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Polypeptides ayant une activité de récepteur B-adrénergique chez I'homme, impliqués dans la réponse lipolytigue,

acides nucléiques codant pour ces polypeptides et utilisation de ces polypeptides pour le criblage de substance

active sur ces polypeptides.

L'invention a pour objet de nouveaux polypeptides ayant
une activité de récepteur B-sdrénergique contenant :

— la séquence de 402 acides aminés:

— ou un fragment de cette séquence, ce fragment étant tel
que notamment : )

. soit il contient néanmoins les sites contenus dans cette
séquence et dont la présence est nécessaire pour que, lorsque
ce fragment est exposé & la surface d'une celiule. it soit
capable de participer & l'activation de I'adénylate cyclase en
présence d'un agoniste,

. soit il est susceptible d'étre reconnu par des anticorps qui
reconnaissent également la susdite séquence de 402 acides
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aminés, mais ne reconnaissent ni le récepteur adrénergique f1. T L e .

ni le récepteur adrénergique 52. 4 eossunionulinouss, ; i
Ces polypeptides sont utiles pour le criblage de médica- ™™ =

ments, actifs sur lesdits polypeptides et destinés au traitement

de l'obésité, du diabdte gras. ainsi que des hyperlipidémies.
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POLYPEPTIDES AYANT ﬁNE ACTIVITE DE RECEPTEUR B
ADRENERGIQUE CHEZ L'HOMME, IMPLIQUES DANS LA REPONSE
LIPOLYTIQUE, - ACIDES NUCLEIQUES CODANT POUR CES
POLYPEPTIDES ET UTILISATION DE CES POLYPEPTIDES POUR
LE CRIBLAGE DE SUBSTANCE ACTIVE SUR CES
POLYPEPTIDES.

L'invention a pour objet des polypeptides ayant
une activité de récepteur PB-adrénergique chez
1'homme, et plﬁs particuliérement impliqués dans 1la
réponse lipolytique des tissus adipeux, et les génes
codant pour ces polypeptides.

L'invention est également relative
- & des vecteurs contenant les génes codant pour des
polypeptides avant une activité B-adrénergique,

- 4 des hotes cellulaires transformés par des génes
codant pour les susdits polypeptides,

- 34 des sondes nucléotidiques suceptibles de
s'hybrider avec les génes codant pour les susdits
polypeptides,

- 4 des anticorps polvclonaux et monoclonaux dirigés
contreiles susdits polypeptides et utilisables dans
un but de diagnostic in vitro,

- & des trousses (ou kits) pour étudier le degré
d'affinité de certaines sushtances pour les susdits
polypéptides . '

- a des médicaments contenant des substances actives
sur des susdiis polypeptides ayant une activité de
récepteur B-adrénergique, et plus particuliérement
destinés au traitement de 1'obésité, du diabéte et
de 1'hyperlipidémie. o

Les catécholamines telles que 1'adrénaline et
la noradrénaline, les agonistes synthétiques de ces
catécholamines, qui miment leurs fonctions
biologiques et les antagonistes, qui bloguent ces
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fonctions, exercént leurs effets en se liant & des
sites de reconnaissance (fécepteurs adrénergiques)
spécifiques situés sur les membranes cellulaires.

De X classes principales de récepteurs
adrénergiques ont été . définies, es récepteurs
adrénergiques a et 1les rééeppeurs adrénergiques B.

Dans 1l'ensemble de ces deux classes, on
distingue qguatre sous—types de ces récepteurs aux
catécholamines (al, a2, Bl et B2-AR). Leurs geénes
ont été& récemment isolés et identifiés ~(5-8).
L'analvse de ces génes a permis de reconnaitre leur
appartenance a - une famille de l récepteurs
membranaires intégraux présentant certaines
homologies (9-10)}, notamment au niveau de 7 régions
transmembranaires. Celles-ci sont couplées a des

protéines régulatrices, appelées protéines G,

. susceptiblez de fixer des molécules de guanosine

triphosphate (GTIP}.

Plus précisément; les protéines G sont des
protéines avant 1la capacité de @ s'interposer
structuralement et fonctionnellemeht entre des
récepteurs et des enzymes catalysantila production
de médiateurs intracellulaires (tels que 1'adénylate
cvclase, la guanylate cyclase, les phospholipases,
les Kinases) ou entre des récepteurs et des canaux
jonigues dont 1'ouverture contrdlée entraine un flux
d'ions ({(tels que 1les ions calcium, potassium,
sodium, hvdrogéne) dans la cellule.

Ces protéines ont des fonctions de transduction
et de couplage.

La susdite famille de récepteurs est désighée
par "famille R2G" (10). Elle comprend notamment les
récepteurs muécariniQues de 1‘'acétylcholine, 1les
récepteurs de 1la serotonine, les récepteurs des



10

15

30

35

2642075

neuropeptides, substance K et angiotensine II et les
récepteurs visuels de la famille des opsihes {9-10).

Jusgu'a une époque trés récente, la définition
des sous—-types de récepteurs s'appuyait
principalement sur 1l'analyse, dans les éystémes
hétérogénes, des propriétés physiologiques et de
liaison de différents ligands. Dans la famille R:G,
plusiéurs génes codant pour des sous-types de
récepteurs définis par leurs propriétés
pharmécologiques ont été clonés et caractérisés. Des
sondes obtenues & partir de ces génes ont permis
dtidentifier des sous-types de récepteurs
supplémentaires (11-12}.

La nature exacte du récepteur adrénergique B,
susceptible de moduler les fonctions physiologiques
telles que la thermogénése dans les cellules
adipeuses, ainsi gue la relaxation intestinale est

restée obscure. En rapport avec cette derniére

propriété, on a trouvé que 1'isoproterenol inhibe

toujours les contractions de 1l'ileum de cobayve
induite par voie cholinergiqgue (3), en dépit du
blocage total des récepteurs adrénergiques connus du
type o et B avec la pentholamine et le propanolol.

- En procédant & une étude détaillée des effets
physiologiqges des agonistes et de l'inhibition par
les antagonistes des polypeptides ayant une activité
de récepteur B adrénergique (1-3), a été émise
1'hypothése de 1l'existence d'un nouveau sous-type de
récepteur B adrénergigque.

Cette hypothése a été remise en cause par une
hyvpothése contradictoire, résultant de l'analyse du
contenu en récepteur B d'un'tissu adipeux par des

.études de liaison. Cette analyse a conduit a 1la

conclusion - qui constitue 1'état de la technique le
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plus récent - que les récepteurs 8 adrénergiques
lipolytiques sont uniquement du sous-type f1 (13).

Par ailleurs, parmi les composés utilisés en
pharmacopée moderne, une position dominante est
occupée par 1es agonistes ou antagonistes B-
adrénergiques (Bl  ou B2-AR). Les médicaments
disponibles peuvent, en dépit de leur remargqguable
efficacité, produire des effets secondaires,
potentiellement dus & 1'interaction avec d‘'autres
récepteurs homologues. '

L'invention 1léve 1'incertitude en faveur de
1 'hypothése antérieurement formulée, mais
ultérieurement écartée de 1l'existence de.
polypeptides avant une activité de récepteur B
adrénergique autre que celle des récepteurs Bl et
R2. Elle donne en effet accés & de nouveaux
polvpeptides avant une agtivité de récepteur 8
adrénergique, ne s'apparentant ni a celle des
récepteurs adrénergiques B, ni a celle des
récepteurs adrénergiques 52.'

L'invention a également pour objet des procédés
de criblage de nouveaux médicamenis agissant sur les
nouveaux polypeptides ayvant une action de récepteur
p-adrénergique et destinés entre autre au traitement
de 1'obésité, du diabéte gras et du diabéte des
sujets non insulino-dépendants, ainsi qu'au
traitement des hvperlipidémies.

En particulier, le nouveau polypeptide de
1'invention avant une activité de récepteur B-
adrénergique :

- contient la séquence de 402 acides aminés
de la Figure 1 ou
un fragment de cette séquence, ce fragment étant tel

que
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* goit il contient néanmoins les sites contenus
dans cette séquence et dont la présence est
nécessaire pour que, lorsque ce fragment est exposé
& la surface. d'une cellule, il sdit capable de
participer & 1'activation de 1tadénylate cyclase en
présence d'un agoniste, cette activation é&tant
croissante dans 1l'ordre des agonistes suivants :
salbutamol, BRL 28410, BRL 37344 et (1)-
isoproterenol,

* goit il est susceptible d'étre reconnu par
des anticorps qui reconnaissent également la susdite
séquence de 402 acides aminés, mais ne reconnaissent
ni le récepteur adrénergique B1, ni le récepteur
adrénergique $2 ‘

+ goit 11 est susceptible de générer des
anticorps qui reconnaissent 1la susdite séquence de
204 acides aminés mais ne reconnaissent ni le
récepteur Bl, ni le recepteur adrénergique B2.

la reconnaissance de la susdite séquence de 402
acides aminés par les susdits anticorps - ou du
susdit fragment par les susdits anticorps - signifie
gue la susdite séquence forme un complexe avec 1'un
des susdits anticorps.

La formation du complexe antigéne (c'est-a-dire
séquence de 402 acides aminés ou susdit fragment)-
anticorps et 1la détection de 1'existence d'un
complexe formé peuvent se faire de 1la fagon
suivante:

- on laisse incuber 1l'antigéne et 1'anticorps
pendant 1h & température ambiante, puis pendant une
nuit & 4°C, en tampon PLT;

- le tampon PLT ayant la composition suivante : 10
mM de phosphate de sodium, 145 mM de NaCl, 5% de
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lait écrémé 1lvophilisé (p/v), 0.1% de Tween 20
(v/v), le pH étant de 7.4,

- on effectue ensuite quatre lavages de 5 min. avec
le tampon PLT,

- on laie-= incuber un deuxiéme anticorps biotvnilé
1h 3 température ambiante en tampon PLT,

- on effectue gquatre lavages de 5 min. en tampon
PLT,

- on laisse incuber la streptavidine peroxydase; 1h
4 température ambiante en tampon PLT,

- on procéde a quatre lavages en tampon PLT puis

- on effectue un lavage dans le milieu constitué
par: 10 mM de phosphate de sodium, 145 mM de NaCl,
0.1% de Tritcn x 1006, le pH étant de 7.4,

- on effectue un nouveau lavage dans le milieu ayant
l1a compositicon indiquée gi—dessus, mais ne contenant
pas de Triton x 100, puis

- on révéle le complexe antigéne-anticorps formé par
des techniques classiques.

Pour ce gui est de la définition des "“fragments
contenant les sites" et répondant & la susdite
définition, on se reportera ci-apres dans la
descriﬁtion.

Les nouveaux récepteurs p-adrénergiques de
i'invention sont donc caractérisés par des
propr_4tés différentes de celles des récepteurs B1
et B2, en ce qu'ils se comportent de fagon
différente vis-a-vis de substances respectivement
antagonistes et agonistes vis-a-vis de Bl et B2.

La 'déterminagion de 1'ordre dans lequel les
polypeptides de 1'invention participent a
l'activation de 1‘adénylate cyclase en présence des
agonistes respectivement présents : salbutamol, BRL
28410, BRL 37344 et. (1)-isoproterenol, est décrite
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dans le commentaire relatif & la Figure 2C, qui fait
suite & la présente description.

L'ordre indiqué ci-dessus est  totalement
différent de celui obtenu avec les mémes agonistes,
lors des réponses médiatisées par 1'intermédiaire
des récepteurs adrénergiques BX ou B2.

Pour des cellules "CHO-p3" définies ci-aprés,
cet ordre est voisin de celui déterminé pour la
stimulation de 1la 1lipolyse dans des cellules
adipeuses de rat (1). La seule différence est
constituée par 1'ordre relatif entre 1'isoproterenol
et BRL 37344. Cependant, 1'isoproterenol dont il est
qguestion dans l'invention est 1'isomére lévogyre de
1'isoproterenol alors que celui de la référence (1)
est le mélange racéﬁique (d1).

Le BRL 28410 est défini dans la référence (1).

Le BRL 37344 est défini dans la référence (1).

L'invention concerne également des protéines
chiméres dans lesquelles 1le polypeptide tel que
défini plus haut ou des parties de celui-ci sont
réunis & un enchainement d'acides aminés hétérologue
par rapport & ce polypeptide. -

Des protéines chiméres avantageuses de
1'invention sont «constituées par <celles dans
lesquelles 1l'enchainement d'acides aminés
hétérologue est choisi parmi la séquence du
récepteur adrénergique 81 ou un fragment de ce
récepteur ou 1la séguence du récepteur adrénergique
B2 ou un fragmeﬁt de ce récepteur.'

Les polvpeptides et protéines chiméres de
l'invention peuvent &tre glycosvlés et peuvent

comporter ou non des ponts disulfure.
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Dans 1a suite de la description, les
polypeptides de 1'invention seront, pour simplifier,
désignés par "récepteurs B3".

Les récepteurs B3 de 1'invention sont également
tels que la capacité a stimuler 1t'adenvlate cyclase
et/ou 1'accumulation de 1'AMP cyclique induite par
1'isoproterencl, n'est pas inhibée par les composés
suivants
- practolol,

- nadolol, .
- CGP 12,1717,
- butoxamine,
- alprenclol,
- propanoliol,
- pindolol,
- oxprenclol,
utilisés a des concentrations inférieures ou égales
4 10-4 M, dans les conditions suivantes :

en ce qui concerne 1l'accumulation de 1'AMP
cyclique, des cellules sont cultivées et récoltées
aprés traitement avec Versene/EDTA {(Eurobio, Paris),
lavées et resuspendues dans un  milieu de Hank
contenant 20 m¥ d'Hepes tamponn:z: & pH 7.4, de
1'acide ascorbique 1 mM et de 1'iscbutyl-méthyle-
xanthine 0.1 mM; des aliquotes de 10% cellules sont
incubées pendant 30 minutes, avec les inhibiteurs a
10-4M avant 1'addition de 5.10-°M d'isoproterenol ;
1'incubation est poursuivie encore pendant 30
minutes, et on mesure les niveaux 4'AMP cyclique, -
par exemple selon les spécifications de la trousse
d‘essais Amersham.

La stimulation de 1l'adenylate cyclase par les

récepteurs B3 de 1l'invention, ainsi que la mesure de
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1'accumulation de cAMP peuvent &tre effectuées selon
des méthodes classiques. '

le CGP12,177 est un produit iabfiqué par 1la
société CIBA-GEIGY. '

Les conditions utilisées sont semblables 2
celles dans lesquelles les susdits composés se
comportent' comme des antagonistes vis—é—Qis des
récepteurs adrénergiques Bl et B2. )

Les récepteurs B3 de 1l'invention sont également
tels que 1le pindolol et 1'oxprenolol favorisent
1'aécumu1ation de 1'AMP cyclique dans des cellules
CHO transfectées avec le susdit récepteur B3 , dans
les conditions suivantes .: ' )

. en ce qui concerne l'accumulation de "1'AMP
cyclique, des cellules sont cultivées et récoltées
aprés traitement avec Versene/EDTA (Eurobio, Paris},
lavées et resuspendueé dans un milieu de Hank
contenant 20 mM d'Hepes tamponnés & pH 7.4, de
1'acide ascorbique 1 mM et de 1'isobutyl-méthyle-
xanthine 0.1 mM; des aliquotes de 10% cellules sont
incubées pendaﬁt 30 minutes, dans un volume total de
1 ml avec des " concentrations de pindolol ou
d'oxprenolol supéfieures 4 10-11M et les niveaux de
cAMP sont mesurés par exemple selon les
spécifications de la trousse d'essai Amersham.

Un récepteur B3 avantageux de 1l'invention est
constitué par 1'enchainement des acides aminés 1 a
402, représentés sur la Figure 1.

Ce récepteur B3 est considéré comme'qomportant
sept régions transmembranaires hydrophobes séparées
par des boucles hydrophiles intra et
extracellulaires.

L'invention concerne également les polypeptides
varian?s gui correspondent aux pblypeptides sus-
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définis comportant certaines mutations localisées,
sans que les polypeptides ne perdent les propriétés
de récepteur Bs-adrénergique. Parmi ces variants, on
peut mentionner ceux qui sont reconnus par des
anticorps reconnaissant les régions
transmembranaires, ainsi que ceux qui sont reconnus
par des anticorps reconnaissant les régions autres
gue les régions transmembranaires.

Lt'invention concerne également des acides
nucléiques qui comprennent ou qui sont constitués
par un enchainement de nucléotides codant pour 1'un
quelconque des récepteurs B3 précédemment définis.

Plus particuliérement, 1'invention concerne
1'acide nucléique qui comprend 1'enchainement de
nucléotides représenté sur la Figure ibis,
s'étendant de 1'extrémité constituée par le
nucléotide en position 1 & celle constituée par le
nucléotide en position 2022.

L'invention concerne également 1'acide
nuciéique représenté sur la Figure 1bis comprenant
ou étant constitué par 1'enchainement s'étendant de
1'extrémité constituée par le nucléotide en position
€38 a celle concstituée par le nucléotide en position
1843.

L'acide nucléique sus-défini correspond a 1la
partie codante du geéne correspondant au polypeptide
représenté sur la Figure 1.

Font également partie de 1'invention les acides
nucléiques variants par rapport a ceux sus—-définis
et qui comportent certaines mutétions localisées
dans la mesure ol ces acides nucléiques variants
s*hybrident avec les acides nucléiques précédemment
définis ou avec les .sondes nucléiques définies ci-
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aprés dans les conditions d'hybridation ‘définies
ci-aprés. dans la description.

1'invention concerne également les vecteurs
recombinants, en particulier pour le clonage et/ou
l?expreésion, notamment du type plasmide, cosmide ou
phage, contenant un acide nucléique de l'invention
en l'un de ses sites  non essentiels pour sa
réplication.

L'invention concerne également ' le vecteur
M13mpl8-HupR3, (n®1085), constitué par " un
bactériophaée déposé sous le n°I-833 le 20 janvier
1989 & la CNCM, 25 rue du Docteur Roux, Paris.

Un vecteur approprié de 1l'invention, contient
en l'un de ses sites non essentiels pour sa
réplication des éléments nécessaires pour pPromouvoir
1'expression d'un polypeptide selon 1*invention,
dans un hdte cellulaire et éventuellement un
promoteur reconnu par les polymérases de 1'hdte
cellulaire, en partiéulier un promoteur inductible
et éventuellement une séguence signal et une
séquence d'ancrage.

L'invention concerne -également' un hote
cellulaire transformé par un vecteur recombinant
défini précédemment comprenant les éléments de
régulation permettant 1'expression de la séquence
nucléotidique codant pour 1l'un des polypeptides
selon l'invention dans cet hote.

Par hdte cellulaire on entend tout organisme
suscéptible d'étre maintenu en culture.

L'un des microorganismes' utilisés peut &tre
constitué par une bactérie, notamment Escherichia

Coli.
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Un organisme de choix est constitué par un
organisme eucaryotes tel gque des cellules CHC
(Chinese Hamster Ovary). )

Mais d'aiutres organismes peuvent étre utilisés
tout aussi aisément, naturellement sous réserve que
1'on dispose pour chacun d‘entre eux des vecteurs,
notamment plasmidiques, susceptibles de s'y
répliquer et des séquences de nucléotides insérables
dans ces vecteurs. et capables, lorsqu'elles .sont
suivies dans ces vecteurs par un insérat codant pour
un polypeptide de 1'invention, d'assurer
1'expression de cet insérat dans les organismes
choisis et leur transport dans les membranes de ces
hétes cellulaires.

L'invention concerne également les anticorps
Girigés de fagon spécifique contre l'un des
polvpeptides de 1'invention, ces anticorps étant
tels gqu'ilz ne reconnaissent ni 1le récepteur
edrénergigue B:I, ni le récepteur adrénergique B2. En
particulier, ces anticorps reconnaissent les

séguences d'acides aminés suivantes :
2

& 2€ 178 & 201
64 a 74 223 a 291
101 & 10¢% 314 a 325
133 & 135 .345 a 403

Pour obtenir les anticorps, on peut injecter
chez 1l'animal 1'un de susdits polypeptides.

On pfépare des anticorps monoclonaux par fusion
cellulaire entre des cellules de myélome et des
cellules spléniques de souris immunisées, selon les
procédés classiques. '

L'invention concerne également 1les  sondes
nucléotidiques synthétiques ou non, s'hybridant avec

1'un des acides nucléiques définis ci-dessus ou



leurs séquences qomplémentaires ou leur ARN
correspondant, ces sondes étant telles qu'elles
s'hybrident ni avec le géne ou 1'ARN messager des
récepteurs Bl et B2 adrénergiques.'_r

Les sondes de 1'invention comportent au minimum
10, avantageusement 15 acides nucléiques et peuvent
comporter au maximum la totalité de 1la séguence
nucléotidique représentée sur la figure lbis.

Pour les sondes les plus courtes, c'est-a-dire

d'environ 10 & environ 100 nucléotides, des
conditions d'hyvbridation appropriées sont les
suivantes: .
750 mM de NaCl, 75 mM de Tri-sodium citrate, 50
ng/ml d'ADN de sperme de saumon, 50 mM de phosphate
de sodium, 1 mM de pyvrophosphate de sodium, 100uM
da'aTe, 10 4 25% de formamide, 1% Ficoll (Pharmacia
poids moléculaire moven -de 100,00), 1% de
polyvinvlpyrrolidone, 1% de serum albumine bovine -
pendant 14 & 16 h a 42°C.

Pour les sondes les plus longues, c'est-a-dire
présentant plus d'environ 100 nucléotides, des
conditions d'hvbridation appropriées sont celles
indiquées  précédemment pour les sondes les plus
courtes, mais dans lesguelles le milieu sus-défini
contient 40% de formamide au lieu de 10 & 25% de
formamide et contient en plus 10% de sulfate de
dextrane. '

L'invention concerne en particulier les sondes
nucléotidiques suivantes :

. - celle définie par la séquence d'acides
nucléigues représentée: sur la Figure ibis,

s'étendant de 1'extrémité constituée  par ie



10

15

26

30

35

14 2642075

nucléotide en position 1, & celle constituée par le
nucléotide en position 637

- celle définie par 1la séquence dfacides
nucléiques représentée « sur la Figure 1bis,
s'étendant de l'extrémité constituée par le
nucléotide en position 638 & celle constituée par le
nucléotide en position 745,

- celle définie par la séquence d'acides
nucléiques représentée sur la  Figure 1lbis,
s'étendant de 1'extrémité constituée par le
nucléotide en position 1313, & celle constituée par
le nucléotide en position 1513,

- celle définie par la séquence d‘acides
nucléigues représentée sur la Figure 1bis,
s'étendant -de 1'extrémité constituée par le
nucléotide en position 1679, & celle constituée par
le nucléotide en position 1843,

- celle définie par 1la séquence d'acides
nucléiques représentée sur la Figure ibis,
s'étendant de l'extrémité constituée par le.
nucléotide en position 1844, & celle constituée par
le nucléotide en position 2022, .

- celle définie par la séquence d'acides
nucléiques représentée sur la Figure ibis,
s'étendant de l'extrémité constituée . par le
rucléotide en position 638, & celle constituée par
ie nucléotide en position 1843.

lLes polypeptides de 1l'invention peuvent‘ étre
préparés par culture dans un milieu approprié d'un
hote cellulaire préalablement transformé par un
vecteur recombinant contenant 1l'un des acides
nucléiques définis précédemment et par'récupération
a4 partir de 1la susdite culture du polypeptide
produit par ledit hdte cellulaire transformé.
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S'agissant de réaliser 1*expression des
récepteurs adrénergiques B3 dans une bactérie, telle
que E. coli ou dans une cellule eucaryote telle
qgu'une cellule CHO, on effectue les étapes suivantes

- la transformatioﬁ:d'un héte cellulaire compétent
avec un vecteur, notamment un plasmide ou un phage,
dans lequel a auparavant été insérée une séquence de
nucléotides codant pour le récepteﬁr 3 (insérat),
sous le contrdle d'éléments de régulation, notamment
d'un promoteur reconnu par les polymérases de 1'hdte
cellulaire et permettant 1'expression dans 1'hdte
cellulaire utilisé de  ladite séquence de
nucléotides, ’
- la culture de 1'hdte cellulaire transformé dans
des conditions permettant 1'expression dudit
insérat, et 1le transport du récepteur B3 exprimé
vers la membrane de facon telle que les séquences
transmembranaires du récepteur B3 soient exposées &
la surface de 1'hdte cellulaire transformé.
S'agissant de 1'expression en cellules
eucaryotes, 1les éléments de régulation peuvent
comporter le promoteur endogéne des récepteurs
adrénergiques ou des prombteurs vifaux tels que ceux
des virus 5V40 ou du virus du sarcom de Roux (RSV}.
Stagissant de 1'expression dans E. coli, les
éléments de régulation - peuvent comporter le
promoteur de 1l'opéron lactose ou de 1'opéron
tryptophane. ) .
L'invention coﬁcerne également- un procédé de
détection de 1a capacité d'une molécule & se
comporter comme ligand vis-a-vis d'un polypeptide de

1'invention, lequel procédé comprend : - la mise en

" contact- de 1la molécule avec un hdte cellulaire
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préalablement transformé par un vecteur lui-méme
modifié par. un insérat codant pour le susdit
polvpeptide, cet héte portant 4 sa surface un ou
plusieurs sites spécifiques de ce polypeptide, 1le
cas échéant aprés induction de 1'expression de cet
insérat, cette mise en contact étant effectuée dans
des conditions permettant la formation d'une liaison
ertre 1'un au moins de ces sites spécifiques et
ladite molécule dés 1lors qu'elle stavérerait
effectivement posséder une affinité pour ce
polypeptide,

- 1la détection de 1la formation éventuelle d'un
complexe du type ligand-polypeptide.

L'invention concerne également un procédé pour
1'étude de 1'affinité d'un polypeptide - de
1'invention pour un ou plusieurs ligands déterminés,
lequel procédé comprend :

- 1la transformafiqn d'un hdéte cellulaire compétént
avec un vecteur, notamment un plasmide ou un phage,
dans 1lequel avai auparavant été insérée une
séquence de nucléotides codant- pour le récepteur B3
{insérat}, sous le contrdle d'éléments de
régulation, notamment d'un promoteur reconnu par les
polymérases de 1'hote cellulaire et permettant
1'expression dans 1'hdte cellulaire utilisé de
ladite séquence de nucléotides,

- la culture de 1'hdte cellulaire transformé dans
des conditions permettant 1'expression .dudit
insérat, et le transport du récepteur B3 exprimé
vers la membrane de fagon telle que les séquences
transmembranaires du récepteur B3 soient exposées a
la surface de 1'hdéte cellulaire transformé,

- la mise en contact de cet héte cellulaire avec ces

ligands déterminés,
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- la détection d'une réaction affine entre ledit
héte cellulaire transformé et 1lesdits ligands
déterminés. -

Le procédé décrit ci-dessus permet également
l'identification des "fragmentsrcontenént les sites"
dont question précédemment et qui ne comportent
gu'une partie de la séquence de 402 acides aminés de
la figure 1.

Cette identification consiste a utiliser des
insérats de taille plus réduite que 1'acide
nucléique codant pour la susdite séquence, & mettre
en oeuvre les étapes relatives a 1'expression, au
transport du produit d'expression et & l'exposition
rappelées ‘ci-dessus. Lorsqu'on obtient 1'expression,
le transport du produit d'expression et son '
exposition sur la membrane, ainsi qué la réaction
avec les ligands telle que précédemment définie, on

peut déterminer ainsi les fragments contenant les

sites essentiels. Par conséquent, 1l'absence de

réaction avec 1les 1ligands, telle que précédemment
définie, en utilisant des fragments de taille plus
réduite que 1la séquence'compiéte, tendrait a montrer
qu'on a éliminé certains sites essentiels. '
L'invention concerne également un kit pour 1la
détection de 1l'affinité éventuelle d'un ligand pour
un polyvpeptide de 1l'invention , 1equé1 kit comprend:
- une culture d'hétes cellulaires transformés par un
vecteur modifié tel que défini précédemment ou une
culture d‘hétes cellulaires définis précédemment,
- des movens physiques ou chimiques pour induire
1'expression de la séquence nucléotidiques contenue
dans le vecteur modifié lorsque le promoteur placé
en amont de cette séquence est um promoteur
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inductible par lesdits moyens physiques ou
chimiques, et obtenir une protéine,
- un ou plusieurs ligands témoins avant des
affinités déterminées pour le susdit polypeptide,
- des movens physiques ou chimiques pour 1la
caractérisation de 1l'activité Dbiologique de 1la
protéine exprimée.

L'invention concerne également un procédé de

criblage de médicaments .destinés au traitement de

"1'obésité, du diabete gras, ainsi que des

hyperlipidémies.

D'autres caractéristiques et avantages de

1'invention apparaissent dans la suite de la
description et des exemples, notamment en rapport
avec les dessins et tableaux dans lesquels :
- la Figure 1 représente les séquences d'aéides
aminés du récepteur adrénergique Bl (deuxiéme ligne)
humain, du  récepteur adrénergique B2 humain
(troisiéme ligne}, alignées avec celles du récepteur
adrénergique B3 humain (premiére ligne). Dans les
séquences des récepteurs adrénergiques Bl et B2, les
résidus d'amino acides identigques et en position
analogue & ceux du récepteur adrénergique B3 sont
margués par des traits pointillés.

Pour mettre en évidence les homologies, on a
cffectué des délétions dans les trois séquences, et
ces délétions sont représentées par 1les espaces
entre crochets.

Les sept régions hydrophobes de 21 & 27 résidus
qui sont considérées comme formant des domaines
transmembranaires en hélice a sont indiquées avec
des traits pleins gras et délimitent des boucles
extra-cellulaires et intra-cellulaires, les boucles
extra-cellulaires étant représentées par 01-04 sur
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la Figure et les boucles intra-cellulaires par il a
i4. '

Dans les régions N-terminale extra-cellulaires
des trois récepteurs, les séguences consensus pour
les sites de glycosylation lieés & 1l'asparagine
(NXS/T) sont soulignées, étant rappelé que dans la
- représentation des acides aminés selon DAYHOFF, X
représente 1'asparagine, S représente la sérine, T
représente la thréonine, X représente n‘importe gquel
acide aminé.

Dans la troisiéme boucle intra-cellulaire et
dans la région C-tefminale, des triangles montrent
les résidus Ser et Thr gqui sont problablement
impliqués dans la désensibilisation du récepteur.

- La Figure 2 représente l‘accumulation d'AMP
cvclique dans des cellules CHO-B3 aprés exposition a

i, ({1)-isoproterencl (A), (1)-noradrénaline (o),
(1)-adrénaline (e) ou, (d)-isoproterenol (W ) et
B;BRL 7341 (W ), oxprenolol (O), pindolol (o) ou

salbutamcl (e). Les valeurs Kect (nM) sont : 3.86 %
0.43 pour le (1)-isoproterenol, 5.65 = 1.32 pour le
BRL 37344, 6.28 = (.80 pour la noradrénaline, 47.4 =
6.9 pour 1t'adrénaline, 76.3 = 1.57 pour
1'oxprenoclol, 1087: 3 pour le (d)-isoproterenol, 167
- 10 pour le pindolol et 273 = 25 pour le
salbutamol. 7

Dans ces expériences, 1l'accumulation d'AMP
cyclique varie de 300% & 400% par rapport & des
niveaux de base et les résultats sont exprimés en %
de réponse maximale (moyenne = écart type [n=4 a 6])
induite par chacun des ligands. Dans 1les cellules
CHO, ni 1la noradrénaline, ni 1l'adrénaline, ni
1'isoproterenol n'activent l‘'adénylate cyclase.
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L'agoniste procaterol spécifique de B2 stimule
1'adénvliate cyvclase a des conéentrations supérieures
a4 10-°M (non représenté).

C; stimulation de ‘ciclase par isoproterenol,
BRL 37344, BRL 28410 et sazbutamol dans des cellules
CHO exprimant des génes:B:, B2 ou B3. Pour chacun
des panneaux, les résultats sont la moyenhe de deux
3 trois esxpériences faites deux fois. La moitié de
1'écart type est représemtée pour chacun par des
barres verticales. Trois concentrations de 1igands
ont été utilisées : 5x10-% (1), 5x10-7 (2) et 10-4
(3).

Les résultats représentent le % [moyenne =
écart type (n=4 & 6)] de la réponse induite par
1'isoproterenol 10-4M.

La méthode utilisée est la suivante : la région
codante du géne du récepteur adrénergique B3 a été
insérée sous contrdle d'un promoteur SV40 dans un
vecteur d'expression (20) qui contient également 1le
géne de dihvdrofolate reductase murine  (DHFR)
utilisé pour la sélection des cellules
transfectantes. Cette construction a été introduite
dans des cellules de CHO (21) déficientes en DHFR,
donnant des colonies résistantes au milieu sélectif
4 partir duquel des sous-clones stables sont
obtenus. L'expression du géne récepteur adrénergique
B3 est démontrée par hybridation de 1'ARN a une
sonde spécifique du récepteur adrénergique B3
(Figure 4). Pour le test de 1'AMP cyclique, des
cellules sont cultivées et récoltées aprés
traitement avec Versens/EDTA (Eurobio, Paris),
lavées et resuspendues dans un milieu de Hank
contenant 20 mM d'Hepes tamponnés a DpH 7.4, de
1'acide ascorbique 1 mM et de 1'isobutvl-méthyle-
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incubées pendant 30 min., dans un volume total de 1
ml avec des concentrations indiquées d'agonistes et
des niveaux de <CcAMP sont mesurés selon les
spécifications de la trousse d'essal Amersham.
- la Figure 3 représente 1l'inhibition par ies
antagonistes B-adrénergiques de 1'accumulation 4'AMP
cyclique induite par 1'isoproterenol dans des
cellules de CHO-B1, CHO-B2 et CHO-B3. Les résultats
sont exprimés en % (moyenne =+ SD (n=4 a 6)]
d'accumulation d'AaMp cvclique induite = par
1'isoproterenol seul. Les composés ICI, 118551
{fabriqué par la société IMPERIAL CHEMICAL INDUSTRY)
et CGP 207122 (fabriqué par la société CIBA-GEIGY),
bloquent 1'accumulation 4'AMP cyclique avec des Ki
respectif calculés de 0,77 = 0,08 uM et de 6,70 =
0,87 uM. Le metoprol n'a pas d'effet & des
concentrations inférieures & 10-%M.

lLe méthode utilisée est 1la suivante ¢ 1les
cellules, comme dans 1la Figure 2, sont “incubées
pendant 20 min., avec les inhibiteurs a 10-4M avant
1'addition de 5.10-°M d'isoproterenol. L'incubation
est pCursuivie encore pendant 30 min., et on mesure
les niveaux d'AMP cyclique.

- la Figure 4 représente des analyses de Northern

-Blot d'ARN de tissus et de lignées cellulaires.

L'ARN & analyser provient de tissus de rats (2ug
d'ARN polvA- de : cerveau total, éortex,
hippocampe, hypothalamus, hyvpophyvse, bulbe olfactif,
striatum, cervelet, iléon, foie, c¢oeur, poumon,
rein, peau et muscle} et de 'lignées cellulaires
humaines (5pg d'ARN polyvA+ de : neuroblastomes,
poumon et fibroblastes de poumon et d'épiderme,
lymphocyvtes B et T, erythroblastes et myeloblastes).
Aucun de ces ARN ne donne de signal détectable (les
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Aucun de ces ARN ne donne de signal détectable (les
résultats sont montrés pour 1l'ileum). Un message
spécifique est détecté dans 1'ARN (15uG d'ARN total)
4 partir de lignées de cellules adipeuses 3T3-F442A
ou & partir de cellules de CHO-B3 transfectées. Les
valeurs S pour les marqueurs de poids moléculaire
d'ARN sont représentés dans la marge gauche.

La méthode utilisée est la suivante : 1'ARN est
soumis a 1'électrophorése sur gel d'agarose'é 0.7%,
transféré sur des membranes de nylon et hvbridé avec
des sondes spécifiques des récepteurs adrénergiques
g3 marqués radioactivement par la méthode
d'initiation aléatoire. Cette sonde dérive de la
troisiéme boucle intracytoplasmique du récepteur
adrénergique B3 dont la séquence est faiblement
conservée entre les trols récepteurs (positions 1313
& 1513 de la Figure 1bis). Suite a l'hybridatioq,
ies filtres sont 1lavés dans 0.1x8SC (c'est-a-dire
0.015 M XaCl et 0.0015 M citrate de sodium, PH 7.0)
-0.05% SDS a 55°C. Dans ces conditions, aucun signal
n'est obtenu avec 1'ARN préparé & partir de cellules
de CHO exprimant le récepteur adrénergique Bl ou B2.
EXEMPLE : _
Détermination et expression du récepteur
adrénergique B3 humain dans des cellules CHO :

On a investigué une banque génomique humaine
avec 1les régions entiéres codantes du géne du
récepteur adrénergique Bl de la dinde (14) et du
géne humain du 'récepteur adrénergique B2 (8). Les
génes codant respectiéement pour les récepteurs
adrénergiques humains Bl et p2 ont été identifiés
parmi les clones positifs. L'homologie entre leurs
régions codantes est de 48.9%. On a obtenu d'autres

clones contenant un géne sans intron, dont la région
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(Figure 1). Ce géne a été désigné par géne du
récepteur adrénergique B3. Plus précisément, sur la
Figure 1, chaque groupe de trois lignes correspond
ﬁour la premiére ligne & B3, pour la seconde ligne a
Rl et pour la troisiéme ligne & B2.

'Le géne du récepteur adrénergique B3 code pour
un polypeptide de 402 résidus amino acides (poids
moléculaire 42881D) qui présente les principales
caractéristiques communes aux autres récepteurs
membranaires de 1la famille R+G (Figure 1). Il
posséde sept groupes, de 21 a 27 amino acides
essentiellement hydrophobes, susceptibles de
constituer des domaines transmembranaire en hélice
. Ces domaines transmembranaires jouent un rdle
important dans la formation des sites de
reconnaissance des catécholamines par les récepteurs
R-adrénergiques (15-18) et sont assurément les

régions les plus homologues entre les trois

~ protéines B1, B2 et B3 (Figure 1). En particulier,

les résidus Asp en position 79 et 113 du récepteur
adrénergique B2, qui peuvent agir comme des contre-

‘ions vis-a-vis de 1'amine chargée positivement des

ligands adrénergiques (18), sont conservés aux
positions analpghes du fécepteur adrénergique B3.
D'autres résidus fonctionnellement importants tels
que les résidus Cys.en position 106, et 184, Asn en
position 318 et Pro en position 323 de la séquence
du récepteur adrénergique B2 sont présents aux

. positions correspondantes sur le récepteur

adrénergique B3.

Comme 1les autres protéines RvG, le récepteur
adrénergique PR3 comprend dans sa région amino
terminale des séquences consensus pour les sites de

glycosylation liés a 1'Asn. Dans sa troisiéme houcle
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intra-cvtoplasmique et dans sa région C-terminale,
je récepteur adrénergique B3 présente plusieurs
résidus Ser et Thr, encadrés par des résidus
basiques (Arg et Lys) et des résidus cassant les
structures en hélice a (Pro et Glv), qui peuvent
servir de substrats pour les kinases éventuellement
engagées dans 1la désensibilisation du récepteur

Pour mieux caractériser le récep£eur
adrénergique B3, son géne a &té& transfecté dans des
cellules>CHO et plusieurs clones, produisant 1'ARN
correspondant, ont été stabilisés. Ces cellules sont
désignées par cellules "CHO-B3". Des cellules CHO
exprimant soit le geéne du récepteur adrénergique Bl,
soit le géne du récepteur adrénergique B2, ont été
également préparées pour comparer les propriétés
pharmacologiques des trois récepteurs dans un
environnement identique. Ces cellules sont désignées
par cellules CHO-B1 et CHO-B2. Les cellules CHO-B3
synthétisent une protéine de poids moléculaire
apparant d'environ 65000D, qui peut é&tre visualisée
par marquage draffinité -~ avec jre123y7-
icdocyanopindolol-diazirine. Ltaddition post-
transcriptionnelle de résidus glucidiqueé,é 1'un ou
aux deux sites de glycosyvlation de 1'extrémité
arino-terminale du récepteur adrénergique B3, est
certainement responsable de ce poids moléculaire
supérieur & celui déduit de la séquence d‘'acides
aminés. )

L'exposition des cellules CHO-B3 aux agonistes
g-adrénergiques (Figure 2) tels que l'adrénaline, la
noradrénaline, 1'isoproterenol, 1le salbutamol, le
BRL 28410 ou le BRL 37344 accroit la concentration
intracellulaire 4'AMP cyclique de 300% a 400% par
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rapport & des niveaux de base, tandis qu'il n'y a

pas d'influence sur des cellules CHO non
transfectées. Cet effet est stéréospécifique, étant
donné que 1'isoproterenocl-(1l) est presque 30 fois
plus puissant que le (d)-isoproterenol vis-a-vis de
1'activation de 1la cyclase. D'autres agonistes-p
tels que le procaterol et le CGP 361A conduisent &
une stimulation de cyclase seulement lorsqu'ils sont
utilisés & des concentrations supérieures & 10-%M.
L'ordre dans 1lequel les composés suivants
(1)-isoproterenol, BRL 37344, BRL 28410 et
salbutamol activent 1'adénylate cyclase dans les
cellules CHO-B3 est clairement différent de celui
obtenu pour 1les réponses médiatisées par les
récepteurs adrénergiques B1 ou B2 (Figure 2C). Pour
les cellules CHO-83, cet ordre est voisin de celui

déterminé pour 1la stimulation de 1la 1lipolyse des

‘cellules adipeuses de rats. La seule différence est

1'ordre relatif de 1l'isoproterenol comparé au BRL
37344. Cependant, dans la référence citée, c'est le
(d1)-isoproterenol racémique gqui a été utilisé alors
que, dans 1l'invention, on a utilisé 1le 1lévogyre
(1})-isoprroterencl.

Oon a effectﬁé l’analysé dans dés cellules
CHO-B3, de la capacité de plusieurs PB-antagonistes
classiques. & bloguer 1l'activation de l'adénylate
cyclase stimulée par 1'isoproterenol (Figure 3). A
part 1'ICI 118,551, le CGP 20,712A et le metoprolol,
aucun de ces composés utilisés a 10-4M n'est capable
d'inhiber cet effet. A des concentrations
inférieures a 10-*M, le metoprolol n'a plus d'effets
et 1'ICI 118,551 et. le CGP 20,712A Dbloquent
1'accumulation d'AMP cyclique avec des Ki respectifs
de 0.77 = 0.08 uM et 6.70 + 0.87 uM. En accord avec
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ces résultats, ni les cellules CHO-B3 intactes, ni
leurs fractions membranaires ne représentent de
liaison spécifique et saturable vis-a-vis- de
1'alprenclol ou du CGP 12,177 marqué au 3H. De plus,
le Kp de Iiz=—iodocyanopindoiol pour le récepteur
adrénergique B3 (488 = 90 pM) est environ 10 fois
supérieur & celui pour les récepteurs adrénergiques
B1 ou B2. '

Selon des études in vitro, 1le pindolol et
1'oxprenolol sont considérés comme des antagonistes
f-adrénergiques. Cependant, ils sont aussi
considérés comme des agonistes partiels puisqu'in
vivo ils peuvent présenter une légére activité
sympathomimétique (22Y. Dans 1les cellules CHO
transfectées avec un seul type de récepteur, ces
composés' sont complétement agonistes vis-a-vis du
récepteur adrénergique B3 (Figure 2}, tandis qu'ils
bioquent totalement 1'accumulation d'AMP cyclique
médiatisée par les récepteurs adrénergiques Bl et B2
(Figure 3).

Ce nouveau sous-tvpe de récepteur adrénergique
g, pourrait moduler différentes fqpctions telles que
la lipolyse, ia - sécrétion d'insuline ou 1la
relaxation intestinale. Les contractions de 1'iléon
de cobave induites par la voie choiinergique sont
modulées par les agonistes adrénergiques. Cependant,
en dépit du blocage total avec la phentolamine et le
propanolecl -des récepteurs a et B adrénergiques,
1'isoproterenocl peut toujours inhiber la survenue
des contractions. Le récepteur B3 présente une
affinité faible pour le propanolol et d'autres B
bloquants classiques, mais une réponse marquée
vis-a-vis de 1'agoniste BRL 37344, qui est un
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puissant stimulant de 1la 1lipolyse dans le tissu

7 adipeux (1}.

L'‘hypothése selon laquelle le récepteur B3 est
présent dans les tissus adipeux a été confirmée par
1'analyse ée la capaéité “de 1'ARXN provenant de
tissus d'origines diverses & s'hybrider & des sondes

' spécifiques de récepteur adrénergique B3 (Figure 4):

un signal d‘'hybridation avec les sondes utilisées a
&té observé uniquement avec 1'ARN de 1la lignée
adipocytaire 3T3-F442Aa (23).

Ce récepteur adrénergique B3 pourrait également
étre impliqué dans 1la régulation par les
catécholamines de 1l'action de 1'insuline sur le

métabolisme du glucose et des acides gras.
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REVENDICATIONS

1. Polypeptide avant une activité de récepteur
B-adrénergique contenant :
. la séquence de 402 acides aminés de 1la
Figure 1,
. Oou un fragmenf de cette séquence, ce

- fragment étant tel que

* soit il contient néanmoins les sites contenus
dans cette séquence et dont la présence est
nécessaire ‘pour que, lorsque ce fragment est exposé
4 la surface d'une cellule, il soit capable de
participer & l'activation de 1l'adénvlate cyclase en
présence d'un agoniste, cette activation étant
croissante dans 1'ordre des agonistes suivants :
salbutamol, BRL 28410, BRL 37344 et  (1)-
isoproterencl,

* goit 11 est susceptible d‘'étre reconnu par
des anticorps qgui reconnaissent également la susdite
séquence de 402 acides aminés, mais ne reconnaissent
ﬁi le récepteur adrénergigue B1, ni le récepteur
adrénergique B2.-

* gsoit 11 est susceptible de générer des
anticorps reconnaissant la susdite séquence de 402
acides aminés mais ne reconnaissant ni le récebteur
adrénergique Bl, ni le récepteﬁr adrénergique B2.

2. Polvpeptide selon la revendication 1, dont
la capacité & stimuler 1l'adénylate- cyclase et/ou
1'accumulation de cAMP induite par 1'isoproterenol,
n'est pas inhibée par les composés suivants:

- practolol,
- nadolol,

- CGP 12,177,
- butoxamine,
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alprenolol,

propanolol,

pindolol,

oxprenolol, )
utilisés & des concentrations inférieures ou égales
4 10-4 M, dans les conditions suivantes :

en ce qui concerne 1'accumulation de 1'AMP
cyclique, des cellules sont cultivées et récoltées
aprés traitement avec Versene/EDTA (Eurobio, Paris),
javées et resuspendues dans un milieu de Hank
contenant 20 mM d'Hepes tamponnés & pH 7.4, de
l'acide ascorbique 1 mM et de 1'isobutyl-méthyle-
xanthine 0.1 mM; des aliquotes de 10% cellules sont
incubées pendant 30 minutes, avec les inhibiteurs &
10-4M avant 1'addition de 5.10-%M d'isoproterenol ;
1'incubation est poursuivie encore pendant 30
minutes, et on mesure les niveaux 4'AMP cyclique par
exemple selon les spécifications de la trousse
d'essais Amersham. )

3. ©Polvpeptide selon 1la revendication 1,
caractérisé en ce que le pindolol et 1'oxprenolol
stimulent 1'adénvlate cyclase etfou 1'accumulation
d'AMP cvclique dans des cellules CHO transfectées
avec 1le susdit polypeptide, dans les conditions
suivantes :

en cé qui concerne 1‘'accumulation de
1'AMP c¢vclique, des cellules sont cultivées et
récoltées apres traitement avec Versene/EDTA
(Eurobio, Paris), lavées et resuspendues dans un
milieu de Hank contenant 20 mM d'Hepes tamponnés &
pH 7.4, de 1l'acide ascorbique 1 mM et de
1'isobutyl-méthyle-xanthine 0.1 mM ; des aliquotes
de 108 cellules sont incubées pendant 30 minutes,
dans un volume total de 1 ml avec des concentrations
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de pindolol ou d'oxprenclol supérieurés a 10-11M et
les niveaux de cAMP sont mesurés par exemple selon
les spécifications de la trousse d'essai Amersham.

4. Eolypeptide seion la revendication 1,
‘caractérisé en ce qu'il est constitué par 1la
séquence, représentée sur la Figure 1, s'étendant de
1'extrémité constituée par 1l'acide aminé en position
1 a celle constituée par 1'extrémité en position
402.

5. Acide nucléique caractérisé en ce qu'il
comprend ou est constitué par un enchainement de
nucléotides codant pour les polypeptides selon les
revendications 1 a 4. »

6. Acide nucléique selon la revendication 5,
caractérisé en ce qu'il comprend ou est constitué
par 1'enchainement de nucléotides représenté sur la
Figure 1 bis, s'étendant de 1'extrémité constituée
par le nucléotide 1 & celle constituée par le
nucléotide 2022.

7. Vecteur recombinant, en particulier pour le
clonage et/ou 1l'expression, notamment du type
plasmide, cosmide ou phage, caractérisé en ce qu'il
contient wun acide nucléique selon 1l'une des
revendications 5 et 6 en l'un de ses sites non
essentiels pour sa réplication.

8. Yecteﬁr recombinant seion 1la revendication
7, caractérisé en ce gqu'il s'agit du Vvecteur
M13mpl8-HuBR3, (n°1085), constitué par un
bactériophage déposé sous le nt®I-833 le 20 janvier
1989 a la CXCM, 25 rue du Docteur Roux, Paris.

9. Vecteur recombinant selon 1la revendication
7, caractérisé en ce qu'il contient en l'un de ses
sites non essentiels pour sa réplication des

éléments nécessaires pour promouvoir 1'expression
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d'une séquences d'acides aminés selon les
revendications 1 & 4, dans un hote cellulaire et
éventuellement un promoteur reconnu par les
polvmérases de 1'hote éellulaire, en particulier un
promoteur inductiblé et éventuellement une séquence
signal et une séquence d‘'ancrage.’

10. Hote cellulaire transformé par un vecteur
recombinant selon 1'une quelconque des
revendications 7 & 9 et comprenant les éléments de
régulation permettant 1'expression de la séquence
nucléotidique codant pour le polypeptide selon l'une
des revendications 1 & 4 dans cet hote.

11. Hbéte cellulaire transformé selon la
revendication 10, caractérisé en ce qu'il est choisi
parmi les bactéries, notamment E. coli.

12. Hote cellulaire transformé selon 1la
revendication 10, caractérisé en ce gu'il est choisi
parmi les organismes eucaryotes tels que des
cellules CHO.

13. Anticorps caractérisé(s) en ce qu'il(s) est
{ou sont) dirigé(s) de fagon spécifique contre un
polypeptide selon 1'une - guelconque des
revendications 1 & 4, et en ce qu'il{s) ne reconnait
(ou reconnaissent) ni le récepteur adrénergique B1,
ni le récepteur adrénergique f2 et en particulier
celui ou ceux reconnaissant les séquences d'acides

aminés suivantes:

ia 36 178 a 201
64 & 73 223 a 291
101 & 108 314 a 325
133 & 135 . 345 a 403

14. Sonde nucléotidique caractérisée en ce
qu'elle s'hybride avec l'unm des acides nucléiques

selon les revendications 5 et 6 ou leur séquence
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selon les -revendications 5 et 6 ou leur séquence
complémentaire dans 1les conditions d4'hybridation
telles qu'elle ne s'hybride pas aves les génes ou
ARN messager des récepteurs Bl ou B2 adrénergiques,
et en particulier les sondes choisies parmi les
sondes nucléotidiques suivantes :

- celle définie par la séquence d'acides
nucléiques représentée sur la Figure 1bis,
s'étendant de 1'extrémité constituée par - le
nucléotide en position 1, 4 celle constituée par le
nucléotide en position 637

. - celle définie par la séguence d'acides
nucléiques représentée sur la Figure 1bis,
s'étendant de l‘extrémité constituée par le
nucléotide en position 638 .4 celle constituée par le
nucléotide en position 745,

. - celle définie par 1la séquence d'acides
nucléiques représentée sur la Figure 1lbis,
s'étendant de 1'extrémité constituée par le
nucléotide en position 1313, & celle constituée par
le nucléotide en position 1513,

- celle définie par 1la séquence d'acides
nucléiques représentée sur la Figure ibis,
s'étendant de. 1'extrémité constituée par le
nucléotide en position 1679, & celle constituée par
le nucléotide en position 1843,

. - celle définie par la séquence d'acides
nucléiques représentée sur la  Figure 1bis,
s'étendant de l'extrémité constituée ~“par le
nucléotide en position 1844, a cellé constituée par
ie nucléotide en position 2022, )

« - qelle définie par 1la séquence d'acides
nucléiques représentée sur la  Figure ibis,
s'étendant de 1'extrémité constituée par le
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nucléotide en position 638, & celle constituée par
le nucléotide en position 1843.
ou leur ségquence nucléotidique complémentaire.

15. Procédé de préparation d'un polvpeptide
selon quelconque des revendications 1 a 4,
caractérisé en ce que l'on cultive dans un milieu .
approprié un hote cellulaire préalablement
transfofmé par un vecteur recombinant contenant un
acide nucléique selon 1'une quelconque - des
revendications 7 & 9,
et on récupére & partir de la susdite culture le
polypeptide produit par ledit hoéte cellulaire
transformé. R

16. Procédé de détection de la capacité d'une
molécule & se comporter comme ligand vis-a-vis d'un
polypeptide selon 1‘'une guelconque des
revendications 1 & 4, caractérisé par :

- 1la mise en contact de la molécule avec un hdte
cellulaire préalablement transformé par un vecteur
1ui-méme modifié par un insérat codant pour' le
susdit polvpeptide, cet hdte portant a sa surface un
ou plusieurs sites spécifiques de ce polypeptide, le
cas échéant aprés induction de 1l'expression de cet
insérat, cette mise en contact étant effectuée dans
des conditions permettant la formation d'une liaison
entre 1l'un au moins de ces sites spécifiques et
jadite’ molécule dés 1lors qu'elle s'avérerait
effectivement posséder une affinité pour ce
polypeptide,

- la détection de 1la formation éventuelle d'un
complexe du type ligand-polypeptide.

17. Procédé pour 1'étude de l'affinité d'un

polypeptide selon 1'une quelconque des
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revendications 1 & 4, pour un plusieurs ligands
déterminés, caractérisé par : ’

- 1a transformation d'un hdte cellulaire compétent
avec un vecteur, notamment un plasmide ou un phage,
dans lequel avait auparavant été -insérée une
séquence de nucléotides ou codant pour le récepteur
B3 (insérat), sous le contrdle d'éléments de
régulation, notamment d'un promoteur reconnu par les
polymérases de 1'hote cellulaire et permettant
1'expression dans 1'héte cellulaire utilisé de
ladite séquence de nucléotides, ’

- la culture dé 1*hdte cellulaire transformé dans
des conditions permettant 1'expression dudit
insérat, et le transport du récepteur B3 exprimé
vers la membrane de facon telle que les séquences
transmembranaires de récepteur p3 soienf exposées a
la surface de 1'hdéte cellulaire transformé,

- la'mise en contact de cet héte cellulaire avec ces
ligands déterminés,

- 13 détection d'une réaction affine entre ledit
hdte cellulaire transformé et lesdits ligands
déterminés. . .

18. Kit pour 1la détection de 1'affinité
éventuelle d'un 1ligand pour un _polypeptide selon
1'une quelconque des revendications 1 a 4,
comprenant :

- une culture d'hétes cellulaires transformés par un
vecteur modifié tel que défini dans 1'une quelconque
des revendications 10 & 12 ou une culture d'hdtes
cellulaires selon la revendication 12,

- des movens physiques ou chimiques pour induire
1'expression de la séguence nucléotidiques contenue
dans le vecteur modifié lorsque le promoteur placé
en amont de cette séquence est un promoteur
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inductible par lesdits movens physiques ou
chimigues, et obtenir une protéine,

- .un ou plusieurs 1ligands témoins ayvant des
affinités déterminées pour le susdit polypeptide,

- des movens physigues ou chimiques pour la
-aractérisation de 1l'activité biologique de 1la

protéine exprimée.
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agatctcaccaagctgaggtcttgggagaggagatactqgctgaqccctattacttaatt 00
taoaatacettagogaagaecacecangtggatgeggggctectotgaateetttgetiy 120
actccagcggqttacctttgcctctgatacataaaggqtggggatqggagcqctctcctc 180
tctccttcccctgccttgctgtgggaacttctgggaaaggaggtgcagggctccaggaag 240
, ccagtgcccagggagtgctafgctgagtccaggagcctgqccacgqcaggggtqgacaga 300
tggtggcagaggaaccacqgtgtcccttcctccagatttagctaaaggaaacqtggagca 368
tcccattggccatcctccccactctccaattcgqctccagaggcccctccagactatagg 429
_cagctgcccctttaagcqtcgctactéctcccccaaqachgtggcaccgagggagttgg 480
99 tga9gggagge tgagege te tage tgggacage tagagaaga tggeccagge toggga 540
agtcgctctcatgccttgctgtcccctcccctgagccaggtgatttgggagaccccctcc 608

' ~ tet Ala Pro Trp Pro S
ttecttetttecctacegecceacgegegaceegagg ATG GCT CCG TGO CCT 652

His Glu Rsn Ser Ser Leu Rla Pro Trp Pro fisp Leu Pro Thr Leu
CAC GAG ARC RGC TCT CTT GCC CCA TGG CCG GAC CTC CCC ACC CT6

@la Pro Asn The Ala Ren The Ser Gly Leu Pro Gly Yal Pro Trp
GCG CCC RAT ACC GCC RAC RCC ROT GGG CTOG CCA GGG GTT CCO TGG

6lu Ala Rla Leu fla Gly Ala Leu Leu Ala Leu Rla Val Leu Ala
GAG GCG GCC CTA GCC GGG GCC CTG CT6 GCG CTG GCG G6T6 CT6G 6EC

Tre Val Oly 6ly fisn Leu Leu Val fle Val Ala fle Ala Trp The
ACC GTG GGAR GGC RAC CTG CTG GTC ATC GTGVGCC ATC 6CC TGG ACT

82 d2 3z 8

Figure 1bis



2642075

3/6

Pro Arg Leu Gin The Met The Asn Ual Phe Ual The Ser Leu Ala
CCO RGA CTC CRG ACC ATG ACC ARC GTG TTC GTG ACT TCG CTG 6CC

fla fila Asp Leu Val Met Gly Leu Leu Val Val Pro Pro
GCA BCC GARC CTG GTG RTG GGR CTC CTO GT6 GTG CCG CCO 6CO
The

Glu Leu Trp The Ser Val fisp Val Leu Cys val
GRG CTG TGG ACC TCB OTG GAC GTG CTG TGT OTG

ACce
Glu The Leu Cys Rla Leu Ala Ual Asp Arg Tyr Leu Al
GAR ACC CT6 TGC GCC CTG GCC GTG GAC CGC TAC CT

GCT
fisn Pro Leu frg Tyr Gly Ala Leu Ual The Lys fArg Cys Ala fArg
AARC CCG CTG CGT TRC G6GC GCA CTG GTC ACC ARG CGC

Rla Pro 1le Met Ser Bin Trp Trp Arg Val Gly Rla Asp Ala Glu
66 CCC _F(TC ATG AGC CAG TGG TGG CGC GTA GGG GCC GAC GCC GAG

fla Gln Arg Cys His Ser fisn Pro Rrg Cys Cys Rla Phe Rla Ser
GCG CAG CGC TGC CAC TCC ARC €CG CGC TGC TGT 6CC TIC 6CC TCC

fisn Met Pro Tyr Ual Leu Leu Ser Ser Ser Ual Ser Phe Tyr Leu
ARC ATG CCC TRC GTG CTG CTG TCC TCC TCC GTC TCL TTC TAC CTT -

Pro Leu Leu Ual Met Leu Phe Yal Tyr Rla firg Val Phe Ual Ual
CCT CTT CTC GTG ARTG CTC TTC GTC TAC OCB CGG GTT TTC GTG GTG

Rla The fAirg Gln Leu Arg Leu Leu Arg Gly Glu Lau Gly Arg Phe
GCT RCO CGC CAG CTG CBC TTG CTG COC GGG 6AG CTO 66C COC TIT

Figure lIbis (suite 1)
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fro Pro Glu Glu Ser Pro
CCG CCC GAG GARG TCT
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Leu Pro Phe Pre Leu Ala Asn Val Leu Arg Ala
TTG CCC TTC TTT CT6 6CC RAC GTG QTG CGC 6CC

8

2er Leu Val Pro Gly Pro Rla Phe Leu Rla Leu
TCT CTR GTC CLG GGC CCG GCT TTC CTT 6CC CT6

e }
A

Tyr fila Asn Ser Rla Phe Asn Pro Leu 1le Tyr
TAT GCC RAT TCT GCC TTC AAC CCG CTC ATC TAC

§—-¢
g% 32 8
3 37 8% 87 8= 82 83 8

fisp Fhe Arg Ser fila Pha firg firg Leu Leu Cys
GAC TTT COC ASC 6CC TTC €6C C6T CTT CT0 T6C

3 8% &% 2§ 3k 3
g8 B3

5 8

firg Leu Pro Pro Glu Pro Cys Rla fla Ala fArg
C":CCTGCCTCCOGRGCCCTGCGCCOCCOCCCBCCF

2
8

Pro Ser Gltj va! Fro fila Ala Arg Ser Ser ?ro fila Gin Pro
CCCTCGGGCGTTCCTGCGGCCCGGSGCBGCCCROCBCBGCCCBGG

Leu Cye Gln Rrg Leu Asp Gly
CTT TGC CAR C56 CTC GAC 0G0 TBthaaccggggcagagggaccggcggctca

gggtcgggoagcatgcgatgtgtccgtg;gtcaoctttttgagtgtggagtttattaaga
W%W@Ctt@tWWCQWWW%
acccagggteettttetttceggatee

Figure lbis (suite 2)
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