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Procédé de diagnostic in vitro du cancer broncho-pulmonaire par détection des

transcrits_majoritaires alternatifs du géne KLK8 codant la kallicréine 8 et son

utilisation pour le pronostic de survie

La présente invention concerne le domaine de la cancérologie. Plus particulierement,
la présente invention a pour objet un procédé de diagnostic in vitro du cancer broncho-
pulmonaire primitif chez un patient humain par détermination de la présence au-dela d’un seuil
prédéterminé, d’un transcrit majoritaire du gene KLK8 de la kallicréine 8 dans un échantillon
biologique issu de ce patient.

Le cancer broncho-pulmonaire primitif est la premiere cause de déces par cancer
chez I’homme et ce, dans tous les pays développés. Des données récentes montrent une nette
augmentation de I’incidence chez les femmes. On estime le nombre de nouveaux cas par an a
25 000 en France et a plus de 160 000 aux Etats-Unis, entrainant le déces annuel d’environ
22 000 individus en France et 155 000 aux Etats-Unis. Au niveau mondial, le cancer
broncho-pulmonaire serait responsable d’environ 900 000 déceés chaque année, ce qui
correspondrait environ a 18% des déces par cancer. L’étiologie principale du cancer
broncho- pulmonaire est le tabagisme. Environ 90% des cancers bronchiques chez ’homme et
environ 50% chez la femme sont attribuables au tabac. D’autres facteurs environnementaux
ou professionnels peuvent également étre reconnus dans la carcinogénese bronchique.

L'Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) distingue les cancers bronchiques a
petites cellules (CBPC), qui représentent environ 20% des cas, et les cancers bronchiques
non a petites cellules (CBNPC) qui regroupent entre autres les carcinomes épidermoides, les
adénocarcinomes, et les carcinomes a grandes cellules, et qui représentent environ 80% des
cas. Les carcinomes épidermoides et les adénocarcinomes sont les cancers les plus répandus.

A T’heure actuelle, le diagnostic du cancer broncho-pulmonaire se fait essentiellement
par radiographie pulmonaire et scanner thoracique. Une endoscopie bronchique permettant la
réalisation de biopsies confirme ensuite le diagnostic. Malheureusement, les symptomes
évocateurs sont malheureusement tardifs et peu spécifiques, et le diagnostic intervient
tardivement, réduisant ainsi grandement I’efficacité et la faisabilité¢ des traitements existants.

De plus, ce type de diagnostic nécessite un matériel performant et du personnel qualifié ce qui
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est coliteux.

Différentes méthodes de traitement sont actuellement disponibles: la chirurgie, la
chimiothérapie, la radiothérapie. Ces traitements peuvent étre réalisés, soit de maniere isolée,
soit de maniere séquentielle ou combinée.

Le taux de survie du cancer du poumon est tres dépendant du degré de dissémination
de la tumeur au moment du diagnostic. Le taux global de survie a 5 ans est de ’ordre de
15%. Ce taux masque cependant des disparités importantes. Le taux de survie des patients
ayant un cancer métastasé a distance lors du diagnostic est inférieur a 5 % tandis que les
patients dont le cancer «non a petites cellules » (CBNPC) est localisé au moment de sa
découverte présentent des taux de survie proches de 50%'. Ces derniers sont essentiellement
traités par résection chirurgicale de la tumeur, approche qui pour I'instant représente la seule
solution curative pour ce type de cancer. Toutefois, moins d’un patient sur 3 peut faire 1’objet
d’un tel traitement et un patient sur 2 traités par chirurgie décede dans les mois suivants
I’opération, suite a une récidive tumorale. Les progres récents dans le domaine de la
chimiothérapie moderne du CBNPC permettent d’envisager des traitements adjuvants ou
néo-adjuvants améliorant 1’espérance de vie des patients opérés”. De tels traitements ne sont
cependant pas anodins avec un taux de mortalité associ€ non négligeable. Dans ce contexte, il
est important de pouvoir identifier les patients opérables présentant un haut risque de déces
par récidive, afin de faciliter la décision d’appliquer ou non une chimiothérapie néo-adjuvante
ou adjuvante.

Des marqueurs qui permettent de distinguer les cellules tumorales des cellules saines
sont recherchés et étudiés depuis des années pour tous les cancers et notamment du cancer
broncho-pulmonaire. Ils permettraient de diagnostiquer précocement la maladie, d’en établir
le pronostic et la sensibilité au traitement, et d’en surveiller 1’évolution. Dans les dernieres
années, plus de 100 candidats ont ét€ suggérés comme marqueurs moléculaires de diagnostic
du cancer broncho-pulmonaire. Les études ont ainsi envisagé le r6le diagnostic de proto-
oncogenes, de facteurs impliqués dans le cycle cellulaire, ’apoptose ou I’angiogenese.
Cependant, peu de corrélations entre les résultats obtenus par différentes techniques et de

validations entre différentes cohortes de patients ont pu €tre obtenues selon la technique
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employée (immunohistochimie, dosage immunologique, puces a ADN utilisant différents
algorithmes) et la grande diversité des tumeurs (type histologique, stade, degré de
différenciation).

D’autres marqueurs, appartenant a une sous-famille de protéases a sérine, les
kallicréines, dont on en dénombre 15, ont également été testés. Ainsi, dans une étude par
puces a ADN, le gene hKILKII a ét€ identifié comme marqueur des adénocarcinomes
endocrines de type C2°. Une étude similaire a montré que les génes hKLK5 et hKLK10 sont
surexprimés dans les carcinomes épidermoides’. De méme, il a été montré que les génes
hKLKS5 et hKLK7, codant respectivement les protéines hK5 et hK7, étaient surexprimés
dans les tissus tumoraux de carcinomes épidermoides, alors qu'une sous-expression du gene
hKILK7 dans les tissus tumoraux est le plus souvent observée chez les patients présentant un
adénocarcinome’. Cependant, aucun lien entre 1’expression différentielle de ces génes hKLK
et un pronostic vital pour les patients atteints d’un cancer broncho-pulmonaire n’a pu €tre
établi.

Les genes des 15 kallicréines présentent des caractéristiques communes, dont la
présence de plusieurs transcrits pour le méme gene. Les transcrits de ces genes ont également
été étudi€s en tant que marqueurs. Ainsi, il a été indiqué que trois transcrits alternatifs des
oenes hKLK4°®, hKLK5', un transcrit du géne hKLK7 étaient sur-exprimés dans les tumeurs
et/ou dans des lignées cellulaires ovariennes comparativement au tissu non cancéreux.

I est connu que le profil d’expression du géne hKIK8 donne lieu a au moins 4
transcrits différents, appelés NT1 a NT4. Le transcript NT1 ou «neuropsine type 1»,
identifié¢ par Yoshida S. et al’, code une préproenzyme de 260 acides aminés contenant un
peptide signal de sécrétion de 28 acides aminés et un tres court prosegment de 4 résidus
devant étre clivé pour libérer la forme active de la kallicréine 8. NT1 est considérée comme la
forme réguliere d’expression du gene. Le transcript NT2 ou «neuropsine-T2 », identifié par
Mitsui S. et al’, se différencie de la forme NT1 par I'insertion d’une séquence codant 45
acides aminés supplémentaires dans la région carboxy-terminale du peptide signal. Les
transcrits NT3 et NT4 ont été identifiés par Magklara A. et al'’ et codent des protéines

contenant respectivement 119 et 32 résidus. La forme protéique prédite a partir de NT3 ne
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possede qu'une partie du peptide signal de kallicréine 8 et ne conserve pas la zone de clivage
de celui-ci. La protéine prédite a partir de NT4 est constituée des 23 premiers résidus du
peptide signal de la kallicréine 8 et de 9 résidus supplémentaires sans identit¢ avec la
kallicréine 8. Magklara A. et al'’ ont montré que, bien que la forme réguliére d’expression du
gene KILK8, NT1, ait une valeur pronostique dans le cadre du cancer de I’ovaire, les formes
NT3 et NT4 n’ont aucune valeur.

Les Demanderesses ont maintenant mis en évidence de facon surprenante que les
transcrits majoritaires alternatifs du gene KILK8 codant la kallicréine 8, choisis parmi NT3 et
NT4, en un taux €levé, étaient un bon marqueur de diagnostic, et notamment de pronostic
défavorable, dans le cadre des cancers broncho-pulmonaires, et en particulier des cancers
bronchiques non a petites cellules.

Ainsi, la présente invention a pour premier objet un procédé de diagnostic in vitro du
cancer broncho-pulmonaire, notamment du cancer bronchique non a petites cellules,
caractérisé en ce qu’il comprend ou consiste en I’étape de détection, dans un échantillon
biologique issu d’un patient suspecté¢ d’étre atteint dudit cancer broncho-pulmonaire, d’au
moins un des transcrits majoritaires alternatifs du géne K1.K8 de la kallicréine 8.

Le procédé de I'invention permet donc d’établir un diagnostic dans le cadre du
cancer broncho-pulmonaire par un test simple consistant a détecter les transcrits majoritaires
alternatifs du gene K1LK8, notamment en un taux élevé.

Par transcrit alternatif du gene K1.K$8, on entend les produits de transcription du gene
KLKS8. De tels transcrits sont tels que décrits précédemment et sont appelés, notamment,
NT1, NT2, NT3 et NT4. Comme on le verra plus loin, les Demanderesses ont découvert
deux nouveaux transcrits dénommés NT5 et NT6.

Par transcrit majoritaire, on entend les transcrits produits en majorité a partir du gene
d’expression de la la kallicréine 8. Selon un mode de réalisation, les transcrits majoritaires
alternatifs du gene K1LK8 sont choisis parmi les transcrits NT3 et NT4.

Par taux élevé de transcrit majoritaire, on entend un taux supérieur a une valeur-seuil
déterminée.

On sait que, de facon générale, les résultats des tests de détection d’analytes
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dépendent en grande partie des caractéristiques des partenaires de liaison utilisés. Ainsi, par
exemple, dans le cas de la détection d’ARN par hybridation avec des sondes nucléotidiques,
les résultats dépendent en particulier des caractéristiques de taille, de composition et de
pourcentage de complémentarité des sondes, et que ces caractéristiques influent sur les
valeurs mesurées avec ces sondes. On congoit donc qu'il n'est pas possible de donner des
valeurs-seuils précises et que des valeurs-seuils adaptées a chaque partenaire de liaison utilisé
peuvent étre déterminées dans chaque cas par de simples expériences de routine.

11 faut bien comprendre que I'on appelle ici valeur-seuil soit une valeur discrete, soit un
intervalle de valeurs correspondant a une zone d'indétermination. Bien évidemment, lorsque la
valeur mesurée est incluse dans l'intervalle d'indétermination, ou est tres proche de la valeur-
seuil dans le cas d'une valeur discrete, on ne peut pas conclure définitivement et il convient de
conduire des investigations supplémentaires.

Les échantillons biologiques dans lesquels le procédé de I'invention est mis en ceuvre
sont tout échantillon biologique susceptible de contenir des transcrits majoritaires alternatifs du
gene KLKS. A titre d’exemple de tels échantillons, on peut citer les échantillons solides tels
que le tissu provenant de la biopsie de la tumeur, de ganglions lymphatiques, des métastases
du patient, les liquides biologiques tels que le sang, le sérum, le plasma et les expectorations,
et les cellules purifiées a partir de ces échantillons solides ou liquides.

On entend par détection de transcrit, en particulier du transcrit majoritaire alternatif,
soit la détection directe du transcrit, soit la détection indirecte du transcrit, ou tout autre
procédé de détermination de la présence d’'un ARN dans un échantillon, connu de I’homme
du métier.

Par détection directe du transcrit, en particulier du transcrit majoritaire alternatif, on
entend la mise en évidence dudit transcrit lui-méme dans I’échantillon biologique.

La détection directe du transcrit majoritaire alternatif dans 1’échantillon biologique
peut €tre mise en ceuvre par tout moyen connu de I’homme du métier, comme par exemple
par hybridation avec un partenaire de liaison spécifique du transcrit majoritaire alternatif, le
cas échéant apres amplification par la technique PCR ou NASBA.

Par hybridation, on entend le processus au cours duquel, dans des conditions
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appropriées, deux fragments nucléotidiques se lient avec des liaisons hydrogenes stables et
spécifiques pour former un complexe double brin. Ces liaisons hydrogenes se forment entre
les bases complémentaires Adénine (A) et thymine (T) (ou uracile (U)) (on parle de liaison A-
T) ou entre les bases complémentaires Guanine (G) et cytosine (C) (on parle de liaison G-C).
L’hybridation de deux fragments nucléotidiques peut étre totale (on parle alors de fragments
nucléotidiques ou de séquences complémentaires), c’est-a-dire que le complexe double brin
obtenu lors de cette hybridation comprend uniquement des liaisons A-T et des liaisons C-G.
Cette hybridation peut €tre partielle (on parle alors de fragments nucléotidiques ou de
séquences suffisamment complémentaires), c’est-a-dire que le complexe double brin obtenu
comprend des liaisons AT et des liaisons GG permettant de former le complexe double
brin, mais également des bases non liées a une base complémentaire. L’hybridation entre
deux fragments nucléotidiques dépend des conditions opératoires qui sont utilisées, et
notamment de la stringence. La stringence est définie notamment en fonction de la
composition en bases des deux fragments nucléotidiques, ainsi que par le degré de
mésappariement entre deux fragments nucléotidiques. La stringence peut également Etre
fonction des parametres de la réaction, tels que la concentration et le type d'especes ioniques
présentes dans la solution d'hybridation, la nature et la concentration d'agents dénaturants
et/ou la température d’hybridation. Toutes ces données sont bien connues et les conditions
appropriées peuvent étre déterminées par I'homme du métier. En général, selon la longueur
des fragments nucléotidiques que I’on souhaite hybrider, la température d'’hybridation est
comprise entre environ 20 et 70°C, en particulier entre 35 et 65°C dans une solution saline a
une concentration denviron 0,5 a 1 M. Une séquence, ou fragment nucléotidique, ou
oligonucléotide, ou polynucléotide, est un enchainement de motifs nucléotidiques assemblés
entre eux par des liaisons ester phosphorique, caractérisé par la séquence informationnelle
des acides nucl€iques naturels, susceptibles de shybrider a un fragment nucléotidique,
I'enchainement pouvant contenir des monomeres de structures différentes et étre obtenu a
partir d'une molécule d'acide nucléique naturelle et/ou par recombinaison génétique et/ou par
synthese chimique. Un motif est dérivé d'un monomere qui peut étre un nucléotide naturel

d'acide nucléique dont les éléments constitutifs sont un sucre, un groupement phosphate et une
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base azotée ; dans 'ADN le sucre est le désoxy-2-ribose, dans 'ARN le sucre est le ribose ;
selon qu'il s'agisse de 'ADN ou I’ARN, la base azotée est choisie parmi l'adénine, la guanine,
l'uracile, la cytosine, la thymine ; ou bien le monomere est un nucléotide modifié dans l'un au
moins des trois éléments constitutifs ; a titre d'exemple, la modification peut intervenir soit au
niveau des bases, avec des bases modifiées telles que 1'inosine, la méthyl-5désoxycytidine, la
désoxyuridine, la  diméthylamino-5désoxyuridine, la  diamino-2,6-purine, la
bromo-5désoxyuridine ou toute autre base modifiée capable d’hybridation, soit au niveau du
sucre, par exemple le remplacement d'au moins un désoxyribose par un polyamide'’, soit
encore au niveau du groupement phosphate, par exemple son remplacement par des esters
notamment choisis parmi les diphosphates, alkyl- et aryl-phosphonates et phosphorothioates.

Les partenaires de liaison spécifiques du transcrit majoritaire alternatif sont tout
partenaire susceptible de se lier au transcrit majoritaire alternatif. A titre d’exemple, on peut
citer les sondes nucléiques, les amorces d’amplification, et toute autre molécule capable de se
lier au transcrit majoritaire alternatif.

Par sonde d’hybridation, on entend un fragment nucléotidique comprenant de 5 a 100
motifs nucléiques, notamment de 10 a 35 motifs nucléiques, possédant une spécificité
d'hybridation dans des conditions déterminées pour former un complexe d'hybridation avec le
matériel spécifique d’un geéne cible. Dans la présente invention, le matériel spécifique du géne
cible peut étre une séquence nucléotidique comprise dans un ARN messager issu du gene
cible (on parle alors d”’ARNm spécifique du gene cible), une séquence nucléotidique comprise
dans un ADN complémentaire obtenu par transcription inverse dudit ARN messager (on
parle alors d’ADNc spécifique du geéne cible), ou encore une séquence nucléotidique
comprise dans un ARN complémentaire obtenu par transcription dudit ADNc tel que décrit
précédemment (on parlera alors d’ ARNc spécifique du gene cible). La sonde d’hybridation
peut comprendre un marqueur permettant sa détection.

Au sens de la présente invention, on entend par amorce d'amplification, un fragment
nucléotidique comprenant de 5 a 100 motifs nucléiques, préférentiellement de 15 a 30 motifs
nucléiques permettant l'initiation d'une polymérisation enzymatique, telle que notamment une

réaction d'amplification enzymatique. Par réaction d'amplification enzymatique, on entend un



10

15

20

25

WO 2008/037930 PCT/FR2007/052023

8

processus générant de multiples copies d’un fragment nucléotidique par ’action d’au moins
une enzyme. De telles réactions d’amplification sont bien connues de I’homme du métier et on
peut citer notamment les techniques suivantes :

- PCR (Polymerase Chain Reaction), telle que décrite dans les brevets US 4,683,195,
US 4,683,202 et US 4,800,159,

- LCR (Ligase Chain Reaction), exposée par exemple dans la demande de brevet EP O
201 184,

- RCR (Repair Chain Reaction), décrite dans la demande de brevet WO 90/01069,

- 3SR (Self Sustained Sequence Replication) avec la demande de brevet WO
90/06995,

- NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification) avec la demande de brevet
WO 91/02818, et

- TMA (Transcription Mediated Amplification) avec le brevet US 5,399,491.

Lorsque l'amplification enzymatique est une PCR, le réactif spécifique comprend au
moins 2 amorces d'amplification, spécifiques d’un gene cible, et permettant I’amplification du
matériel spécifique du geéne cible. Le matériel spécifique du géne cible comprend alors
préférentiellement un ADN complémentaire obtenu par transcription inverse d’ARN
messager issu du gene cible (on parle alors d’ADNc spécifique du gene cible) ou un ARN
complémentaire obtenu par transcription des ADNc spécifique d’un géne cible (on parle alors
d’ARNCc spécifique du gene cible). Lorsque l'amplification enzymatique est une PCR réalisée
apres une réaction de transcription reverse, on parle de RT-PCR.

Par détection, on entend soit une méthode physique, soit une méthode chimique avec
un agent colorant intercalant tel que SYBR® Green I ou le bomure d’éthydium, soit une
méthode de détection a I’aide d’un marqueur. De nombreuses méthodes de détection existent
pour la détection des acides nucléiques'>"’.

Par marqueur, on entend un traceur capable d'engendrer un signal que I’on peut
détecter. Une liste non limitative de ces traceurs comprend les enzymes qui produisent un
signal détectable par exemple par colorimétrie, fluorescence ou luminescence, comme la

peroxydase de raifort, la phosphatase alcaline, la beta- galactosidase, la glucose-6-phosphate



10

15

20

25

WO 2008/037930 PCT/FR2007/052023

9

déshydrogénase; les chromophores comme les composés fluorescents, luminescents ou
colorants ; les groupements a densité électronique détectables par microscopie électronique
ou par leurs propriétés €lectriques comme la conductivité, par les méthodes d'ampérométrie
ou de voltamétrie, ou par des mesures d'impédance ; les groupements détectables par des
méthodes optiques comme la diffraction, la résonance plasmon de surface, la variation d'angle
de contact ou par des méthodes physiques comme la spectroscopie de force atomique, 'effet
tunnel, etc. ; les molécules radioactives comme P, *°S ou 'L

Au sens de la présente invention, la sonde d’hybridation peut étre une sonde dite de
détection. Dans ce cas, h sonde dite de détection est marquée au moyen d'un marqueur tel
que défini précédemment. Grace a la présence de ce marqueur, on peut détecter la présence
d’une réaction d’hybridation entre une sonde de détection donnée et le transcrit a détecter.

La sonde de détection peut €tre notamment une sonde de détection «molecular
beacons »"*. Ces "molecular beacons” deviennent fluorescentes lors de 1’hybridation. Elles
possedent une structure de type tige-boucle et contiennent un fluorophore et un groupe
"quencher”. La fixation de la séquence de boucle spécifique avec sa séquence
complémentaire d’acide nucléique cible provoque un déroulement de la tige et I’émission d’un
signal fluorescent lors de I’excitation a la longueur d’onde qui convient.

La sonde d’hybridation peut étre €galement une sonde dite de capture. Dans ce cas,
la sonde dite de capture est immobilisée ou immobilisable sur un support solide par tout
moyen approprié, c'est-a-dire directement ou indirectement, par exemple par covalence ou
adsorption. Comme support solide, on peut utiliser des matériaux de synthése ou des
matériaux naturels, éventuellement modifi€s chimiquement, notamment les polysaccharides tels
que les matériaux a base de cellulose, par exemple du papier, des dérivés de cellulose tels
que l'acétate de cellulose et la nitrocellulose ou le dextrane, des polymeres, des copolymeres,
notamment a base de monomeres du type styrene, des fibres naturelles telles que le coton, et
des fibres synthétiques telles que le nylon ; des matériaux minéraux tels que la silice, le quartz,
des verres, des céramiques ; des latex ; des particules magnétiques ; des dérivés métalliques,
des gels etc. Le support solide peut €tre sous la forme d'une plaque de microtitration, d'une

membrane comme décrit dans la demande WO-A-94/12670, d'une particule. On peut



10

15

20

25

WO 2008/037930 PCT/FR2007/052023

10

également immobiliser sur le support plusieurs sondes de capture différentes, chacune étant
spécifique d’un transcrit cible. En particulier, on peut utiliser comme support une biopuce sur
laquelle peuvent €tre immobilisées un grand nombre de sondes. Par biopuce, on entend un
support solide de dimension réduite ou sont fixée une multitude de sondes de capture a des
positions prédéterminées. Le concept de biopuce, ou puce a ADN, date du début des années
90. 1l repose sur une technologie pluridisciplinaire intégrant la micro-électronique, la chimie
des acides nucléiques, ’analyse d’images et I’informatique. Le principe de fonctionnement
repose sur un fondement de la biologie moléculaire: le phénomene d’hybridation, c'est-a-dire
I’appariement par complémentarité des bases de deux séquences d’ADN et/ou d’ARN. La
méthode des biopuces repose sur I’emploi de sondes de capture fixées sur un support solide
sur lesquelles on fait agir un échantillon de fragments nucléotidiques cibles marqués
directement ou indirectement avec des fluorochromes. Les sondes de capture sont
positionnées de maniere spécifique sur le support ou puce et chaque hybridation donne une
information particuliere, en relation avec le fragment nucléotidique able. Les informations
obtenues sont cumulatives, et permettent par exemple de quantifier le niveau d’expression
d’un gene/transcrit ou de plusieurs genes/transcrits cibles. Apres hybridation, le support ou
puce est lavé(e), et les complexes ADNc ou ARNc marquées / sondes de capture sont
révélés par un ligand de forte aftinité lié par exemple a un marqueur de type fluorochrome. La
fluorescence est lue par exemple par un scanner et I’analyse de la fluorescence est traitée par
informatique. On peut citer a titre indicatif, les puces a ADN mises au point par la société
Affymetrix ("Accessing Genetic Information with High-Density DNA arrays")'*'°, pour les
diagnostics moléculaires. Dans cette technologie, les sondes de capture sont généralement de
tailles réduites, autour de 25 nucléotides. D'autres exemples de biopuces sont donnés dans de
nombreuses publications”’ 18. 19,20 21 5y dans les brevets US-A-4,981,783, US-A-
5,700,637, US-A-5,445,934, US-A-5,744,305 et US-A-5,807,522. La caractéristique
principale du support solide doit €tre de conserver les caractéristiques d’hybridation des
sondes de capture sur les fragments nucléotidiques cibles tout en générant un bruit de fond
minimum pour la méthode de détection.

Pour I'immobilisation des sondes sur le support, on distingue trois grands types de
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fabrication.

Il y a, tout d’abord, une premiere technique qui consiste en un dépdt de sondes pré-
synthétisées. La fixation des sondes se fait par transfert direct, au moyen de micropipettes, de
micro-pointes ou par un dispositif de type jet d’encre. Cette technique permet la fixation de
sondes de taille allant de quelques bases (5 a 10) jusqu'a des tailles relativement importantes
de 60 bases (impression) a quelques centaines de bases (micro-déposition) :

L’impression est une adaptation du procédé utilisé par les imprimantes a jet d’encre.
Elle repose sur la propulsion de tres petites spheres de fluide (volume <1 nl) et a un rythme
pouvant atteindre 4000 gouttes/secondes. L’impression n’implique aucun contact entre le
systeme libérant le fluide et la surface sur laquelle il est déposé.

La micro-déposition consiste a fixer des sondes longues de quelques dizaines a
plusieurs centaines de bases a la surface d’une lame de verre. Ces sondes sont généralement
extraites de bases de données et se présentent sous forme de produits amplifiés et purifiés.
Cette technique permet de réaliser des puces dénommées microarrays portant environ dix
mille spots, dit zones de reconnaissance, d’ ADN sur une surface d*un peu moins de 4 cn’. Tl
ne faut toutefois pas oublier ’emploi de membranes de Nylon, dites « macroarrays », qui
portent des produits amplifi€s, généralement par PCR, avec un diametre de 0,5 a 1 mm et
dont la densité maximale est de 25 spots/cm2. Cette technique trés flexible est utilisée par de
nombreux laboratoires. Dans la présente invention, cette derniere technique est considérée
comme faisant partiec des biopuces. On peut toutefois déposer en fond de plaque de
microtitration un certain volume d’échantillon dans chaque puits, comme c’est le cas dans les
demandes de brevet WO-A-00/71750 et FR 00/14896, ou déposer au fond d’une méme
boite de Pétri un certain nombre de gouttes séparées les unes des autres, selon une autre
demande de brevet FR00/14691.

La deuxieme technique de fixation des sondes sur le support ou puce est appelée la
syntheése in situ. Cette technique aboutit a 1’élaboration de sondes courtes directement a la
surface de la puce. Elle repose sur la synthese d’oligonucléotides in situ (voir notamment les
demandes & brevet WO 89/10977 et WO 90/03382), et est fondée sur le procédé des

synthétiseurs d’oligonucléotides. Elle consiste a déplacer une chambre de réactions, ou se
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déroule la réaction d’élongation d’oligonucléotides, le long de la surface de verre.

Enfin, b troisiéme technique est appelée la photolithographie, qui est un procédé a
I’origine des biopuces développées par Affymetrix. Il s’agit également d’une synthese in situ.
La photolithographie est dérivée des techniques des microprocesseurs. La surface de la puce
est modifiée par la fixation de groupements chimiques photolabiles pouvant étre activés par la
lumiere. Une fois illuminés, ces groupes sont susceptibles de réagir avec I'extrémité 3* d’un
oligonucléotide. En protégeant cette surface par des masques de formes définies, on peut
illuminer et donc activer sélectivement des zones de la puce ou 1’on souhaite fixer I'un ou
l’autre des quatre nucléotides. L utilisation successive de masques diftérents permet d’alterner
des cycles de protection/réaction et donc de réaliser les sondes d’oligonucléotides sur des
spots d’environ quelques dizaines de micrometre carré (um?). Cette résolution permet de
créer jusqu'a plusieurs centaines de milliers de spots sur une surface de quelques centimetres
carré (cm’). La photolithographie présente des avantages : massivement paralléle, elle permet
de créer une puce de N-meres en seulement 4 x N cycles. Toutes ces techniques sont bien
entendues utilisables avec la présente invention.

L’échantillon biologique utilis¢ pour la détection directe du transcrit majoritaire
alternatif, susceptible de contenir du transcrit majoritaire alternatif en tant que tel, peut étre
constitué par du fluide biologique ou un tissu provenant de la biopsie de la tumeur des
ganglions lymphatiques ou des métastases du patient considéré.

Pour détecter le transcrit de 1’échantillon biologique, une étape d’extraction est
généralement nécessaire. Celui-ci peut €galement étre détecté sans extraction sur des coupes
de tissu par des techniques d’hybridation in sifu. L’extraction est mise en ceuvre par tous les
protocoles d’extraction et de purification d’acides nucléiques bien connus de I’homme du
métier. A titre indicatif, I’extraction d’acides nucléique peut €tre réalisée par :
= une étape de lyse des cellules présentes dans 1’échantillon biologique, afin de libérer les

acides nucléiques contenus dans les cellules du patient. A titre d’exemple, on peut utiliser
les méthodes de lyse telles que décrites dans les demandes de brevet:

o WO 00/05338 sur la lyse mixte magnétique et mécanique,

o WO 99/53304 sur la lyse électrique,
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o WO 99/15321 sur la lyse mécanique.
L'homme du métier pourra utiliser d'autres méthodes de lyse bien connues, telles que les
chocs thermiques ou osmotiques ou les lyses chimiques par des agents chaotropiques tels
que les sels de guanidium (US 5,234,809).
une étape de purification, permettant la séparation entre les acides nucléiques et les
autres constituants cellulaires relargués dans 1’étape de lyse. Cette étape permet
généralement de concentrer les acides nucl€iques, et peut étre adapté a la purification
d’ARN. A ftitre d’exemple, on peut utiliser des particules magnétiques éventuellement
revétues d’oligonucléotides, par adsorption ou covalence (voir a ce sujet les brevets US
4,672,040 et US 5,750,338), et ainsi purifier les acides nucléiques qui se sont fixés sur
ces particules magnétiques, par une étape de lavage. Cette €tape de purification des
acides nucléiques est particulierement intéressante si 1’on souhaite amplifier ultérieurement
lesdits acides nucléiques. Un mode de réalisation particulierement intéressant de ces
particules magnétiques est décrit dans les demandes de brevet: WO-A-97/45202 et
WO-A-99/35500. n mode de réalisation particulierement intéressant de ces particules
magnétiques est décrit dans les demandes de brevetde silice soit sous forme de colonne,
soit sous forme de particules inertes” ou magnétiques (Merck: MagPrep’ Silica,
Promega: MagneSil'™ Paramagnetic particles). D'autres méthodes trés répandues
reposent sur des résines échangeuses dions en colonne ou en format particulaire
paramagnétique (Whatman: DEAE-Magarose)™. Une autre méthode trés pertinente mais
non exclusive pour l'invention est celle de l'adsorption sur support d'oxyde métallique
(société Xtrana: matrice Xtra-Bind"™).
Lorsque 1’on souhaite extraire spécifiquement les ARN d’un échantillon biologique, on
peut notamment réaliser une extraction par du phénol, du chloroforme et de 1’alcool pour
éliminer les protéines et précipiter les ARN avec de I’éthanol 100%. Les ARN peuvent
alors étre culoté par centrifugation, lavé et remis en solution.

Le fluide biologique peut nécessiter un traitement particulier. Le transcrit
majoritaire alternatif peut s’y trouver en solution ou contenu dans des cellules tumorales

circulantes. Si la recherche du transcrit alternatif vise la fraction contenue dans les cellules
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tumorales, alors, le fluide biologique sera préalablement traité afin d’isoler les cellules
tumorales circulantes contenues dans le dit fluide.

Par isoler les cellules tumorales circulantes, on entend obtenir une fraction cellulaire
enrichie en cellules tumorales circulantes.

Le traitement du fluide pour isoler les cellules tumorales circulantes peut €tre effectué
par tri cellulaire dans un cytometre de flux, par enrichissement sur Ficoll, par enrichissement
par billes magnétiques recouvertes d’anticorps spécifiques, ou par toute autre méthode
d’enrichissement spécifique connue de ’homme du métier.

Les cellules tumorales circulantes peuvent €tre isolées grice a une technique de
séparation cellulaire sur Ficoll associée a une déplétion des cellules sanguines utilisant des
anticorps anti-CD45 couplés a des billes magnétiques (Dynal Biotech ASA, Norvege).

La détection directe du transcrit majoritaire alternatif peut alors €tre effectuée
directement a partir de cellules tumorales circulantes isolées du fluide biologique. Par
exemple, les cellules tumorales circulantes déposées sur une lame par cytospin peuvent €tre
mises en contact avec une sonde spécifique du transcrit majoritaire alternatif afin de réaliser
une hybridation in situ.

Un exemple de méthode indirecte consiste a traduire in vifro les ARN extraits des
échantillons en protéines, par exemple a I’aide de systeémes d’expression tels que E. coli, puis
de détecter le produit de traduction spécifique de I’ARN alternatif par un test immunologique
tel que les tests «sandwich », par exemple ELISA, ou de compétition. Ces méthodes sont
largement connues de ’homme du métier et utilisent notamment des anticorps monoclonaux
et/ou polyclonaux a titre de partenaire spécifique de liaison du peptide traduit de I’ARN.

Le procédé de 'invention peut étre mis en ceuvre par les étapes consistant a :

1) déterminer la quantité de transcrit majoritaire alternatif dans 1’échantillon
biologique,

i)  comparer la quantité de transcrit majoritaire alternatif dans 1’échantillon
biologique a une valeur-seuil prédéterminée, choisie selon le type de dosage utilisé et
représentative de la limite de détection de la pathologie et

m)  établir le diagnostic.



WO 2008/037930 PCT/FR2007/052023

15

La quantification de la concentration en transcrit majoritaire alternatif peut €tre mise en
ceuvre par tout procédé connu de ’homme du métier pour quantifier un marqueur dans un
échantillon biologique, tel qu’en utilisant un test d’hybridation, comme décrit précédemment.

Egalement comme indiqué précédemment, on sait que, de fagon générale, les résultats

5  des tests de détection des acides nucléiques dépendent en grande partie des caractéristiques
des partenaires de liaison utilisés, de sorte qu’il n'est pas possible de donner des valeurs-
seuils précises et que des valeurs-seuils adaptées a chaque partenaire de liaison utilisé peuvent
étre déterminées dans chaque cas par de simples expériences de routine.

Le procédé de diagnostic de I'invention peut etre amélioré en incluant également une

10 étape supplémentaire de détection d’au moins un autre transcrit du gene KLK8, ce qui
constitue un mode de réalisation particulier de I'invention.

Par autre transcrit du géne KLLK8, on entend :

- les autres transcrits alternatifs du gene KIKS8, appelés transcrits minoritaires, tels que ceux
déja connus comme NT2, NT3 et NT4, ainsi que de nouveaux transcrits découverts par les

15 Demanderesses, appelés NT5 et NT6,

- le transcrit codant la kallicréine KLLK8 également appelé NT1.

Les nouveaux transcrits NTS et NT6, de séquence SEQ ID N°7 et SEQ ID N°8,
respectivement, sont nouveaux et constituent un autre objet de I’invention.

Le procédé de diagnostic de l'invention incluant une étape supplémentaire de

20  détection d’un autre transcrit alternatif du géne KLK8 peut étre mis en ceuvre les étapes
consistant a :
1) déterminer la quantité de transcrit majoritaire alternatif du gene KLKS et
d’autre transcrit, le cas échéant alternatif, du gene K1.K8 dans le méme échantillon
biologique, et
25 i)  comparer la quantité obtenue a une valeur-seuil prédéterminée, choisie selon
le type de dosage utilisé et représentative de la limite de détection de la pathologie et
m)  établir le diagnostic.
La détermination de la quantité de transcrit majoritaire alternatif de K1.K8 et d’autre

transcrit, le cas échéant alternatif, du méme gene KLK8 peut €tre mise en ceuvre
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séquentiellement ou simultanément, selon les procédés classiquement connus de I’homme du
métier, comme indiqué précédemment.

Par méme échantillon biologique, on entend un échantillon de méme nature prélevé
chez le méme sujet, a savoir soit deux fractions d’un méme prélevement, soit deux
échantillons issus de deux préle vements différents mais qui doivent étre de méme nature, pas
exemple du tissu cancéreux. On préfere utiliser deux fractions d’un méme prélevement.

Le procédé de diagnostic de l'invention peut €galement comprendre une étape
supplémentaire de détection d’au moins un transcrit d'un gene d’une autre kallicréine, ce qui
constitue un autre mode de réalisation de 1’invention.

Le procédé ainsi détecte au moins un transcrit d’un gene d’une autre kallicréine, ainsi
que :

(a)  soit au moins un transcrit majoritaire alternatit du geéne K1.K§ ou
(b)  soit au moins un transcrit majoritaire alternatif du géne KLLKS8 et au moins un
transcrit minoritaire, le cas échéant alternatif, du gene K1.KS.

Ce procédé peut €tre mis en ceuvre par les étapes consistant a :

1) déterminer la quantité de transcrit majoritaire alternatif du gene KLKS8, et
éventuellement de I’autre transcrit, le cas échéant alternatif, du gene KLK8, dans
I’échantillon biologique Ql1,

i)  déterminer la quantité du transcrit de I’autre géne de kallicréine dans le méme
échantillon Q2,

iii)  calculer le rapport Q1/Q2 ou Q2/Q1,

iv)  comparer ledit rapport a une valeur-seuil prédéterminée, choisie selon le type
de dosage utilisé et représentative de la limite de détection de la pathologie et

v)  établir le diagnostic.

A titre d’exemple d’un autre gene de kallicréine approprié€ aux fins de I’invention, on
peut citer les génes de kallicréines s’exprimant dans le poumon, telles que KLK5, KILK6,
KIK7, KLKI10, KLKI1, KLK13 et KLK14. Ces genes de kallicréines ont été largement
décrits dans la littérature de sorte qu’ils sont connus de ’homme du métier. Les genes de

kallicréines KLLK5, KLK11 et KLK13 sont préférés, KILK11 étant particulierement préféré.
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Comme indiqué précédemment, la détermination de la quantit¢ des transcrits de
différente nature peut €tre mise en ceuvre séquentiellement ou simultanément, selon les
procédés classiquement connus de I’homme du métier tels que décrits précédemment, et, par
méme échantillon biologique, on entend un échantillon de méme nature prélevé chez le méme
sujet.

Outre la détection du transcrit majoritaire alternatif du gene KLKS, le procédé de
diagnostic de l'invention peut également comprendre I’étape de détection d’au moins un
transcrit d’'un autre gene s’exprimant dans le poumon, sous-entendu différent d’'un gene
codant pour une kallicréine.

A tire d’exemple d’autres genes s’exprimant dans le poumon, on peut citer les genes
codant les cadhérines desmosomales, telles que desmocolline 2 ou Dsc2 et desmogléine 2 ou
Dsg2

Le procédé qui comprend en outre 1’étape de détection d’au moins un transcrit d’un
autre géne s’exprimant dans le poumon peut &tre mis en ceuvre par les étapes consistant a :

1) déterminer la quantité de transcrit majoritaire alternatif du gene KILK8 dans
I’échantillon biologique Ql1,

i)  déterminer la quantité¢ du transcrit de I’autre gene s’exprimant dans le poumon
dans le méme échantillon biologique Q4,

iii)  calculer le rapport Q1/Q4 ou Q2/Q4,

iv)  comparer ledit rapport a une valeur-seuil prédéterminée, choisie selon le type
de dosage utilisé et représentative de la limite de détection de la pathologie et

v)  établir le diagnostic.

Comme indiqué précédemment, la détermination de la quantit¢ des transcrits de
différente nature peut €tre mise en ceuvre séquentiellement ou simultanément, selon les
procédés classiquement connus de ’homme du métier tels que décrits précédemment, et, par
méme échantillon biologique, on entend un échantillon de méme nature prélevé chez le méme
sujet.

Dans chaque mode de réalisation de 1’invention, la derniére étape consiste a établir le

diagnostic.
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Par diagnostic, on entend tant le diagnostic au sens large du terme, a savoir tant le
diagnostic précoce que le dépistage, le suivi thérapeutique, le pronostic et le diagnostic des
rechutes.

Le type de diagnostic va dépendre de la nature de I’échantillon biologique dans lequel
le procédé de l'invention est mis en ceuvre. Ainsi, les fluides biologiques seront
préférentiellement utilisés dans le cadre du diagnostic précoce, du dépistage, du diagnostic
des rechutes et éventuellement du suivi thérapeutique. S’agissant des échantillons solides, tels
que le tissu cancéreux, les ganglions lymphatiques ou les métastases, le cancer est déja avéré.
Le procédé de I'invention va donc €tre utile dans le cadre du pronostic et éventuellement du
suivi thérapeutique.

Le procédé de I’invention est particulierement approprié dans le pronostic de survie
des patients atteints de cancer broncho-pulmonaire. En effet, les Demanderesses ont
démontré qu'un taux élevé de transcrit majoritaire alternatif du gene K1LK8, en particulier de
NT3 et NT4, est un facteur pronostic défavorable du cancer et notamment du CBNPC.

Ainsi, un autre objet consiste en I'utilisation du procédé de diagnostic de I'invention
dans le pronostic de survie des patients atteints de cancer broncho-pulmonaire.

Comme précédemment, le pronostic est amélioré par association de I’une des étapes
suivantes :

- étape de détection d’au moins un autre transcrit, le cas échéant alternatif, du gene K1.K8,

- étape de détection d’au moins un transcrit d’un autre gene de kallicréine, de préférence
KILK5, KLKIl et KLKI3, KLKII étant particuliecrement préféré, éventuellement en
association avec la détection d’au moins un autre transcrit alternatif du gene K1.KS,

- étape de détection d’au moins un transcrit d’un autre gene s’exprimant dans le poumon.

Pour la mise en ceuvre du procédé de diagnostic de I’invention, I'invention a pour
autre objet un kit de diagnostic comprenant les outils nécessaires a la détection des transcrits
majoritaires alternatifs du géne KLKS8.

A ftitre non limitatif d’outils nécessaires a la détection des transcrits majoritaires
alternatif du gene K1.K8, on peut citer les partenaires de liaison desdits transcrits majoritaires,

tels que les sondes d’hybridation et de détection.
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L’invention concerne également I’utilisation d’au moins un des transcrits majoritaires
alternatifs du gene KLLK§& codant la kallicréine 8 dans la production d’un agent utilisé dans un
procédé de détection dans le cadre du cancer broncho-pulmonaire, notamment du cancer
bronchique non a petites cellules, le procédé étant caractérisé en ce qu’il consiste a mettre en
contact ledit au moins un transcrit majoritaire alternatif du gene KIK8 avec un échantillon
biologique issu d’un patient suspecté d’€tre atteint dudit cancer broncho-pulmonaire.

L’invention sera mieux comprise a I'aide des exemples suivants donnés a titre illustratif
et non limitatif, ainsi qu’a ’aide des figures 1 et 2 annexées, sur lesquelles :

- la figure 1 est la photographie d’un gel d’électrophorese montrant les différents transcrits
alternatifs du gene KLLK8 NT1 a NT6 obtenus a partir de tissus cancéreux de patients atteints
d’adénocarcinome (Ad) ou de carcinome épidermoide (C. EPI), la piste de gauche
correspondant a la piste des marqueurs de poids moléculaire et

- la figure 2 est la photographie d’un gel d’électrophorese montrant la présence de transcrit
NT4 dans le sang d’un patient atteint de carcinome, la piste de gauche correspondant a la

piste des marqueurs de poids moléculaire (MM).

Exemple 1: Mise en évidence des transcrits pulmonaires majoritaires du géne

KI.K8 et des nouveaux transcrits

Des ARN totaux ont été extraits a partir de tissus cancéreux de patients atteints
d’adénocarcinome ou de carcinome épidermoide en utilisant le systtme «RNAeasy Midi
kit » (Qiagen S.A., Courtabeeuf, France) selon les recommandations du fournisseur. Les
ARN totaux ont été rétrotranscrits en ADNc a l'aide de la PowerScript Reverse
Transcriptase (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA).

Pour chaque échantillon, une réaction de transcription inverse a été effectuée a 42°C
pendant une heure dans un volume final de 20 pl. Le milieu réactionnel était composé de 2 ug
d’ARN totaux, 5 uM d’oligonucléotides décamériques aspécifiques (Random decamers
RETROscript, Ambion, Cambridgeshire), de INTP a la concentration chacun de 1 mM, de
20 U d’inhibiteur de RNase (Roche Diagnostics, Meylan), du tampon de réaction une fois

concentré et d’une unité de Power Script Reverse Transcriptase (BD Biosciences Clontech,
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Palo Alto, CA).

Les ADNc ont été amplifi€s par PCR. Le mélange réactionnel de 25 pl contenait : 50
ng d’ARN total rétro-transcrit, 1 unité de FastStart Taq DNA (Polymérase Roche
Diagnostics, Meylan), du tampon de réaction une fois concentré (50 mM Tris-HCI pH 8.3,
10 mM KCl, 5 mM (NH4),S04, 2 mM MgCL), des dNTP a la concentration de 0,3 mM et
de 0,2 uM des amorces spécifiques.

Ces amorces ont €té choisies de part et d’autre de la séquence codant la kallicréine
KLKS8 (NT1) et comportaient un site de coupure par une enzyme de restriction (Not I ou
FEcoR V). Ces amorces étaient :

- K8Not_for : TGG AGG GCG GCC GCA TGG GAC GCC CCC GAC (SEQ ID N°1) et
- K8Eco_rev : TCC TAG ATA TCG CCC TTG CTG CCT ATG (SEQ ID N°2).

Les réactions de PCR ont été réalisées dans un thermocycleur a gradient de
température (Master cycler Gradient, Eppendorf). Les conditions d’amplification étaient les
suivantes : un cycle de dénaturation de 5 min a 95 °C suivi de 45 cycles comportant une
étape de dénaturation a 95°C pendant 20 s, une étape d’hybridation a 56°C pendant 20 s et
une étape d’élongation a 72°C pendant 1,30 minutes. La réaction a ét€ terminée par un cycle
supplémentaire d’élongation de 1,30 min a 72°C.

Dix microlitres de la réaction ont ét€ déposés sur un gel d’agarose a 0,8% contenant
du bromure d’éthidium a 0,5 pg/ml. Les produits ont ét€ séparés par électrophorese et
visualisés sous UV. Le marqueur de taille utilis¢ (Gene Ruler DNA Ladder mix) a ét¢ fourni
par la firme MBI-Fermentas.

La photographie du gel d’électrophorese est donnée sur la figure 1 qui met en
évidence les différents transcrits issus de I’expression pulmonaire du gene KLKS8 et la
caractérisation de transcrits majoritaires des NT3 et NT4. Il est a noter que ces transcrits ont
été identifiés par séquencage nucléotidique (voir exemple 2) comme étant les transcrits déja
décrits sous B vocable de Neuropsine de type 1 a 4 (NT1 a NT4), les deux nouveaux

transcrits ayant ét€ identifiés et dénommés NTS et NT6.
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Exemple 2 : Caractérisation structurale des transcrits pulmonaires du géne KLKS et

conception d’amorces spécifiques.

Les produits de PCR obtenus dans I’exemple 1 ont €t clonés dans le vecteur
pcDNAS-FRT-V5-His TOPO (Invitrogen, Cergy Pontoise) selon les recommandations du
fournisseur. La préparation d’ADN plasmidique a ét€ réalisée a partir de différents clones en
utilisant le systtme «Qiaprep MiniPrep » (Qiagen S.A, Courtaboeuf). L’ADN plasmidique
purifié a ensuite été quantifié par spectrophotométrie a 260 nm, puis séquencé dans les 2
directions a 1’aide du couple d’amorces T7 et pCR 3.1 (BGH_rev). Les séquences obtenues,
données ci-apres, ont ét€é comparées aux séquences se trouvant dans les banques de
données. La structure des transcrits clonés, donnée dans le tableau 1, a ét¢ déterminée par
alignement avec la séquence du géne KLK8 a I’aide du logiciel CLUSTAL W.

- Séquence de I’ADNc pulmonaire YCI170310.03 identigue au transcrit NTI
(NM_007196). : SEQ ID N°3

- Séquence de I’ADNc pulmonaire YCI140710.03 identique au transcrit NT2
(NM_144505). : SEQ ID N°4

- Séquence de I’ADNc pulmonaire YC090310.03 identique au transcrit NT3
(NM_1445006). : SEQ ID N°5

- Séquence de I’ADNc pulmonaire YC100310.03 identique au transcrit NT4
(NM_144507). : SEQ ID N°6

- Séquence de '’ADNc pulmonaire YC210710.03 correspondant a un nouveau transcrit
(NT5). : SEQ ID N°7

- Séquence de I’ADNc pulmonaire YC050710.03 correspondant a un nouveau transcrit

(NT6). : SEQ ID N°8
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Tableau 1
Transcrit pulmonaire Nom générique Structure
YC170310.03 NT1 EXT+EX2+EX3+EA+EX5+EX6
YC140710.03 NT2 EX1+EX2+EX3 ALT+EX4+EX5+EX6
YC090310.03 NT3 EX1+EX2+EX5+EX6
YC100310.03 NT4 EXI+EX2+EX6
YC210710.03 NT5 EX1+EX2+EX4+EX5+EX6
YC050710.03 NT6 EX1+EX2+EX3+EX5+EX6

EX = exon ; ALT= exon alternatif

Comme le montre le Tableau 1, les transcrits pulmonaires ne se distinguent les uns des
autres que par des combinaisons différentes d’exons identiques. Il n’est donc pas possible de
les cibler individuellement en jouant sur des séquences nouvelles (sauf NT2 qui possede une
séquence additionnelle dans en 5° de ’exon 2). La connaissance du transcriptome pulmonaire
du gene KLK8 permet de déterminer pour chaque transcrit la combinaison d’exons le

distinguant des autres transcrits présents dans ce tissu, comme indiqué dans le Tableau 2.

Tableau 2

Transcrit pulmonaire Nom générique Combinaison distinctive au niveau pulmonaire
YC170310.03 NT1 EX2-EX3 + EX4-EXS
YC140710.03 NT2 EX2-EX3 ALT
YC090310.03 NT3 EX2-EX5

YC100310.03 NT4 EX2-EX6

YC210710.03 NT5 EX2-EX4

YC050710.03 NT6 EX3-EX5

L’utilisation dans les sondes d hybridation ou de détection des séquences jonctionnelles
des exons présents dans ces combinaisons est donc le seul moyen de cibler spécifiquement et
individuellement les transcrits pulmonaires. Ceci a ét€ mis a profit pour générer 1’amorce

d’amplification conférant la spécificité de quantification des transcrits majoritaires NT3 et
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NT4 dans cet organe (voir Tableau 3).
Tableau 3
Transcrit ciblé Localisation de Nom de I’amorce spécifique sens et séquence
I’amorce (SEQ ID N°)
NT3 Jonction EX2-EXS NT3_for: GGA GCC TGG GCA GAG AAT
(SEQ ID N°9)
NT4 Jonction EX2-EX6 NT4 -2/6 : TGG GCAGGGCGATICT
(SEQ ID N°10)

Exemple 3: Quantification des transcrits NT3 et NT4 dans les tissus tumoraux de

patients atteints de cancer pulmonaire.

Les transcrits NT3 et NT4 ont ét€¢ dosés par PCR quantitative en temps réel en
présence du fluorophore intercalant « SYBR Green» dans un thermocycleur iCycler iQ
Détection Systeme (Biorad, Marnes la Coquette). Chaque essai incluait deux mesures de
quantification des ADNc provenant d’échantillons pulmonaires tumoraux, deux mesures de
témoins sans ADN et une courbe d’étalonnage construite en utilisant différentes dilutions
d’ADN plasmidique étalon isolé des clones YC090310.03 (NT3) et YC100310.03 (NT4)
(voir exemple 2). Les valeurs trouvées pour chaque échantillon ont été normalisées avec celle
déterminée lors de la quantification des transcrits codant la sous-unité ribosomique 18S. Dans
ce dernier cas, les courbes d’étalonnage ont été réalisées a partir de différentes dilutions
d’une séquence de ce gene (853 pb) amplifiée par PCR conventionnelle et purifiée
directement en utilisant le coffret Macherey Nagel selon les recommandations du fournisseur.
Les oligonucléotides utilisés pour I’obtention de cette séquence €taient :

- I'oligo 18S_for : CTA CCA CAT CCA AGG AAG GCA GCA (SEQID N°11) et
- 'oligo 18S_rev : GCT ATC AAT CTG TCA ATC CTG TCC (SEQ ID N°12).

Le mélange réactionnel pour I’amplification quantitative de NT3 et NT4 comprenait :
100 ng d’ARN total rétro-transcrit (voir exemple 1), 1 unit¢ de FastStart Tag DNA
Polymérase, du SYBR Green (Roche Diagnostics, Meylan) 0,2 fois concentré, du tampon de
réaction une fois concentré (50 mM Tris-HCI pH 8.3, 10 mM KCl, SmM (NH4),S0,4, 2 mM
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MgCh), des ANTP a la concentration chacun de 0,2 mM et 0,2 uM de chaque amorce
oligonucléotidique sens (Tableau III, exemple 2) et antisens du transcrit étudié. Les amorces
antisens des transcrits NT3 et NT4 étaient respectivement : I’amorce NT3_rev (CCT CCA
GAA TCG CCC T - SEQ ID N°13) hybridant avec la séquence de jonction des exons 5 et
6, et 'amorce NT4_rev (CAG TCC AGG TAG CGG CAG - SEQ ID N°14) dont la
séquence ciblée se trouve dans I’exon 6.

Les mesures de quantification du géne de ménage codant la sous-unité ribosomique
18S ont été effectuées dans le milieu réactionnel suivant : 0,5 ng d’ARN total rétro-transcrit,
I unité de FastStart Taqg DNA Polymérase, du SYBR Green 0,2 fois concentré, du tampon
de réaction une fois concentré (50 mM Tris-HCI pH 8.3, 10 mM KCl, 5 mM (NH4),S04, 2
mM MgCh) auxquels ont été ajoutés 2 mM MgCl, des dNTP a la concentration chacun de
0,2 mM et 056 uM de chaque amorce sens (CGC GGT TCT ATT TTG TTG GTT TT -
SEQ ID N°15) et antisens (TTC GCT CTG GTC CGT CTT GC - SEQ ID N°16).

Les conditions d’amplification pour la PCR quantitative des différents transcrits sont

indiqués dans le Tableau 4.

Tableau 4
Nombre de Etape Durée Température Transcrits
cycle(s)
1 cycle Dénaturation 5 min 95 °C NT3, NT4, 18S
Dénaturation 10s 95°C NT3, NT4, 18S
50 cycles Hybridation 10s 59 °C NT3
10s 61 °C NT4
10s 65 °C 18S
Elongation 15 s 72 °C NT3, NT4
20s 72 °C 18S
Acquisition de 15 s 81 °C NT3, NT4
fluorescence I5s 84 °C 18S

Les quantifications ont ét€ réalisées a partir d’échantillons de tissus tumoraux prélevés
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sur les pieces d’exérese chirurgicale de patients opérés d’un cancer broncho-pulmonaire
entre janvier 2002 et juin 2004. La cohorte étudi€ée comportait 60 patients dont I’dge variait

de 45 a 83 ans avec un dge médian égal a 65 ans (voir Tableau 5).

Tableau 5
Type tumoral Nombre de patients

Adénocarcinome 33
Carcinomes épidermoide 16
Carcinome a grandes cellules 5
Carcinome muco-épidermoide 1
Carcinome neuro-endocrine 1

Tumeur carcinoide 4

Trente-huit patients avaient un cancer de stade 1 ou 2 selon la classification pTNM™,
et 24 patients, un cancer de stade 3 ou 4. L’analyse de la survie a été réalisée en collectant
les informations relatives a leur état de santé en janvier 2006. Nous avons enregistré 26 déces
dans la période de I’étude.

Pour les valeurs normalisées de NT3 et NT4 exprimées en unités arbitraires (UA),
nous avons déterminé, a laide d’un test de ¥2, une valeur seuil permettant de prédire au
mieux la survie globale de la population. La valeur seuil est de 50 UA pour NT3 (x2= 7,54 ;
P=0,006) et de 1000 UA pour NT4 (x2= 7,54 ; P=0,006). Ces valeurs, représentant les
45 et 46°™ percentiles, ont été utilisées pour les analyses ultérieures.

Les patients ont été classés en deux groupes : un groupe correspond aux individus
présentant un niveau d’expression inférieur a la valeur seuil déterminée (Expression faible ; on
parle de NT3 ou NT4 faible), et un groupe ayant un niveau d’expression supérieur
(Expression forte ; on parle de NT3 ou NT3 faible). Pour chaque groupe, une courbe de
survie a été construite selon la méthode de Kaplan-Meier et la significativité des différences
entre les courbes a ét€ évaluée par le log rank test. L’impact de I’expression des transcrits

(comparaison expression forte versus expression faible) sur la survie globale des patients a été
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évalué par le HR (risque relatif de déces) qui a été calculé avec le modele de Cox (Cox
proportional hazards regression model). L’analyse a été réalisée de maniere univariée. Elle a
également été réalisée aprés ajustement avec le stade tumoral (ce qui permet d’éliminer la
variable «stade ») puisque cette variable est fortement li€e a la survie des patients (on parle
alors de NT3 ou NT4 fort ajusté).

Les résultats sont indiqués dans le Tableau 6.

Tableau 6
Variables Kaplan-Meier et Modele de Cox
log rank test
P HR 95% 1C P
NT3 fort vs NT3 faible 0,015 2,860 1,147 -7,128 0,0241
Stades 3+4 vs stades 1+2 3,609 1,583-8,229 0,0023
NT3 fort ajust¢ vs NT3 NC 2,300 0,911-5,804 0,0779
faible ajusté
NT4 fort vs NT4 faible 0,005 3,608 1,448-8,994 0,0059
Stades 3 +4 vs stades 1+2 4,253 1,861-9,719 0,0006
NT4 fort ajusté vs stades NC 3,712 1,478-9,323 0,0052
1+2

NC : non calculé et IC : intervalle de confiance, vs = versus

Les courbes de survie de Kaplan-Meier démontrent des différences significatives de
survie (log rank test, Tableau 6) entre les patients exprimant fortement NT3 ou NT4 (NT3 ou
NT4 fort) et les patients exprimant faiblement ces transcrits (P calculé par rapport a NT3 ou
NT4 faible).

Le modele de Cox permet de conclure que les patients exprimant fortement les
transcrits ont une survie significativement inférieure aux autres patients. En effet, I’analyse de
Cox montre que ’augmentation du risque de déces liée a une expression forte de NT3
(augmenté d’un facteur 2,860 ; HR, Tableau 6) ou de NT4 (augmenté d’un facteur 3,608 ;

HR ,Tableau 6) est statistiquement significative. Les niveaux d’expression de ces transcrits
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constituent donc des indicateurs pronostiques de la survie des patients pour le cancer du
poumon.

Apres ajustement avec le stade tumoral (NT3 ou NT4 fort ajusté), on constate que
l’augmentation du risque de déces 1ié a «NT3 fort » perd de la significativité statistique
(P=0,0779). Ceci indique que les deux variables (expression de NT3 et stade tumoral)
seraient liées dans cette étude.

Néanmoins, la forte tendance a la significativité¢ de « NT3 fort ajusté » suggere que les
deux variables pourraient se révéler indépendantes dans une €tude plus robuste comportant
un plus grand nombre d’évenements.

La situation est différente pour la variable « NT4 fort » puisque 1’ajustement avec le
stade tumoral ne modifie pas la significativité statistique de I’augmentation du risque de déces.
Ce résultat prouve que la variable NT4 est un indicateur pronostique indépendant du stade

tumoral.

Exemple 4: Dosage des transcrits NT3 ou NT4 en association avec le dosage de

transcrits_d’autres génes des kallicréines.

La stratégie de dosage des transcrits d’autres genes des kallicréines s’exprimant dans
le poumon (KLKS, KILK6, KLK7, KLK10, KILKI11, KLKI3 et KL.K14) est identique a
celle décrite dans I’exemple 3. En résumé, la quantité de produits issus de I’amplification des
ADNCc et des contrbles a été déterminée apres chaque cycle a I'aide de 1’incorporation de
SYBR green. Des courbes étalons ont été réalisées a partir d’ ADN plasmidique provenant de
clones d’ADNc des différents genes. Les valeurs trouvées pour chaque patient et chaque
gene ont été normalisées avec les valeurs du 18S ribosomique et exprimées en unité arbitraire.
Les conditions réactionnelles étaient identiques a celles décrites pour NT3 et NT4 (Exemple

3). Les amorces de PCR utilisées sont décrites dans la Tableau 7.
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Tableau 7
Nom Séquences genes | orientations [ SEQ ID N°
K5.398 for [GCC ACT ACT CCC TGT CAC| KLK5 | Sens 17
K5.682 rev [CA antisens 18
GCATCCTCG CACCITTTCTG
256.K6_for | TGA TGG TGG TGC TGA GT KLKG6 | Sens 19
393.K6_rev | ACA GTG GAT GGA TAA GGA C antisens 20
547K7_for [GAG CCC AGA TGT GACCTT KLK7 | Sens 21
615.K7_rev |TCC TTG TAA ACCTTCGTGC antisens 22
2K10.210_for | GGA CCC CGA AGC CTA TG KLKI0 | Sens 23
2K10.442 rev|CCT GAG CCCTGG TGG TA antisens 24
K11_for2 CAG GAT CAT CAA GGG GTT|KLKI1 | Sens 25
K11 _rev2 CG antisens 26
CAT TGC GGT GGT CTT TGT TG
576.K13_for [GTG CCA ACATCC AACTTCG |KLKI3 | Sens 27
672.K13_rev [CCC TCA CAGGAGTCT TTG C antisens 28
448 K14 _for |TGG GTC ATC ACT GCT GCTC | KLKI14 | Sens 29
500.K14_rev [CTCCTC AGGTTGTGCTTGC antisens 30
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Tableau 8
Nombre de Etape Durée Température Transcrits
cycle(s)
I cycle Dénaturation S min 95 °C tous
Dénaturation 10s 95°C tous
50 cycles Hybridation 15s 57 °C KLK10et 11
10s 59 °C KLK14
10s 60 °C KLK7
15s 65 °C KLKS, 6
15s 68 °C KLK13
Elongation 15s 72 °C KLK10 et 14
20s 72 °C KLKS, 6,7, 11et 13
Acquisition de 15s 80 °C KLK7
fluorescence 15s 81 °C KLK14
15s 84 °C KLK6, 11,13
15s 86°C KLKS, 10

Les cohortes utilisées pour le dosage des transcrits des différents génes proviennent

de la population étudiée dans I’exemple 3. La répartition des types histologiques tumoraux au

sein des cohortes étudiées est donnée dans le Tableau 9.

Tableau 9
Type tumoral KLKS, 7 KLK6 KLK10,11,13 | KLK14

Adénocarcinome 29 33 28 33
Carcinomes épidermoide 16 16 16 15
Carcinome a grandes cellules 4 5 3 5
Carcinome muco-€pidermoide 1 1 1 1
Carcinome neuro-endocrine 1 1 1 1
Tumeur carcinoide 3 4 1 4
Nombre total 54 60 50 59

Pour chaque patient, le niveau d’expression des différents transcrits a ét€¢ déterminé

puis a servi a calculer un rapport avec NT3 ou avec NT4 (Tableau 10 pour NT3 et Tableau
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11 pour NT4). Pour chaque rapport, nous avons ensuite déterminé une valeur seuil
permettant de prédire au mieux la survie globale de la population a I’aide de la méthode

décrite dans I’exemple 3.

Tableau 10
Variable Seuil %2 P percentile déces
NT3/KLKS5 0,05 5,54 0,019 46 26
NT3/KLK6 0,005 5,54 0,019 42 26
NT3/KLK7 0,001 7,54 0,006 37 26
NT3/KLK10 0,01 10,66 0,001 36 24
NT3/KLK11 0,0015 8,17 0,004 40 24
NT3/KLK13 0,008 8,17 0,004 40 24
NT3/KLK14 0,10 6,00 0,014 53 24
Tableau 11
Variable Seuil %2 P percentile déces
NT4/KLKS5 2 3,84 0,049 53 26
NT4/KLK6 2 3,84 0,049 43 26
NT4/KLK7 0,1 7,50 0,006 39 26
NT4/KLK10 0,4 5,99 0,014 42 24
NT4/KLK11 0,1 10,66 0,001 44 24
NT4/KLK13 0,7 8,17 0,004 46 24
NT4/KLK14 0,5 5,99 0,014 52 24

Comme dans 'exemple 3, les patients ont ét€ classés en deux groupes : un groupe
correspond aux individus présentant un niveau d’expression inférieur a la valeur seuil
déterminée (Expression faible), et un groupe ayant un niveau d’expression supérieur
(Expression forte). Pour chaque groupe, une courbe de survie a ét€ construite selon la
méthode de Kaplan-Meier et la significativité des différences entre les courbes a été évaluée

par le log rank test. Le risque relatif de déces (HR) a ét€ calculé avec le modele de Cox
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(Cox proportional hazards regression model). L’analyse a été réalisée aprés ajustement avec

le stade tumoral puisque cette variable est fortement liée a la survie des patients.

Les résultats pour NT3 sont donnés dans le Tableau 12.

Tableau 12

NT3/KLKS faible ajusté

Variables Kaplan-Meier et Modele de Cox
log rank test
P HR 95% 1C P
NT3/KLKS fort vs 0,0214 NC NC NC
NT3/KLKS faible
Stades 3+4 vs stades 1+2 3,549 1,553 -8,110 0,0027
NT3/KLKS fort ajusté vs NC 2,570 1,064 - 6,211 0,0360

NT3/KLK11 faible ajusté

NT3/KLKG6 fort vs NT3/KLK6 0,0378 NC NC NC
faible

Stades 3+4 vs stades 1+2 3,662 1,609 — 8,335 0,0020
NT3/KLK6 fort ajusté vs NC 2,245 0,891 — 5,657 0,0864
NT3/KLKGfaible L
NT3/KLK?7 fort vs NT3/KLK7 0,0564 NC NC NC
faible

Stades 3+4 vs stades 1+2 3,572 1,564 — 8,158 0,0025
NT3/KLK7 fort ajusté vs NC 2,337 0,925 - 5,906 0,0727
NTIKLKT faible ajuste = | i ki
NT3/KLK10 fort vs 0,0126 NC NC NC
NT3/KLK10 faible

Stades 3+4 vs stades 1+2 3,476 1,517 — 7,966 0,0032
NT3/KLK10 fort ajusté vs NC 2,439 0,962 - 6,182 0,0602
NTYKLKIOfaible [ oo _
NT3/KLK11 fort vs 0,0085 NC NC NC
NT3/KLK11 faible

Stades 3+4 vs stade 1+2 3,958 1,743 — 8,990 0,0010
NT3/KLKI11 fort ajust¢ vs NC 2,969 1,244 — 7,086 0,0142

NT3/KLK13 fort vs 0,0041 NC NC NC
NT3/KLK13 faible
Stades 3+4 vs stades 1+2 NC 3,473 1,520 — 7,935 0,0031
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NT3/KLK13 fort ajusté vs 2,923 1,160 — 7,364 0,0229
NTIKLKI3faible quste = | ki ki
NT3/KLK14 fort vs 0,0205 NC NC NC
NT3/KLK14 faible
Stades 3+4 vs stades 1+2 3,669 1,604 — 8,392 0,0021
NT3/KLK14 fort ajusté vs NC 1,823 0,814 — 4,082 0,1444
NT3/KLK14 faible ajusté

NC : non calculé et IC : intervalle de confiance

Cette étude établit que les patients ayant des rapports NT3/KLKx supérieurs a la

valeur seuil présentent un taux de survie significativement diminué par rapport a ceux dont la

valeur du rapport est inférieure a la valeur seuil (a I’exception de NT3/KLK7 ; log rank test).

Les résultats du test de Cox montre que les rapports NT3/ KLKS, NT3/KLK11,

NT3/KLK13 sont des indicateurs pronostiques indépendants du stade tumoral (P< 0,05 pour

la variable ajustée). La constitution d’un rapport de 1’expression de NT3 sur I’expression des

genes KLKS, KLK11 et KLK13 améliore donc le pouvoir prédictif de NT3 puisque cette

variable seule n’est pas totalement indépendante de la variable «stade tumoral » dans la

population étudiée (voir exemple 3).

Les résultats pour NT4 sont donnés dans le Tableau 13.

Tableau 13
Variables Kaplan-Meier et Modele de Cox
log rank test
P HR 95% 1C P
NT4/KLKS fort vs NT4/KLKS 0,0054 NC NC NC
faible
Stades 3+4 vs stade 1+2 3,703 1,621 — 8,456 0,0019
NT4/KLKS fort ajusté vs NC 3,131 1,349 - 7,270 0,0079
NT4/KLKS faible ajusté

NT4/KLK6 fort vs NT4/KLK6 0,0629 NC NC NC
faible

Stades 3+4 vs stade 1+2 3,802 1,678 — 8,617 0,0014
NT4/KLK6 fort ajusté vs NC 2,073 0,864 — 4,974 0,1024
NT4/KLKG faible | |l
NT4/KLK7 fort vs NT4/KLK7 0,0010 NC NC NC
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faible
Stades 3+4 vs stades 1+2 4,468 1,948 — 10,245 0,0004
NT4/KLK7 fort ajusté vs NC 3,657 1,458 - 9,178 0,0057
NTA/KLKY faible ajuste =~ [
NT4/KLK10 fort vs 0,0012 NC NC NC
NT4/KLK10 faible
Stade 3+4 vs stades 1+2 3,807 1,672 — 8,667 0,0014
NT4/KLK10 fort ajusté vs NC 3,802 1,521 - 9,503 0,0043
NT4/KLKIO0 faible auste ] ik
NT4/KLK11 fort vs 0,0001 NC NC NC
NT4/KLK11 faible
Stades 3+4 vs stades 1+2 4,437 1,917 - 10,269 0,0005
NT4/KLK11 fort ajusté vs NC 6,362 2,330 - 17,366 0,0003
NTHRLKIL faibleajuste | _
NT4/KLK13 fort vs 0,0018 NC NC NC
NT4/KLK13 faible
Stades 3+4 vs stade 1+2 3,789 1,669 - 8606 0,0015
NT4/KLK13 fort ajusté vs NC 3,255 1,410 -7,510 0,0057

NT4/KLK14 fort vs
NT4/KLK14 faible

Stades 3+4 vs stades 1+2

NT4/KLK14 fort ajusté
NT4/KLK14 faible ajusté

A4

NC

1,634 — 8,459

1,217 - 6,537

NC : non calculé et IC : intervalle de confiance

Comme le montre le Tableau 13, les patients ayant des rapports NT4/KLKx

supérieurs a la valeur seuil présentent un taux de survie significativement diminué par rapport a

ceux dont la valeur du rapport est inférieure a la valeur seuil (a I’exception de NT3/KLK6 ;

5  log rank test). Les résultats du test de Cox montre qu”hormis le rapport NT3/KLK®6, tous les

autres rapports constituent des indicateurs pronostiques indépendants du stade tumoral (P<

0,05 pour la variable ajustée). Dans cette étude, le rapport NT4/KLK11 apparait

particulierement performant puisque le risque relatif de déces calculé avec cette variable est

supérieur a celui obtenu avec le stade tumoral.
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Exemple 5 : Quantification du transcrit NT3 en association avec d’autres transcrits

du gene KLK8 (NT1, NT2, NTS et NT6), éventuellement en association avec

d’autres transcrits de kallicréine

Dans les exemples précédents, les transcrits NT3 et NT4 ont ét€ dosés séparément
grice a l'utilisation d’amorces de PCR discriminantes. Cet exemple vise a évaluer la valeur
pronostique de ces transcrits lorsqu’ils sont dosés a I’aide d’amorces de PCR non
discriminantes. Nous avons utilisé des oligonucléotides ciblant les exons 5 et 6 et permettant
ainsi la quantification globale des transcrits NT1, NT2, NT3, NTS et NT6. La variable
mesurée a été¢ dénommée « KLLK8 ». Les séquences de ces amorces sont :

- 719.K8_for : CCA GAA GAA GTG TGA GGA TG (SEQ ID N°31) et
- 890.K8_rev : GGT ATA GAC GCC AGG TTT G (SEQ ID N°32).

Le mélange réactionnel utilisé était identique a celui de I'exemple 3 tandis que les
condition d’amplification étaient : 1 cycle de 5 min a 95 °C puis 50 cycles comprenant une
étape de dénaturation de 20s a 95 °C, une étape d’hybridation de 20 s a 60°C, une étape
d’élongation de 20 s a 72°C et une étape d’acquisition de fluorescence de 15 s a 84°C. La
procédure a été identique a celle des exemples précédents a savoir : (1) quantification de la
variable a I’aide d’une courbe €talon, (2) normalisation avec le niveau d’expression de I’ARN
ribosomique 18 S, (3) expression sous forme de valeur arbitraire et éventuellement mise en
rapport avec I’expression d’un autre gene, (4) définition par test de Khi2 d’une valeur seuil
(Tableau 14), (5) binérisation de la population (expression forte > seuil ; expression faible <
seuil), (6) tests statistiques (Tableau 15).

Les cohortes étudiées étaient les mémes que dans I’exemple 3 pour la variable
« KLKS », et que dans ’exemple 4 pour I’expression sous forme de rapport avec d’autres

genes de kallicréine.
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Tableau 14
Variable Seuil %2 P percentile déces

KLKS 250 7,54 0,006 42 26
KLKS8/KLKS5 0,33 5,53 0,018 43 26
KLKS8/KLK6 0,10 7,54 0,006 22 26
KLK8/KLK7 0,020 15,39 0,00008 22 26
KLKS8/NT4 0,020 12,46 0,0004 19 26
KLK8/KLKI10 0,2 8,16 0,004 44 24
KLK8/KLKI11 0,02 8,16 0,004 42 24
KLK8/KLK13 0,1 13,49 0,0002 40 24
KLK8/KLK14 0,050 8,16 0,004 39 24




WO 2008/037930 PCT/FR2007/052023
36
Tableau 15
Variable Modele de Cox
HR 95% 1C P
Stades 3+4 vs stades 1+2 3,753 1,654 — 8,515 0,0016
« KLK8 fort » ajustée vs KLK8 | 2,0152 0,856 - 5,412 0,1033

Stades 3+4 vs stades 1+2 3,878 1,712 - 8,784 0,0012
« KLK8/KLKS fort» ajustée vs| 2,221 0,922 — 5,351 0,0752
KLKS/KLKS faible e
« KLK8/KLK6 fort» ajustée vs| 0,752 0,299 — 1,889 0,5440

KLK8/KLK®6 faible

Stade 3+4 vs stade 1+2

1,684 — 8,684

« KLK&/KLK7 fort» ajustée vs
KLK8/KLK7 faible

0,938 — 10,585

Stades 3+4 vs stades 1+2 4,152 1,833 - 9,401 0,0006
«KLK8/NT4 fort» ajustte vs| 0,851 0,290 — 2,501 0,7695
AN A T T ——
« KLK8/KLK10 fort » ajustée vs| 3,054 1,320 - 7,062 0,0091

KLKS8/KLK10 faible ajusté

Stades 3+4 vs stades 1+2

1,639 - 8,470

« KLK8/KLKI11 fort » ajustée vs
KLK8/KLK11 faible

Stades 3+4 vs stades 1+2

1,352 - 17,797

1,423 - 7,504

« KLK8/KLK13 fort » ajustée vs
KLKS8/KLK13 faible ajustée

Stades 3+4 vs stades 1+2

1,265 -9,218

1,487 -7.911

« KLK8/KLK14 fort » ajustée vs
KLKS8/KLK14 faible ajustée

0,852 5,573

IC, intervalle de confiance
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Les patients ayant une forte valeur de la variable « KLKS » ont une survie inférieure
aux autres (log rank test, P= 0.0353) ; cependant cette variable est liée a la variable « stade
tumoral » comme le montre le P non significatif de la variable ajustée (Tableau 17).

La variable «KLK8 » devient indépendante lorsqu’elle est combinée sous forme de
rapport avec les niveaux d’expression d’autres genes de kallicréine (P< 0,05 ; Tableau 17).
C’est le cas des rapports KLK8/KLK10, KLK8/KLK11 et KLK8/KLK13. Ces variables
constituent donc des indicateurs pronostiques défavorables et indépendants pour le cancer du

poumon.

Exemple 6: Mise en évidence de la présence du transcrit NT4 dans le sang de

patients atteints d’un cancer du poumon.

Une détection sensible de carcinome latent a partir du sang périphérique de patients
ayant un cancer pourrait avoir des implications pronostiques ou thérapeutiques importantes.
Nous avons donc réalisé cette expérience afin de vérifier qu’il était possible de détecter la
présence des transcrits NT4 dans le sang et que cette détection pouvait tre associée a un
cancer du poumon.

Du sang de sujets sains et de sujets atteints d’un cancer du poumon a été prélevé
dans des tubes «PAXgene'™ Blood RNA » (Europe BD) puis les ARN totaux ont été
préparés a I’aide du PAXgene Blood RNA System (Qiagen, France) selon les préconisations
des fournisseurs. Ces ARN totaux ont été rétro-transcrits en ADNc selon la procédure
décrite dans I’exemple 1. La recherche du transcrit NT4 a été réalisée a 1’aide d’une
«Nested PCR» (2 PCR consécutives). Dans la premiere PCR, nous avons utilisé les
amorces K8Not_for et K8Eco_rev décrites dans I’exemple 1. Le milieu réactionnel était
identique a celui de cet exemple ainsi que les conditions de PCR. Toutefois, seuls 30 cycles
d’amplification ont été réalisés. Pour la deuxieme PCR, nous avons utilisé les amorces NT4-
2/6 et NT4 rev décrites respectivement dans ’exemple 2 et 3. Le milieu réactionnel
(contenant 1 ul de la premiere PCR) et le programme d’amplification étaient identiques a

I’exemple 1, hormis le fait que la phase d’hybridation des amorces a été réalisée a 62°C.
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Cinquante cycles ont été effectués et 10ul du milieu de PCR ont ét€¢ déposés sur un gel
d’agarose coloré au bromure d’éthidium

Les résultats sont indiqués sur la figure 2 qui est une photographie du gel
d’électrophorese ainsi obtenu a partir de deux patients atteints de cancer et de deux patients
sains.

Comme le montre la figure 2, il n’est pas possible de détecter le transcrit NT4 dans le
sang de sujets sains. Cette observation indique 1’absence de ce transcrit dans les cellules
sanguines normales. Le transcrit NT4 a ét€ détecté dans un des patients atteints d’un cancer
du poumon. Cette approche permet donc de détecter la présence de cellules tumorales

circulantes chez certains sujets ayant un cancer du poumon.
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REVENDICATIONS

1. Procédé de diagnostic in vitro du cancer broncho-pulmonaire, notamment du

5 cancer bronchique non a petites cellules, caractérisé en ce qu’il comprend I'étape de
détection, dans un échantillon biologique issu d’un patient suspecté d’étre atteint dudit cancer
broncho-pulmonaire, d’au moins un des transcrits majoritaires alternatifs du gene KILKS8

codant la kallicréine 8.

10 2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que les transcrits majoritaires

alternatifs du gene 1 KLLK8 sont choisis parmi les transcrits NT3 et NT4.

3. Procédé selon la revendication 1 ou 2, caractérisé en ce qu’il met en ceuvre les
étapes consistant a :
15 1) déterminer la quantité de transcrit majoritaire alternatif dans 1’échantillon
biologique,
i)  comparer la quantit¢ de transcrit majoritaire alternatif dans I’échantillon
biologique a une valeur-seuil prédéterminée, choisie selon le type de dosage utilisé et
représentative de la limite de détection de la pathologie et

20 m)  établir le diagnostic.

4. Procédé selon la revendication 1 ou 2, caractérisé en ce qu’il comprend également

I’étape de détection d’au moins un autre transcrit du gene KLKS.

25 5. Procédé selon la revendication 4, caractéris€é en ce que le au moins un autre

transcrit du gene KLK8 est le transcrit codant la kallicréine KLLK8 également appelé NT1.

6. Procédé selon la revendication 4, caractéris€é en ce que le au moins un autre

transcrit du gene KLLK& est un transcrit alternatif.
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7. Procédé selon la revendication 6, caractéris€é en ce que le ou les transcrits

alternatifs sont choisis parmi NT2, NT3, NT4, NT5 et NT6.

5 8. Procédé selon 1'une quelconque des revendications 4 a 7, caractérisé en ce qu’il
met en ceuvre les étapes consistant a :
1) déterminer la quantité de transcrit majoritaire alternatif du gene KLKS§ et la
quantité de I’autre transcrit du gene K1.K8 dans le méme échantillon biologique, et
i)  comparer la quantité obtenue a une valeur-seuil prédéterminée, choisie selon
10 le type de dosage utilisé et représentative de la limite de détection de la pathologie et

i)  établir le diagnostic.

9. Procédé selon la revendication 1 ou 4, caractérisé en ce qu’il comprend également

I’étape de détection d’au moins un transcrit d’un géne codant une autre kallicréine.

15
10. Procédé selon la revendication 9, caractérisé en ce qu’il met en ceuvre les étapes
consistant a :
1) déterminer la quantité de transcrit majoritaire alternatif du gene KLKS et
éventuellement de I’autre transcrit du gene KILK8 dans 1’échantillon biologique QI,
20 i)  déterminer la quantit¢ du transcrit du géne codant I’autre kallicréine dans le
méme échantillon Q2,
iii)  calculer le rapport Q1/Q2 ou Q2/Q1,
iv)  comparer ledit rapport a une valeur-seuil prédéterminée, choisie selon le type
de dosage utilisé et représentative de la limite de détection de la pathologie et
25 v)  établir le diagnostic.

11. Procédé selon la revendication 1 ou 2, caractéris€é en ce qu’il comprend
également I’étape de détection d’au moins un transcrit d’un autre géne s’exprimant dans le

poumon non gene codant une kallicréine.
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12. Procédé selon la revendication 11, caractérisé en ce qu’il met en ceuvre les étapes
consistant a :

1) déterminer la quantité de transcrit majoritaire alternatif du gene KILK8 dans
I’échantillon biologique Ql1,
i)  déterminer la quantité du transcrit de ’autre gene s’exprimant dans le poumon
dans le méme échantillon Q3,
iii)  calculer le rapport Q1/Q3 ou Q3/Q1,
iv)  comparer ledit rapport a une valeur-seuil prédéterminée, choisie selon le type
de dosage utilisé et représentative de la limite de détection de la pathologie et

v)  établir le diagnostic.

13. Utilisation du procédé selon I'une quelconque des revendications 1 a 11 dans le

pronostic de survie des patients atteints de cancer broncho-pulmonaire.

14. Utilisation d’un kit de diagnostic comprenant des partenaires de liaison des
transcrits majoritaires alternatifs du gene K1.K8, de préférence des sondes nucléiques ou des
amorces d’amplification, pour la mise en ceuvre du procédé tel que décrit dans 1'une

quelconque des revendications 1 a 12.

15. Transcrit NTS alternatif du géne KILK8 codant la kallicréine 8, caractérisé en ce

qu’il est de séquence SEQ ID N°7.

16. Transcrit NT6 alternatif du géne KILK8 codant la kallicréine 8, caractérisé en ce

qu’il est de séquence SEQ ID N°8.
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