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La présente invention concerne une technique per-
mettant le criblage sensible, efficace et rapide de molécules
susceptibles d’inhiber activité déaminase d’une enzyme au
niveau d’une cytidine ou d’une cytidine méthylée en position
5 dans un ARN ou un ADN (schéma).
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La présente invention concerne une technique de détection de la déamination d'une
cytidine dans un ARN ou un ADN (par exemple un ARNm simple brin, ou ARN viral double
brin, etc.). Cette technique repose sur la connaissance de la séquence locale de 'ARN ou de
I'ADN contenant le site déaminé. Cette séquence est utilisée pour créer un oligonucléotide
amorce (ADN ou ARN) juste en 3' du site déaminé (s’arrétant en 3’ du site déaminé a un site
tel que la séquence intermédiaire ne comporte qu’un, deux ou trois types de nucléotides). Cette
amorce est marquée par exemple a I'extrémité 5' ou 2 proximité, notamment par incorporation
de nucléotides modifiés (biotinilés, radiomarqués, fluorescents, etc.), ou par modification
chimique de cette extrémité, de facon a ce que ladite extrémité puisse étre détectée, soit par
réaction chimique, biochimique ou autre, notamment avec un substrat, soit par détection de
fluorescence, radioactivité, etc. Un exemple d'un tel systtme de détection est donné par le
systtme SPA® (Scintillation Proximity Assay) couplé & des amorces d'ADN, commercialisé
par Amersham.

Cette amorce est hybridée avec 'ARN ou I'ADN a étudier en présence de Reverse
Transcriptase (cas d'une hybridation ARN/ADN), d'ARN polymérase (cas d'une hybridation
ARN/ARN) ou d'ADN polymérase (cas d'une hybridation ADN/ADN) et d'adénine modifiée.
Dans le cas ot le site étudié est déaminé (cas normal: non déaminé), un a trois nucléotides
seront ajoutés A chaque amorce hybridée 2 un ARN ou ADN déaminé. Inversement, pour
détecter I'absence de déamination d'un site (cas normal: déaminé), on utilisera de la guanine
modifiée (par exemple biotinilée, radiomarquée, fluorescente, etc.).

Aprés extension des amorces, celles-ci seront dénaturées et mises en présence du
systéme de révélation, soit des nucléotides modifiés & incorporer, soit des extrémités d'amorce,
afin de détecter et/ou quantifier I'incorporation des nucléotides modifiés.

Un exemple de réalisation d'un tel systéme consistera en une amorce contenant un ou
plusieurs nucléotide(s) digoxygéné(s) a son extrémité 5' ou a proximité, et dans lequel le
nucléotide incorporé sera biotinilé. Aprés incorporation, l'ensemble amorce+nucléotide
incorporé (amorce étendue) sera piégé dans un puits traité a la streptavidine, qui sera rincé pour
éliminer les amorces non-étendues, et révélé par une technique standard d'ELISA (voir figure
1). Le systeme symétrique, oui le nucléotide incorporé est digoxygéné, et l'extrémité 5'
biotinilée sera utilisé aussi avantageusement. On pourra également, au lieu de marquer par
exemple l'extrémité S' de 'amorce utilisée, marquer 'ADN ou I'ARN étudié contenant le

nucléotide susceptible d'étre déaminé (voir figure 2).

La présente invention concerne aussi une technique permettant la détection de la
déamination de cytidine méthylée (SmC) dans un ARN ou un ADN. Cette technique repose sur
la connaissance de la séquence locale de I'ARN ou de 'ADN contenant le site déaminé Cette
séquence est utilisée pour créer un oligonucléotide amorce (ADN ou ARN) juste en 3' du site

déaminé (s’arrétant en 3’ du site déaminé 2 un site tel que la séquence intermédiaire ne
comporte qu’un, deux ou trois types de nucléotides) (voir figure 1). Cette amorce est marquée
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par exemple 2 l'extrémité 5° ou a proximité, notamment par incorporation d'un a trois
nucléotide(s) modifié(s) (biotinilé, radiomarqué, fluorescent, etc.), ou par modification
chimique de cette extrémité, de fagon a ce que ladite extrémité puisse étre détectée, soit par
réaction chimique, biochimique ou autre, notamment avec un substrat, soit par détection de
fluorescence. radioactivité, etc. Un exemple d'un tel systtme de détection a déja été cité
précédemment.

Cette amorce est hybridée avec 'ARN ou 'ADN a étudier en présence de Reverse
Transcriptase (cas d'une hybridation ARN/ADN), d'ARN polymérase (cas d'une hybridation
ARN/ARN) ou d'ADN polymérase (cas d'une hybridation ADN/ADN) et d'adénine modifiée.
Dans le cas ot le site étudié est déaminé (cas normal: non déaminé), un nucléotide (au moins)
sera ajouté A chaque amorce hybridée. Inversement, pour détecter I'absence de déamination
d'un site (cas normal: déaminé), on utilisera de la guanine modifiée (par exemple biotinilée,
radiomarquée, fluorescente, etc.).

Aprés extension des amorces, les produits de la réaction sont mis en présence du
systéme de révélation, soit des nucléotides modifiés a incorporer, soit des extrémités d'amorce,
afin de détecter et/ou quantifier I'incorporation des nucléotides modifiés.

Un exemple de réalisation d'un tel systéme consistera en une amorce contenant un ou
plusieurs nucléotide(s) digoxygéné(s) a son extrémité 5' ou a proximité, et dans lequel le
nucléotide incorporé sera biotinilé. Aprés incorporation, l'ensemble amorce+nucléotide
incorporé (amorce étendue) sera piégé dans un puits traité 2 la streptavidine, qui sera rincé pour
éliminer les amorces non-étendues, et révélé par une technique standard d'ELISA. Le systéme
symétrique, o le nucléotide incorporé est digoxygéné, et l'extrémité 5' biotinilée sera utilisé
aussi avantageusement. On pourra également, au lieu de marquer par exemple I'extrémité 5' de
I'amorce utilisée, marquer 'ADN ou I'ARN étudié contenant le nucléotide susceptible d'étre

déaminé.

Cette invention porte sur un kit de détection de déamination d’'un ARN ou d’un ADN
contenant 1’un au moins des éléments suivants:
a) une amorce ARN ou ADN marquée,
b) un a trois nucléotides marqués,
c) les réactifs et milieux nécessaires a I’extension de I’amorce,
d) un systéme de détection de I'incorporation des nucléotides marqués.

La présente invention décrit une méthode rapide de criblage de molécules ayant une
influence inhibitrice sur l'activité déaminase d'une enzyme agissant sur un ARN
(respectivement sur un ADN) spécifique et un dispositif permettant de la mettre en ceuvre. Cette
méthode (voir figures | et 2) consiste en l'utilisation d'un substrat d'ARN (respectivement
d'ADN) contenant la séquence minimale autour de la cytosine déaminée nécessaire a
I'observation d'une activité normale de I'enzyme déaminase. A ce substrat est ajouté un extrait
brut de protéines de cellules dans lesquelles a lieu cette activité¢, des amorces d'ADN (ou
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d'ARN) permettant la mise en ceuvre de la technique décrite précédemment de détection de
déamination d'une cytidine dans un ARN (respectivement dans un ADN) pour la cytosine
étudiée, et des nucléotides modifiés (adénine pour la détection d'une déamination, guanine pour
celle d'une non-déamination), plus une ou plusieurs molécules ou produits dont on veut tester

Pinfluence inhibitrice.

La présente invention concerne également toutes les molécules ou produits ayant une
influence inhibitrice sur l'activité de ladite enzyme ou des protéines associées, découverts par
une des techniques décrites dans cette invention.

Cette invention s’applique notamment au criblage de molécules inhibitrices de I’activité
de déamination d'apobec-1, ou de I’activité des protéines associées (Shah RR et al (1991) J.
Biol. Chem., 16301-16304, Davies MS et al (1989) J. Biol. Chem., 13395-13398),
susceptibles d'usage thérapeutique dans le cas de l'athérosclérose et de l'obésité, et autres
maladies caractérisées notamment par un niveau de chylomicrons et/ou de VLDL dans le
plasma supérieur a la normale (hyperlipidémies, comme par exemple hypercholestérolémie,
hypertriglycéridémie, etc) et/ou par une hyperglicémie.
La cytidine déaminée étudiée est ici la cytidine en position 6666 de 'ARNm d'apoB, la
séquence d'ARN utilisée comme substrat contenant la zone d'ancrage d'apobec-1 ou des
protéines associées est telle que décrit dans la littérature (Shah RR et al (1991) J. Biol. Chem,,
16301-16304, Davies MS et al (1989) J. Biol. Chem., 13395-13398) (notée séquence
d’ancrage de I' ARNm d’apoB), et les extraits de protéines utilis€s pourront provenir de foie de
rat ou d'autres sources. La séquence utilisée comme amorce dans la mise en ceuvre de la
technique contient un nombre de nucléotides complémentaires de la séquence en 3' du site 6666
de ' ARNm d'apoB suffisant pour une hybridation correcte (au moins égal A 14 nucléotides).

Cette invention porte donc sur une technique de détection de la déamination de la
cytidine en position 6666 de 'ARNm d'apoB comme précédemment décrit, et sur un kit de
détection de déamination d’'un ARN comportant la séquence d’ancrage de ’ARNm d’apoB,
contenant I’un au moins des éléments suivants:

a) une amorce ARN ou ADN marquée,

b) un a trois nucléotides marqués,

c) les réactifs et milieux nécessaires a I’extension de I’amorce,

d) un systéme de détection de I’incorporation des nucléotides marqués.

La présente invention décrit aussi une technique rapide de criblage de molécules ayant
une influence inhibitrice sur I'activité déaminase d'apobec-1 qui repose sur la technique de
détection de la déamination spécifique d’'un ARN décrite précédemment, dans laquelle on utilise
un substrat d'ARN contenant la séquence d’ancrage de ’ARNm d’ApoB. A ce substrat est
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ajouté un extrait brut de protéines de cellules dans lesquelles a lieu cette activité, des amorces
d'ADN (ou d'ARN) permettant la mise en ceuvre de la technique décrite précédemment de
détection de déamination d'une cytidine dans un ARN pour la cytidine étudiée, et des
nucléotides modifiés (adénine pour la détection d'une déamination, guanine pour celle d'une
non-déamination), plus une ou plusieurs molécules ou produits dont on veut tester I'influence

inhibitrice sur |’ activité déaminase d’apobec-1.

La présente invention concerne toutes les molécules ou produits ayant une influence
inhibitrice sur l'activité déaminase d'apobec-1, ou des protéines associées, découverts par une
ou plusieurs des techniques décrites dans cette invention.

LEGENDES DES FIGURES:

Figure 1: Criblage d'inhibiteurs de l'activité déaminase d'une enzyme 2 l'aide d'une technique
de détection d'une déamination. Exemple d'apobec-1 et technique utilisant un syt¢me d'ELISA.
La technique met en jeu une séquence d'ARN synthétique contenant la séquence d'ancrage
(environ 50 nucléotides dans le cas d'apobec-1). Aprés l'incubation avec les inhibiteurs testés
en présence de l'enzyme dans le milieu nécessaire, on ajoute une amorce complémentaire de la
séquence en 3' du site déaminé de 'ARN, dont l'extrémité 5' est par exemple marquée a I'aide
d'un ou plusieurs nucléotides modifiés (par exemple digoxygénés) dans des conditions
d'hybridation. On ajoute alors 1'enzyme Reverse Transcriptase et des nucléotides modifiés, par
exemple biotinilés (uniquement biot-dGTP dans l'exemple figuré). En cas de déamination,
aucune incorporation n'a lieu. En cas dactivit¢é de linhibiteur (pas de déamination),
I'incorporation d'un nucléotide biotinilé a lieu. Il est donc possible de piéger les amorces
allongées d'un nucléotide biotinilé sur un support couvert de streptavidine, et de révéler la
présence de digoxygénine par un sytéme d'anti-digoxygénine suivi d'une réaction ELISA.

Figure 2: Criblage d'inhibiteurs de l'activité déaminase d'une enzyme a l'aide d'une technique
de détection d'une déamination. Exemple d'apobec-1 et technique utilisant le systtme SPA®.
La technique met en jeu une séquence d'’ARN synthétique contenant la séquence d'ancrage
(environ 50 nucléotides dans le cas d'apobec-1) couplée a une bille SPA®. Apres l'incubation
avec les inhibiteurs testés en présence de l'enzyme dans le milieu nécessaire, on ajoute une
amorce complémentaire de la séquence en 3' du site déaminé de 'ARN dans des conditions
d'hybridation. On ajoute alors 'enzyme Reverse Transcriptase et des nucléotides radiomarqués
(uniquement d*'HGTP dans l'exemple figuré). En cas de déamination, aucune incorporation n'a
lieu et le signal détecté ne se distingue pas du bruit de fond. En cas d'activité de l'inhibiteur
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5
(pas de déamination), l'incorporation d'un nucléotide radiomarqué a lieu, et un signal est
détecté.
EXEMPLES:

d'a c-1 2 l'aide d'un_systéme de révélation ELISA coloré.

L'exemple utilise une séquence d'ARN synthétique contenant la séquence d'ancrage d'apobec-
1 (environ 50 nucléotides (Shah RR et al (1991) J. Biol. Chem., 16301-16304, Davies MS et
al (1989) J. Biol. Chem., 13395-13398)) disposée dans une plaque de 96 puits. Apres
l'incubation avec les inhibiteurs testés en présence de 'enzyme dans le milieu nécessaire, on
ajoute une amorce complémentaire de la séquence en 3' du site déaminé de 1'ARN, dont
I'extrémité 5' est par exemple préalablement marquée a I'aide d'un (ou plusieurs) nucléotide(s)
digoxygéné(s) (dig 11-dUTP, commercialisé par la société Boehringer Mannheim) dans des
conditions d'hybridation. On ajoute alors I'enzyme Reverse Transcriptase et des nucléotides
modifiés, par exemple biotinilés (biot-dGTP, dans l'exemple illustré sur la figure 1)
disponibles soit commercialement, soit réalisables sans difficulté a I'aide de kits de biotinilation
(commercialisé par exemple par la société Sigma). En cas de déamination, c'est-a-dire d'activité
non inhibée de I'enzyme apobec-1, aucune incorporation de nucléotide biotinilé n'a lieu. En cas
d'activité de l'inhibiteur (pas de déamination), l'incorporation d'un nucléotide biotinilé peut
avoir lieu. A l'issue de cette réaction, il est donc possible de piéger les amorces allongées d'un
nucléotide biotinilé sur les parois couvertes de streptavidine de la plaque de 96 puits utilisée, et
de se débarrasser des amorces non étendues par lavage. La révélation de la présence de
digoxygénine s'effectue alors a I'aide d'un systéme d'anticorps anti-digoxygénine suivi d'une
réaction ELISA, par exemple antidig-alkaline-phosphatase révélé par réaction avec des sels de
nitroblue tetrazolium (NBT). Les systémes digoxygénine et anticorps correspondants sont

commercialisés par exemple par la société Boehringer Mannheim.

d'apobec-1 a l'aide du systeme SPA®.

L'exemple utilise une séquence d'ARN synthétique contenant la séquence d'ancrage d'apobec-
1 (environ 50 nucléotides (Shah RR et al (1991) J. Biol. Chem., 16301-16304, Davies MS et
al (1989) J. Biol. Chem., 13395-13398)) couplée a une bille SPA® (systtme commercialisé
par la société Amersham) disposée dans une plaque de 96 puits. Aprés l'incubation avec les
inhibiteurs testés en présence de I'enzyme dans le milieu et avec les réactifs nécessaires, on

ajoute une amorce complémentaire de la séquence en 3' du site déaminé de I'ARN dans des
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conditions d'hybridation (Maniatis T et al (1982) Molecular Cloning, a laboratory manual,
Cold Spring Harbor, NY). On ajoute alors une enzyme Reverse Transcriptase et des
nucléotides radiomarqués (uniquement d’'HGTP dans I'exemple illustré sur la figure 2). Dans
le cas présent, il serait également possible d'utiliser d*HTTP en plus. En cas de déamination,
c'est-d-dire une activité normale de l'enzyme apobec-1, aucune incorporation n'a lieu et le
signal détecté, di a la scintillation de proximité des billes SPA, ne se distingue pas du bruit de
fond. En cas d'activité de l'inhibiteur, l'activité de déamination par apobec-1 est diminuée,
rendant possible l'incorporation d'un nucléotide radiomarqué (ou deux si d'HTTP est
également utilisé) a l'extrémité 3' d'une partie des amorces hybridées. Dans ce cas, un signal
de scintillation peut étre détecté qui se distingue du bruit de fond.
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7
REVENDICATIONS

1. Technique de détection de la déamination d'une cytidine ou d'une 5-méthyl cytidine
dans un ARN ou un ADN, caractérisée en ce que l'on utilise une amorce d'ARN ou d'ADN

d'au moins 14 nucléotides.

2. Technique selon la revendication 1, caractérisée en ce qu'on utilise un ARN ou un
ADN modifié et de un 2 trois nucléotides marqués pour I'extension de 1'amorce.

3. Technique selon la revendication 1, caractérisée en ce qu'on utilise une amorce ARN
ou ADN marquée et un a trois nucléotides marqués différemment de I'amorce.

4. Technique selon les revendications 1 3, caractérisée en ce que l'on utilise un ARN
comprenant la séquence d'ancrage de 'ARNm du géne apoB.

5. Kit de détection de déamination d’'un ARN ou d’un ADN contenant 1'un au moins
des éléments suivants:
a) une amorce ARN ou ADN marquée,
b) un 2 trois nucléotides marqués,
c) les réactifs et milieux nécessaires a I’extension de 1’amorce,
d) un systéme de détection de I’incorporation des nucléotides marqués,

utilisé suivant I’une des revendications 1 2 4.

6. Technique de criblage de molécules ayant une influence inhibitrice sur l'activité
déaminase d'une enzyme, caractérisée en ce qu’elle utilise I'une des techniques selon les

revendications 1 2 5.

7. Dispositif de criblage de molécules ayant une influence inhibitrice sur l'activité
déaminase d’une enzyme, contenant 1’un au moins des éléments suivants:
a) réactifs et milieux nécessaires a I’activité de I’enzyme,
b) kit de détection de déamination d’'un ARN ou d’un ADN suivant I’'une des revendications 1
a6.

8. Molécule ou produit ayant une influence inhibitrice sur I'activité¢ déaminase d’une
enzyme, caractérisé en ce qu’il a a été détecté grice a un des procédés décrits dans les

revendications 1 a 7.




2762014

/2

Détection de ’activité déaminase
d’une enzyme par ELISA

Incubation d’apobec-1 avec un ARN synthétique
et des produits a tester

séquence d’ancrage de ' ARNm d’apoB
KS’ J
CAUAUAUGAUA C AAUUUGAUCAGUAUA

N

Extension des amorces d’ADN marqués 2 la digoxygénine
a I’aide de la Reverse Transcriptase et de déoxy-#GTP biotinilée

3’ RNA

5 Pas de déamination déamination

3 5
kCAUAUAUGAUACAAUUUGAUCAGUAUA J \-c

3,

5
DNA DNA

réaction ELISA colorée

5 37
kCAUAUAUGAUA C AAUUUGAUCAGUAUA /

0(a TTAAACTAGTCATAT
3’ G \E)—

D
ancrage sur parois DNA

SIGNAL

Figure 1/2

3,

AUAUAUGAUA U AAUUUGAUCAGUAUA /
oG TTAAACTAGTCATAT —~ TTAAACTAGTCATAT \k

5’




2762014

z/2
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