¢ L *

PROPIECE Mature PEPTIDE

ALQVSGSTRGM VCSCRLVFCRRTELRVGNCLIGGVSFTYCCTRVD
ALRTSGSQARA TCYCRTGRCATRESLSGVCEISGRLYRLCCR---
SLRALGSTRAF TCHCRR-SCYSTEYSYGTCTVMGINHRFCCL~-~-
APKHPGSRKNM ACYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC----

* e

L .

A A

SIQVPGSTKGL ICHCRVLYCIFGEHLGGTCFILGERYPICCY~--
& % ® <&

*» | o *

N ~N AN

Figure 5
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