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(57) Abréegée/Abstract:
L'invention concerne un procede In vitro de diagnostic et/ou de pronostic et/ou d'evaluation de l'evolution d'une maladie

Inflammatoire pulmonaire chronigue chez un sujet, utilisant le niveau d'expression du gene recepteur couple aux proteines G
GPR15, comme biomargqueur de la maladie.
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(57) Abstract : The mmvention concerns an iz vitro method
for the diagnosis and/or prognosis and/or assessment of the
development of a chronic inflammatory lung disease in a pa-
tient, using the expression level of the receptor gene coupled
to GPR15 G proteins as a biomarker of the disease.

(57) Abrégé : L'invention concerne un procédé in vitro de
diagnostic et/ou de pronostic et/ou d'eévaluation de I'évolu-
tion d'une maladie inflammatoire pulmonaire chronique chez
un sujet, utilisant le niveau d'expression du gene recepteur
couplé aux protéines G GPR15, comme biomarqueur de la
maladie.
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BIOMARQUEUR POUR LES MALADIES INFLAMMATOIRES PULMONAIRES
CHRONIQUES

L’invention concerne [’utilisation d’un nouveau biomarqueur pour diagnostiquer une
maladie inflammatoire pulmonaire chronique, specifiquement 1’asthme et la broncho-
pnecumopathie chronique obstructive (BPCO) chez un sujet. Le biomarqueur selon
[’'invention permet ¢galement de determiner la susceptibilité d’un sujet a developper une
maladie inflammatoire pulmonaire chronique, c¢t/ou de suivre I’évolution d’une maladie
inflammatoire pulmonaire chronique chez un sujet atteint. Plus particulicrement, Ie¢

marqueur permet de differencier 1’asthme et la BPCO.
Contexte de ’invention

Les maladies inflammatoires pulmonaires chroniques, qui affectent a différents degres
[’appareil respiratoire, sont en forte expansion depuis plusicurs décennies, notamment dans
les pays industrialisés. De nos jours, on estime a plus de 3 millions par an le nombre de
déces dans le monde lics a ces maladies. Les principaux facteurs environnementaux
pointés du doigt sont le tabagisme et la mauvaise qualité¢ de 1’air. Ainsi, dans les pays
industrialises, 1’accroissement dans 1’air de polluants chimiques participe a I’émergence de
nouveaux cas ¢t a [’aggravation des cas d¢ja répertorics. Parmi ces maladies
inflammatoires chroniques des voies acriennes, on trouve principalement 1’asthme ¢t la

broncho-pneumopathiec chronique obstructive, qui preésentent toutefois des profils

inflammatoires opposes.

[’asthme est la maladie inflammatoire pulmonaire chronique la plus répandue dans les
pays mdustrialisés, et qui touche toutes les classes d’ages. L’asthme est une maladie
polyfactoriclle, qui n’a pas ncécessairement une origine geénctique. Elle se caractérise
principalement par des bronches inflammatoires, participant a la réduction de leur diametre
¢t rendant ainsi I’expiration, lors de la respiration des personnes asthmatiques, difficile.
Cette inflammation est réversible, de sorte que la personne asthmatique peut, en dehors des
crises d’asthme, ne présenter aucun symptome particulier de la maladie. Suivant la cause,
le nombre et la fréquence des crises d’asthme, on parle d’asthme intermittent, d’asthme
persistant leger, d’asthme persistant modere ou d’asthme persistant severe. En outre, selon
la nature de 'asthme, chronique, allergique, a 'effort etc., le diagnostic peut ¢tre plus

difficile a ¢tablir. Généralement, ce n’est qu’apres la survenue de crises d’asthme répétees
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que 'on procede a une exploration pouss¢e de la fonction respiratoire/ventilatoire des
poumons du patient. Les tests assocics, tels que le test d’hyperrcactivité bronchique, le test
de réversibiliteé a un bronchodilatateur, sont ¢prouvants pour le patient et les resultats
peuvent parfois €tre difficiles a interprcter par le personnel soignant, en fonction de la
nature de [’asthme, du stade de la maladie, de I’¢tat de sant¢ physique du patient au

moment de I’examen, etc.

La broncho-pnecumopathiec chronique obstructive (BPCO) quant a elle regroupe plusicurs
maladies chroniques du systéme respiratoire, dont les bronchites chroniques et
’emphyséme. La BPCO se¢ caractérise par une diminution du débit expiratoire due
principalement a une obstruction bronchique non complctement réversible par un agoniste
béta2 adrénergique et d’aggravation progressive. La BPCO fait partic des pathologies lices
au tabagisme la plus répandue et touche entre 4 et 10% de la population mondiale adulte,
avec une plus forte prévalence chez les adultes de plus de 40 ans. Généralement, les
symptomes de la BPCO incluent la toux, I’expectoration et un essoufflement croissant a
[’effort. Le diagnostic de s¢verite est bas¢ sur une ¢preuve fonctionnelle respiratoire qui
mesure le degré¢ d’obstruction bronchique. Actuellement, le dépistage de la BPCO par
[’exploration fonctionnelle est limite, car cet examen est peu accessible, et on estime a plus

de 40% la proportion de patients atteints non diagnostiqués.

Par ailleurs, le diagnostic différenticl de I'asthme et de la BPCO se révele souvent assez
complexe. Le resultat du test de réversibilit¢ bronchique par un agoniste béta-2 mimetique
n’est pas toujours clair. Pourtant, 1l est important de bien faire la différence entre ces deux
pathologies pour le choix du traitement appropri€, ainst que pour la caractcrisation des

patients entrant dans des essais cliniques.

Face a la contrainte et la difficult¢ de ces diagnostics des maladies inflammatoires
pulmonaires chroniques, le développement de biomarqueurs efficaces et fiables permettrait
de diagnostiquer plus facilement ces maladies, de les dépister a un stade précoce, d’en
ctablir un pronostic ¢t d'am¢lhiorer la prise en charge des patients en leur donnant au plus
tot le traitement appropri¢. Le benctice de tels biomarqueurs serait 1) 1'indication rapide du
traitement appropri¢ en clinique usuelle (intérét socictal), et 1) une caracterisation plus fine
des patients entrant dans les essais cliniques de nouvelles molccules ou de nouvelles

therapeutiques (1ntérét industriel).
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Résumeé de I’'invention

La presente mnvention tend a pallier les difficultés lices au dépistage et au diagnostic des
maladies inflammatoires pulmonaires chroniques et au suivi de 1’évolution de la maladie
chez les patients, en proposant |’utilisation d’un biomarqueur specifique dont le profil
d’expression est représentatif de ces maladies. Notamment, la présente invention est utile
pour le diagnostic différenticl de I'asthme et de la BPCO. Alternativement, la présente

invention est utile pour le diagnostic de 1’asthme. Par ailleurs, elle est ¢galement utile pour

le diagnostic de la BPCO.

Les mventeurs ont mis en ¢vidence, de manicre mattendue, que 'analyse de I'expression du
gene d’un récepteur couple aux protéines G, GPR135, est particulicrement adaptée pour la
caracterisation des maladies inflammatoires pulmonaires chroniques, ¢t tout
particulicrement de I'asthme et de la BPCO. L’analyse du profil d’expression du gene
GPR15 permet d’¢tablir de manicre rapide et fiable, indépendamment de facteurs
extericurs a la maladie, s1 un sujet est atteint d’une ou |'autre maladie inflammatoire
pulmonaire chronique : les inventeurs ont découvert que les patients présentent un profil
d’expression du gene GPR15 différent selon qu’ils sont atteints d’asthme ou de BPCO. Le¢
biomarqueur selon I'invention permet donc de déterminer s1 un patient est atteint d’asthme
ou d’'une BPCO. L’utilisation du profil d’expression du gene GPR15 selon I'mmvention
permet I'¢tablissement d'un diagnostic a partir d’'un simple ¢chantillon biologique, et
notamment un ¢chantillon sanguin, du patient, ce qui rend un tel diagnostic simple et peu
couteux. En outre, le suivi dans le temps du profil d’expression du biomarqueur selon
['invention chez un patient atteint d’'une maladiec mflammatoire pulmonaire chronique
permet d’¢tudier 1’¢volution de la maladie avec ou sans traitement, ou de pronostiquer son
cvolution. Notamment, le biomarqueur pourrait ¢tre utilis¢ pour déterminer le stade de la
maladie. Enfin, ['utilisation du profil d’expression du geéne GPR15 selon 'invention
permet de selectionner le traitement le plus adéquat pour les patients et/ou de s¢lectionner

les patients necessitant un suivi clinique particulier.

Ains1 I'invention a pour objet un procede in vitro ou ex vivo de diagnostic et/ou de
pronostic c¢t/ou d’¢évaluation de 1’¢volution d’une maladie inflammatoire pulmonaire
chronique chez un sujet, selon lequel on mesure dans un ¢chantillon biologique du sujet le

niveau d’expression du gene GPR15.
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Dans un exemple particulier de 1'invention, le procéd¢é est mis en ceuvre pour
diagnostiquer/pronostiquer/¢valuer 1’¢évolution de ['asthme chez un sujet, une sous-

expression du gene GPR 15 ¢tant indicative de 1’asthme.

Dans un autre exemple particulier de I'invention, le procéde est mis en ceuvre pour
diagnostiquer/pronostiquer/¢valuer 1’¢volution d’une BPCO chez un sujet, une
surexpression du gene GPR15 ¢tant indicative d’une BPCO. Ainsi, la présente mvention
est relative a un procéd¢ in vitro de diagnostic de la BPCO chez un sujet, dans lequel on
mesure dans un ¢chantillon biologique du sujet le niveau d’expression du gene du
récepteur couplé aux protéines G 15 (GPR15) et on compare le niveau d’expression du
gene GPR15 a un miveau d’expression de référence prenant en compte 1’age du patient, une

surexpression de GPR15 ¢tant indicative de BPCO.

Ainsi, la présente invention est relative a un proced¢ in vitro de diagnostic permettant de
déterminer s1 un patient est atteint d’asthme ou d’une broncho-pneumopathie chronique
obstructive (BPCO), dans lequel on mesure dans un ¢chantillon biologique du patient le
niveau d’expression du gene du récepteur couple aux protéines G 15 (GPR15), une sous-

expression de GPR135 ¢tant indicative de ’asthme et une surexpression de GPR15 ¢tant

indicative d’une BPCO.

Le niveau d’expression du gene GPRI15 dans [’¢chantillon biologique du sujet a
diagnostiquer/pronostiquer est compar¢ a un niveau d’expression de reéférence. De

pretérence, le niveau d’expression de réference prend en compte 1’age du patient.

La présente invention est relative a un procede in vitro de diagnostic de 1’asthme et/ou la
BPCO chez un sujet, dans lequel on mesure dans un ¢chantillon biologique du sujet le
niveau d’expression du gene GPR15 et on compare le niveau d’expression du gene GPR15
a un niveau d’expression de reférence prenant en compte 1’age du patient, une
surexpression de GPR15 ¢tant indicative de BPCO et une sous-expression de GPR15 ¢tant

indicative e 1I’asthme.

Selon I'invention, on mesure avantageusement le niveau d’expression du gene GPR15 au
niveau nucle€ique et/ou protéique, par exemple en mesurant la quantit¢ d’ARNm transcrit
ct/ou en mesurant la quantit¢ de protéine GPR15 a ['aide d’au moins une methode
spécifique de mesure de I’expression de GPR15. Les techniques permettant de détecter

I’expression du gene GPR15 au niveau nucl€ique sont bien connues de I’homme du metier.
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La d¢tection peut notamment ¢tre réalisce par RT-PCR quantitative en temps réel, une
technique microfluidique, une puce a ADN, le s€équencage a haut débit des ARNm, ou
toute technique approprice de quantification de I’ARNm, telle que puce a ARN, méthodes
LCR (« Ligase Chain Reaction »), TMA (« Transcription Mediated Amplification »), PCE
(« enzyme amplified immunoassay ») ¢t ADNb (« branched DNA signal amplification »),
ctc. Les techniques permettant de détecter 'expression du gene GPR15 au niveau
protéique sont ¢galement bien connues de '’homme du mcétier et peuvent notamment
inclure la cytometrie en flux, I'timmunocytochimie quantitative, ’ELISA cellulaire, le test
proté¢ique Tagman® (Tagman® Protein Assay, Applied Biosystems), des puces a protéines

ou anticorps couples ou non a la spectrometric de masse, la liaison de ligands marques, etc.

Sclon un exemple de mise en ccuvre de I'invention, I’¢échantillon biologique est un
cchantillon de sang total, la deétection du produit de 1’expression du gene GPR15 se faisant

de préférence sur la population leucocytaire totale.

Un autre objet de I’'invention porte sur 1'utilisation d’un kit comprenant au moins un réactif
specifique du produit de I'expression du geéne GPR15, choist de préférence parmi un
anticorps monoclonal ou polyclonal ou tout autre type de molécules ou macromolécules
capables d’interagir de manicre specifique avec la protéine GPR135, un ligand, naturel ou
synthétique, ou une séquence nucléique, capable de s’hybrider spécifiquement avec un
fragment de I'ARNm codant pour GPR15, pour le diagnostic c¢t/ou le pronostic ct/ou
[’évaluation de 1’¢volution d’une maladie inflammatoire pulmonaire chronique chez un
sujet. La maladie inflammatoire pulmonaire chronique peut ¢tre 1’asthme ou la BPCO.
L’mvention porte sur 'utilisation d’un kit comprenant au moins un réactif spécifique du
produit de I'expression du gene GPR15 pour le diagnostic de I’asthme ou le diagnostic
différentiel de 1’asthme et de la BPCO chez un sujet. La présente invention concerne
¢galement ['utilisation d’un kit comprenant au moins un réactif specifique du produit de
[’expression du géne GPR15 et des informations relatives a des niveaux d’expression de

GPR15 de référence prenant en compte 1’age pour le diagnostic de la BPCO chez un sujet.

L’invention a ¢galement pour objet ['utilisation in vitro ou ex vivo d’un produit de
I’expression du gene de GPR15 comme biomarqueur pour le diagnostic et/ou le pronostic
ct/ou I’¢valuation de 1’¢évolution d’une maladie inflammatoire pulmonaire chronique chez
un sujet. De preférence, la maladie mmflammatorre pulmonaire chronique est 1’asthme ou la

BPCO. En outre, I'invention est relative a 'utilisation in vitro ou ex vivo d’un produit de
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[’expression du gene de GPR15 comme biomarqueur pour le diagnostic différentiel de

[’asthme et de la BPCO chez un sujet.
Bréve description des figures

Figure 1 : représentation schématique de ’arbre de décisions ayant conduit a la s¢lection

de GRP15 en tant que biomarqueur des maladies inflammatoires pulmonaires chroniques.

Figure 2 : Boxplot (boites a moustaches) montrant le profil d’expression du gene GPR15
chez des patients atteints d’asthme ou de BPCO par rapport au profil d’expression chez des

volontaires controles ne presentant pas ces maladies.

Figure 3 : Expression du gene GPR15 chez les patients atteints d’asthme ou de BPCO
versus controles ne présentant pas ces maladies représentée en cycles seuil d’amplification

(Ct) en fonction de ’age.
Description détaillée de I’invention

La presente mnvention est basce sur 1’¢tude du profil d’expression du gene récepteur couple

aux prote¢ines G 15 [GPR15, GPCR135, ou BOB (Brother of Bonzo)].

La famille des récepteurs couplés aux protéines G regroupe de nombreux récepteurs
membranaires, dont GPR15. Le gene codant GPR15 est situ¢ chez ’homme sur le
chromosome 3ql1.2-q13.1 (Heiber et al, Genomics 32, 462-465, 1995). Jusqu’a présent,
un lien entre GPR135 et 'infection par le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) a ¢t
mis en ¢vidence (Blaak ef al, Journal of virology, 79: 1686-1700, 2005, — Okamoto &
Shikano, Journal of Biological Chemistry 286, 7171-7181, 2001). GPR15 serait un co-

récepteur de ’entrée du VIH dans les lymphocytes circulants.

Tel qu’utilis¢ dans le présent document, le terme “GPR15” fait référence au récepteur
couple aux protéines G 15. Il est décrit dans les bases de données géniques sous les
r¢terences suivantes : HGNC : 4469 ; GenelD : 2838 ; RefSeq Protein : NP 005281.1 ;
RefSeq ARN : NM 005290.1. Bien entendu, GPR15 est relatif a celle de ’humain.

D¢ manicre surprenante, les inventeurs ont mis en ¢vidence une corr¢lation entre
’expression de GPR15 et les maladies inflammatoires pulmonaires chroniques. Plus

particulicrement, les inventeurs ont découvert que 1’analyse du profil d’expression du gene
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GPR15 permet de déterminer de manicre fiable s1 un sujet est atteint d’une maladie
pulmonaire inflammatoire chronique, et avantageusement de différencier les sujets atteints

d’asthme des sujets atteints d’'une BPCO.

Aussi, I'invention propose d’utiliser un produit de I’expression du gene GPR15 comme
biomarqueur, notamment pour diagnostiquer une maladie inflammatoire pulmonaire
chronique, mais ¢galement pour le pronostic et le suivi de 1’évolution d’une maladie
inflammatoire pulmonaire chronique. De préférence, la maladie inflammatoire pulmonaire
chronique est ’asthme ou la BPCO. En particulier, elle propose d’utiliser un produit de
’expression du gene GPRI15 comme biomarqueur pour le diagnostic différentiel de
[’asthme et de la BPCO, c'est-a-dire pour différencier les sujets atteints d’asthme des sujets

atteints d’une BPCO.

Plus particulicrement, I'invention propose un procede in vitro ou ex vivo de diagnostic
ct/ou de pronostic ct/ou d’c¢valuation de 1’'¢volution d’une maladie mmflammatoire
pulmonaire chronique chez un sujet selon lequel on mesure dans un ¢chantillon biologique

du syjet le niveau d’expression du gene reécepteur couple aux proteines G 15 (GPR1)5).

Dans le contexte de la présente invention, un « sujet » ou un « patient » inclut tout sujet ou
patient mammifere, et de préférence un sujet ou un patient humain, incluant notamment les

enfants et les adultes.

Par « maladies 1nflammatoires pulmonaires chroniques », on entend les maladies
inflammatoires chroniques des voies acriennes, et plus specifiquement [’asthme et la
broncho-pneumopathiec chronique obstructive, incluant les bronchites chroniques et

I’emphyseme.

Dans le contexte de I'mvention, le « diagnostic » a pour objet la détection et/ou
identification chez un sujet d’'une maladie inflammatoire pulmonaire chronique, quelque

soit son stade. Notamment, le diagnostic permet de determiner s1 un sujet est atteint

d’asthme ou d’une BPCO.

Le «pronostic » s’entend de 1'¢valuation de la maladie quant a la susceptibilit¢ de
developper la maladie, et/ou quant a la susceptibilit¢ d’¢volution vers un stade/degre plus
avanc¢, et/ou quant aux risques de complications et d’exacerbations, et/ou quant a son

1Ssue, etc.
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L’ « ¢valuation de 1’¢volution de la maladie » correspond a 1’analyse dans le temps de
[’¢évolution de la maladie pré¢alablement diagnostiquee ou pronostiquée. Un tel suivi dans le
temps peut permettre de sélectionner, de valider et/ou d’adapter un traitement. Il permet
cgalement de d¢terminer I’'intensite du suivi clinique nécessaire pour le patient. Ce suivi

permet de determiner a tout moment s1 un traitement est nécessaire.

L’1nvention propose ¢galement une méthode pour fournir des informations pouvant étre
utiles pour diagnostiquer et/ou pronostiquer ct/ou ¢valuer 1’évolution d’une maladie
inflammatoire pulmonaire chronique chez un sujet, sclon laquelle on mesure dans un
¢chantillon biologique du sujet le niveau d’expression du gene GPR15. De préférence, la
maladie inflammatoire pulmonaire chronique est [’asthme ou la BPCO. Plus
particulicrement, 1’'invention propose une methode pour fournir des informations pouvant
ctre utiles pour diagnostiquer de manicre différenticlle 1’asthme et la BPCO chez un
patient, c'est-a-dire pour différencier les sujets atteints d’asthme des sujets atteints d’une
BPCO. Sclon I'invention, GPR135 peut ¢tre utilis¢ comme biomarqueur pour le pronostic
ct/ou le diagnostic d’une maladie inflammatoire pulmonaire chronique, et plus

specifiquement la BPCO et ’asthme, ainsi que pour le diagnostic différentiel de 1’asthme

et de la BPCO.

De méme, GPR15 peut &tre utilis€ comme biomarqueur pour le suivi d’un sujet
diagnostiqu¢ comme presentant une maladie inflammatoire pulmonaire chronique et/ou
pronostiqué¢ comme susceptible de développer une telle maladie et/ou de développer une
maladie de stade plus avancé/sévere et/ou de développer des complications et/ou des
exacerbations. De preférence, la maladie inflammatoire pulmonaire chronique est 1’asthme.

Alternativement, la maladie inflammatoire pulmonaire chronique est la BPCO.

Un tel biomarqueur peut ¢galement €tre utilis¢ pour la s¢lection de sujets atteints d’une
maladie inflammatoire pulmonaire chronique susceptibles de bénéficier d’un traitement
particulier et/ou pour ¢valuer I’évolution de la maladie chez des sujets atteints d’une
maladie inflammatoire pulmonaire chronique au cours d’un traitement. GPR15 peut ainsi
servir de biomarqueur pour la sclection, I’évaluation et 1’adaptation du traitement d’un
syjet atteint d'une maladie inflammatoire pulmonaire chronique. L’invention est tout

particulicrement utile pour choisir le traitement appropri¢ suivant le fait que le patient

souffre d’asthme ou de BPCO.
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Selon I'invention, GPR15 est utilis¢ comme biomarqueur des maladies inflammatoires

pulmonaires chroniques, et plus specifiquement 1’asthme et la BPCO.

Le profil d’expression du gene GPRI15 peut ¢Ctre réalise de différentes manicres,
notamment en mesurant, en déterminant ou en dosant la quantit¢ du produit d’expression
de ce gene a partir d’un ¢chantillon biologique du sujet. L’¢chantillon est de preférence un
cchantillon cellulaire provenant d’un fluide biologique du sujet, tel que le sang. Dans un
mode de réalisation prefére, I'¢échantillon du sujet est un ¢chantillon contenant des
leucocytes. Les méthodes selon la présente invention peuvent comprendre une ¢tape de

pre¢lévement et/ou une ¢tape de préparation/purification de 1’échantillon.

Le produit d’expression du gene GPR15 correspond a un produit transcrit ou traduit de ce

ocne, tel que I’ARNm ou le récepteur couple aux protéines G GPR15 lui-méme.

La quantit¢ de la protéine GPRI15 peut &tre déterminée par toute méthode connue de
’lhomme de "art. De manicre classique, ces methodes comprennent une ¢tape de mise en
contact de 1’¢chantillon avec un ligand s¢lectif de la protéine GPR13, tel qu’un anticorps
dirige contre des ¢pitopes specifiques de GPR15, un fragment ou un dérive de cet

anticorps, ou un ligand endogeéne ou une petite molécule se liant au récepteur avec une

forte atfinite.

D’une manicre gencrale, les anticorps anti-GPR15 utilisés dans la présente invention sont
des anticorps ou toute molécule protéique ou autre se liant specifiquement a GPR15 avec
une affimit¢ submicromolaire. Ce sont par exemple des anticorps monoclonaux ou des
anticorps polyclonaux monosp¢ccifiques, c'est a dire qui ne reconnaissent specifiquement
qu'un epitope. De préference, les anticorps seront specifiques de la partie extracellulaire du

recepteur.

Ces anticorps peuvent notamment ¢&tre obtenus par toute méthode de production
conventionnelle. Notamment, un anticorps anti-GPR 15 peut ¢tre obtenu par immunisation
d'un animal non humain (lapin, souris, etc.) a l'aade du GPRI15 ou d'une séquence
antigénique de celui-ci, prélevement puis ¢puisement de l'antiserum obtenu par exemple
sur un 1mmunoadsorbant contenant GPR 15, selon des méthodes connues de I'homme du

meétier.
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La quantit¢ de protéine GPR15 peut ¢tre mesurce en utilisant des techniques de cytometrie
en flux, des tests 1mmunologiques (ELISA, EIA, RIA, e¢tc.), des tests
radioimmunologiques, chemiluminescents ou fluorescents, des immunoc¢lectrophoreses,
immunoprecipitations, 1'utilisation de la spectrométrie de masse, etc. Le proced¢ comporte
le plus souvent une ¢tape de revelation du marquage, tel qu’'un marquage fluorescent,
radioactif, enzymatique, ou par molécule colorée, ou plus géneralement tout marquage
permettant de mettre en ¢vidence la formation du complexe antigene/anticorps ou toute
methode biophysique permettant de mettre en ¢vidence 'interaction entre GPR15 et une

mol¢cule soit protéique soit synthétique (aptamere, ligand, ...)

Selon I'invention, les ARNm du geéne GPR15 peuvent ¢tre detectés par toute methode
connu¢ de I’homme de I'art. Gencralement, ces methodes requicrent une premicre ¢tape
d’extraction des acides nucl¢iques contenus dans [’¢chantillon biologique, par des
techniques bien connues de I’homme du métier, utilisant par exemple des enzymes lysant,
des solutions chimiques adaptées ou des resines d’extraction spécifiques. On procede
cnsuite a la mise en contact desdits ARNm avec une sonde d’acide nucléique,
avantageusement marquee, specifique des ARNm de GPRI15, dans des conditions
permettant ’hybridation avec lesdits ARNm, suivie d’un dosage des formes hybrides
obtenues, avantageusement marquees. Les ARNm  extraits peuvent ¢galement Etre
pré¢alablement amplifiés (par exemple par la technique de RT-PCR). Les techniques de RT-
PCR («reverse transcription polymerase chain reaction ») et notamment la RT-PCR
quantitative en temps rcel, sont particulicrement preférées. Alternativement, d’autres
mecthodes de détection d’acides nucl€iques peuvent ctre employees, telles que les méthodes
LCR (« Ligase Chain Reaction »), TMA (« Transcription Mediated Amplification »), PCE
(« enzyme amplified immunoassay »), ADNb (« branched DNA signal amplification ») et
sequencage a haut debit. Typiquement, la détection d’ARN du gene GPR 15 est realisée par

- l’obtention d’ARN totaux ou messagers a partir d’'un ¢chantillon biologique, tel
qu’un ¢chantillon de sang total,

- la synth¢se d’ADNCc par reverse transcription,

- une amplification par PCR de [I’ADNc en présence d’amorces

d’oligonucleotides spécifiques du gene GPR135,
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- la quantification du produit de la PCR, en particulier par mise contact avec une
sonde d’acide nucl€ique, avantageusement marquee, specifique des ARNm de
GPR15 (d¢tection indirecte), en particulier dans des conditions permettant
[’hybridation, suivie d’'un dosage des formes hybrides obtenues,

avantageusement marquees.

Selon un mode particulier de I'invention, le profil d’expression d’un produit du gene
GPR15 dans un ¢chantillon biologique d’un patient est compar¢ au profil d’expression de
rétérence d’un produit du gene GPR15. Ce profil d’expression de référence peut Etre celui
obtenu a partir d’un ¢chantillon biologique témoin. Bien entendu, le profil d’expression
témo1n peut correspondre a une moyenne ou une mediane des profils d’expression obtenus
pour un panel d’¢chantillons biologiques témoins. Les niveaux d’expression obtenus dans
les ¢chantillons des sujets a analyser et dans les ¢chantillons témoins sont avantageusement
normalis¢s en utilisant le niveau d’expression de protéines connues pour avoir un niveau
d’expression stable chez les sujets présentant une maladie inflammatoire pulmonaire

chronique ¢t chez les sujets sains, tel que HPRTI1 (hypoxanthine-guanine

phosphoribosyltransférase 1), TBP (TATA binding protein) ou TFRC (Transferrin
receptor protein 1) pour I’ARNm des leucocytes humains et tel que la B-actine ou la
GAPDH (glyceraldehyde 3-phospho-deshydrogenase) pour les echantillons

proteiques.

Pretérenticllement, les produits du gene GPRI15 analysés pour realiser le profil
d’expression du patient dans un ¢&chantillon biologique et pour réaliser le profil
d’expression témoin sont i1dentiques, de méme que la nature des ¢chantillons utilisés. 1ls
peuvent cependant comporter d’¢ventuelles mutations qui seront mises en ¢vidence par

scquengage.

Dans un exemple de réalisation, le profil d’expression de référence est rcalis¢ a partir
d’¢chantillons biologiques de sujets non susceptibles de présenter une maladie
inflammatoire pulmonaire chronique. Un tel profil d’expression de référence permet
notamment de diagnostiquer une maladie inflammatoire pulmonaire chronique a un stade

tres precoce de la maladie.

Dans un autre exemple de realisation, le profil d’expression de référence est réalis¢ a partir

d’¢chantillons biologiques de sujets présentant une maladie inflammatoire pulmonaire
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chronique diagnostiquce, et dont le stade/degre est avantagcusement connu. Il peut Etre
particulicrement 1ntéressant de rcaliser des profils d’expression de référence, a partir
d’¢chantillons biologiques de sujets diagnostiqués comme présentant une maladie
inflammatoire pulmonaire chronique, pour chacun des stades de la maladie. De tels profils
peuvent €tre notamment utiles pour le suivi de I’évolution de la maladie chez un sujet, afin
notamment d’¢valuer les risques de complication et/ou d’exacerbation, ct/ou de

s¢lectionner, adapter, modifier, debuter ou cesser un traitement.

Par exemple, dans le cas de ['asthme, 1l est possible de realiser des profils d’expression de
reférence a partir de sujets diagnostiqueés comme présentant un asthme qualifie de
« controle » ou de « non control¢ » selon la classification GINA (« global initiative for
asthma ») (2006, 2011), ou sclon des stades de s¢verite : intermittent ou persistant 1¢ger,
modere ou s¢vere (GINA 2002). L'asthme peut ¢galement &tre qualific en fonction de

facteurs favorisants comme l'allergie, on parle alors d'asthme allergique ou non allergique.

De méme, dans le cas de la BPCO, 1l est possible de rcaliser des profils d’expression de
r¢terence a partir de sujets diagnostiques comme présentant des bronchites chroniques, a
partir de sujets diagnostiqués comme preésentant un emphyseme, ¢t a partir de sujets
diagnostiqués comme presentant des bronchites chroniques et un emphyseme. Il est
cgalement possible de tenir compte du degr¢ d’obstruction bronchique (indice de
Tiffencau : VEMS/CVF < 70%). Par exemple, 1l est possible de réaliser des profils
d’expression de réference a partir de sujets présentant une bronchite chronique I¢gere
(VEMS=>80%), modérée (50%<VEMS<80%), s¢vere (30%<VEMS<50%) ct tres scvere
(VEM<30%).

De manicre surprenante, les inventeurs ont mis en ¢vidence une corrélation entre le niveau
d’expression de GPR15 et I’age du sujet. Cette observation a ¢t¢ ¢tendue a I’ensemble des
patients atteints d’asthme, de ceux atteints de BPCO ¢t pour tous les sujets contrdles. Plus
particulicrement, comme le montre la Figure 3, les patients atteints d’asthme présentent des
niveaux d’expression de GPRI15 faibles (notamment, un nombre 1mportant de cycles
d’amplification est nécessaire pour &tre détecté) et constants en fonction de 1'age. A
contrario, 1l a ¢t¢ observe que les sujets t¢moins (sains) et les sujets BPCO presentent un
niveau d’expression de GPR15 diminuant en fonction de 1’age. Pour la BPCO, les
inventeurs ont mis en ¢vidence que le parametre de 1’age devait absolument &tre pris en

compte. Ainsi, preférenticllement, le niveau d’expression de ref¢rence prend en compte
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[’age du patient. Cependant, 1l peut Ctre ¢galement remarqué¢ que pour différencier la
BPCO ect I’asthme, le parametre de 1’age du sujet peut ¢ventuellement €tre néglige car les
deux groupes sont suffisamment distincts 1'un de 1'autre. Des profils d’expression de
r¢terence peuvent donc €tre realises en fonction de 1’age des sujets t¢moins. Le niveau

d’expression de GPR15 pour un patient est alors avantageusement comparé au niveau de

ré¢térence de témoins de la méme classe d’age (age du patient £ 2,5 ans).

L’ apparition des symptomes de la maladie se faisant tardivement pour les patients atteints
de BPCO (>40 ans) et plus précocement pour les malades asthmatiques, 1’age de la

population t¢moin s’¢tage pretérenticllement de 18 a 85 ans.

Une telle classification en fonction de la classe d’ages peut Etre particulicrement
intéressante pour le diagnostic ou le pronostic de maladies pulmonaires chroniques
connues pour s¢ declarer a un age particulier. Cette classification peut ¢galement s’averer
utile pour I’¢évaluation de 1’évolution de la maladie, et notamment pour les BPCO, dont

[’évolution en fonction de 1’age du patient peut etre rapide et/ou critique.

Les différents criteres exposcs ci-dessus pour la ré¢alisation de profils d’expression témoins
ne sont pas exclusifs les uns des autres. Par exemple, 1l peut Etre particulicrement
interessant de rcaliser des profils d’expression de réf¢rence en fonction du stade de la

maladie et de 1’age des sujets.

Les 1nventeurs ont découvert que les patients atteints d’asthme présentent un profil
d’expression du gene GPR15 oppose au profil d’expression des patients atteints d’une
BPCO. Ainsi, |'utilisation du biomarqueur GPR15 se¢ révele particulicrement pertinente
pour déterminer de manicre fiable s1 un sujet est atteint de 'une ou 'autre de ces deux

maladies pulmonaires chroniques.

Plus précisement, les sujets atteints d’asthme presentent une diminution de 1'expression du
produit du gene GPR15 par rapport a I’expression du produit du gene GPR15 chez un sujet
témoin, non atteint de cette maladie. A 1'inverse les sujets atteints d’une BPCO presentent
une surexpression du produit du gene GPR15 par rapport a 1’expression du produit du gene

GPR15 chez un sujet témoin, non atteint de cette maladie.
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Dans un exemple de mise en ceuvre de I'imvention, le proced¢ comprend une ctape pour
determiner s1 le niveau d’expression du produit du gene GPR15 chez un sujet est ¢leve ou

faible par rapport au niveau d’expression de réference.

Dans un exemple de mise en ceuvre, on considere que le niveau d’expression de reférence
correspond a un niveau d’expression normal du produit du gene GPR 135, c¢’est-a-dire hors
toute maladic inflammatoire pulmonaire chronique. Le niveau d’expression chez le sujet
est considéré comme ¢leve, et donc présente une surexpression, si ledit niveau est par
exemple au moins supéricur de 20, 30, 40 ou 50% au niveau d’expression de référence
aprcs normalisation, et préférenticllement au moins supcricur de 100%, 150% ou 200%. A
I'inverse, le niveau d’expression chez le sujet est consideré comme faible, et donc présente
une sous-expression, si ledit niveau est par exemple au moins mféricur de 20, 30, 40 ou
50% au niveau d’expression de reférence apres normalisation, et préférenticllement au
moins mfericur de 100%, 150% ou 200%. Le propre niveau d’expression du produit du
ogcne GPR 135 du patient a un temps t donn¢ peut servir de niveau d’expression de reférence
pour le suivi de 1I’¢volution de la maladie dudit patient a un temps t+1. Une surexpression
ou une sous-expression du produit du gene GPR15 du patient a t+1 par rapport au niveau
d’expression du produit du géne GPR15 du patient au temps t peut €tre indicative d’une
am¢lioration ou d’une dégradation de 1'¢tat de sant¢ dudit patient en fonction de la maladie

observeée.

Dans un autre exemple de mise en ceuvre, on considere que le niveau d’expression de
r¢terence correspond a un niveau d’expression du produit du gene GPRI15 pour une
population de patients souffrant d’asthme pour le diagnostic de 1’asthme ou de la BPCO
pour le diagnostic de celle-c1. Ainsi, des courbes ou nuages de r¢férence seront définis pour
[’asthme et/ou la BPCO en fonction de I’age. Une fois que I'expression du produit du gene
GPR15 pour le sujet a diagnostiquer a ¢t¢ détermince, celle-c1 sera comparée a ces courbes

ou nuages de référence en tenant compte de 1’age du patient et 1l pourra etre déterminé si le

sujet souffre de BPCO ou d’asthme.

Par ailleurs, 1l est propos¢ d’utiliser le profil d’expression du gene GPR 15 pour déterminer
le stade d’une maladie pulmonaire chronique, en particulier la BPCO. Ainsi, des références
d’expression du gene GPR15 seraient déterminées pour chaque stade de la BPCO. De
preférence, ces réferences d’expression du gene GPR15 tiennent compte du stade de la

BPCO ¢t de 1’age du patient. Ainsi, la présente invention est relative a une méthode in vitro
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pour dc¢terminer le stade de BPCO chez un sujet, dans laquelle on mesure dans un
cchantillon biologique du sujet le niveau d’expression du geéne GPR15, on compare le
niveau d’expression du gene GPR15 a des niveaux d’expression de référence prenant en
compte le stade de la BPCO ¢t de preférence 1’age du sujet, et sur la base de cette
comparaison, on de¢termine le stade de la BPCO chez le sujet. L' information d’un malade
sera positionnee par rapport a un ensemble de donnees de référence permettant ainsi de
déterminer 1'¢tat de la pathologie du patient considéré. Les modes de réalisation

particuliers décrient ci-dessus sont applicables dans cette méthode.

Un autre objet de I'invention est 'utilisation d’un kit comprenant au moins un réactif
specifique du produit de D'expression du gene GPR15, choist parmi un anticorps
monoclonal ou polyclonal dirig¢ contre GPR15 ou toute molécule protéique ou autre se
lhant spécifiquement a GPR15 avec une affinité submicromolaire, une sonde capable de
s'hybrider spécifiquement avec un fragment de I'ARNm ou de I’ADNc codant pour
GPR135, et au moins une paire d’amorces d’acide nucleique specifiques de I’ARNm ou de
I’ADNc codant pour GPR15, pour le diagnostic ¢t/ou le pronostic et/ou I’¢valuation de
[’¢volution d’une maladie 1nflammatoire pulmonaire chronique chez un sujet. De
preference, la maladie inflammatoire pulmonaire chronique est I’asthme ou la BPCO. En
outre, I’'invention porte sur [’'utilisation d’un kit comprenant au moins un réactif spécifique
du produit de I’expression du gene GPR15 pour le diagnostic différentiel de ['asthme et de

la BPCO chez un sujet.

Dans un mode de realisation particulier, I'invention concerne [’utilisation d’un kit
comprenant au moins un réactit specifique du produit de I'expression du gene GPR15 et
des informations relatives a des niveaux d’expression de GPR15 de reférence prenant en
compte I’age pour le diagnostic de la BPCO. En particulier, les informations pourront €tre
une courbe/nuage de reférence de 'expression de GPR15 chez des individus contrdles en
fonction de 1’age, et/ou une courbe/nuage de rétérence de 1’expression de GPR15 chez des
des sujets asthmatiques en fonction de 1’age, et/ou une courbe/nuage de référence de

I’expression de GPR15 chez des sujets soutfrant de BPCO en fonction de I’age.

Dans un mode de réalisation supplémentaire, I'mnvention concerne 1’utilisation d’un kit
pour dcterminer le stade de la BPCO, comprenant au moins un reactif spécifique du
produit de D’expression du geéne GPRI15 et des informations relatives a des niveaux

d’expression de GPRI15 de référence prenant en compte le stade de la BPCO et
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facultativement 1’age. En particulier, les mmformations pourront &tre une courbe/nuage de
reterence de 1’expression de GPR15 chez des individus souffrant de la BPCO en fonction
du stade de la maladic et facultativement de 1’age. L’information d’un malade secra
positionneée par rapport a un ensemble de données de référence permettant ainsi de

déterminer I’¢tat de la pathologie du patient considere.

Dans un exemple de realisation particulier de I’'invention, le kit peut comporter un moyen
pour dctecter le complexe form¢ entre la protéine GPR15 et le ligand, et/ou un moyen pour
détecter I’hybridation d’au moins une sonde specifique a un fragment de 'ARNm ou de

I’ADNCc codant pour GPR15 et/ou des moyens pour amplifier et/ou detecter ledit ARNm
ou ADNCc.

D’autres aspects et avantages de la présente invention apparaitront dans la partie
experimentale suivante, qui doit ¢tre regardee a titre illustratif, ne limitant en aucune facon

I’¢tendue de la protection recherchée.

EXPERIMENTATIONS
Materiel et méthode

Caractéristiques des patients

Les patients asthmatiques et leurs controles génétiquement appariés (ascendant,
descendant, fratric) sont recrutés aux services de pneumologie a 1’hopital de Nantes (Pr A.
Magnan) et de Marseille (Pr P. Chanez). Les caractéristiques de ces volontaires sont

décrites dans le tableau 1 ci-dessous.
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Tableau 1 : Caractéristiques des patients asthmatiques et leurs controles apparentcs

N° _du Sexe | Age (::;?Jiltl;- A(nncci?:tr)lrité Stda: © | % VEMS ro20 Derniér(::- Phadiatop
sujet années) | d’année) | gravits de base | (Mg MCh) | exacerbation

A101 F 065 NFu 20 Sévere 75 ND 20/04/08 Négatif
A102 F 48 | EX 1 20 Sévere 45 ND 1/05/08 Négatif
A1002 F 71 NFu 51 Sévere 53 ND Nombreuses Négatif
A1003 | H | 19 | NFu 18 Sévere | 65 ND | 0 Sfer;i 21ee | Pos (derp
A004 | F | 41 | NR 23 | Séwere | 55 ND 63;’;2 e | Posit
A1005 H 20 NFu 19 Sévere 100 Positive Aucune Positif
A10006 F 54 Fu 19 Sévere 72 ND 10 dans ['année | Négatif
A3006 F 63 NFu 63 Sévere 67 ND 20/06/10 Négatif
A3007 | F | 55 | NFu 33 Severe | 79 ND 30/03/09 Pogirfzt()'gE
C101 H 39 NFu 100 ND Négatif
C102 F 48 | EX 20 100 > 500 Négatif
C1001 H 52 NFu 103 > 3100 Négatif
C1003 H 47 EX o7 > 3100 Négatif
C1004 F 18 ? 114 > 3100 Négatif
C1005 F 52 |EX 20 100 Négatif Négatif
C1006 F 24 | Fu 10 102 > 500 Négatif
C3004 F 42 NFu 90 > 1600 Négatif
C3005 H 43 |Fu 10 104 > 1600 Négatif
C3006 H 65 NFu 76 > 1600 Négatif

F =Femme ; H= Homme ; Fu = Fumeur ; NFu = Non Fumeur ; Ex = Ex-Fumeur ; ND = Non
Déterming
VEMS = Volume expiratoire maximum seconde.
PD20 = Dose de métacholine provoquant une chute de 20% du VEMS.

Dernicre exacerbation : derniere hospitalisation due a une infection respiratoire lice a une
amplification des symptomes de la maladie
Phadiatop : test d’évaluation allergique

Les patients atteints de bronchopneumopathie chronique obstructive ou BPCO et leurs
controles environnementaux appari¢s (conjoint, voisin) sont recrutés au service de
pncumologie des hopitaux universitaires de Strasbourg (Pr R. Kessler). Les caractéristiques

de ces volontaires sont décrites dans le tableau 2 ci-dessous.
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Nodu | oo | Age (::é':‘;‘:; A{‘n";‘::g‘r‘;té VEMS | VEMS(C |Stadede| PD20 | Demiére | Phadia-
sujet années) d’année) (%) VF (%) | gravite | (ug MCh) | exacerbation top

B2003 H 67 | Fu 40 9 69 46 Modéré Sep-08 ND

B2004 H 69 | EX 80 1 61 38 Modeére Juin-08 Négatif
B2005 H 80 | Ex 10 / 42 52 Sévere 2007 Négatif
B2006 F 57 | Fu 40 2 89 62 Modeéré nov-09 Posiif
B2007 F 47 | EX 30 3 66 51 Modéré juil-09 Négatif
B2009 F 80 |Fu 90 ND 09 62 Modeére oct-09 Négatif
B2010 H 72 | EX 50 1 51 41 Modéré fev-2010 Positif
B2014 F 58 | Fu 30 4 70 01 Modére 2009 Négatif
B2015 | H 62 | Fu 40 2 57 41 Modéré ND Négatif
B2016 F 63 | EX 80 3 75 54 Modéré 6/07/07 Négatif
C2001 F 75 Passif 141 84 > 1500 ND

2002 F 37 | Fu 20 121 87 > 3100 ND

C2003 F 67 Passif 99 82 > 2080 ND

C2004 F 62 Passif 115 83 > 3100 Négatif
C2006 F 51 [ EX 30 99 36 > 3100 Négatif
C2007 F 48 NFu 105 88 > 3100 Négatif
C2008 F 62 NFu 121 87 > 3100 Négatif
C2010 F 68 | Fu 30 129 78 > 1500 Négatif
C2014 | H 37 | Fu 15 96 77 > 3100 Négatif
C2016 F 74 NFu 115 74 > 3100 Négatif

10

F =Femme ; H=Homme ; Fu = Fumeur ; NFu = Non Fumeur ; Ex = Ex-Fumeur ; Passif =

Tabagisme Passif

VEMS = Volume expiratoire maximum seconde.
Indice de Tiffeneau : rapport VEMS/CVF (Capacite Vitale Forcée) en pourcentage. Chez un patient
obstructif : VEMS/CVF < 70%

PD20 = Dose de metacholine provoquant une chute de 20% du VEMS.

Stade de gravité = stade modére : 80 a 50% de la valeur théorique du VEMS ; Stade sévere : 50 a
30% de la valeur théorique du VEMS
Derniere exacerbation : derniere hospitalisation due a une infection respiratoire lice a une
amplification des symptomes de la maladie

Phadiatop : test d’¢valuation de la sensibilisation aux pneumallergénes communs
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L’¢tude a cte realisce apres saisine du Comité Consultatif de Protection des Personnes se
prétant a la Recherche Biomedicale (CCPPRB) Alsace N°1 en date du 14 juin 2003,
conform¢ment a la lo1 Huriet N°88-1138 du 20 decembre 1988 modifice du code de la
sant¢ publique, et a ¢t¢ déclarée aupres de la Haute Autorité de Sante. Les amendements au
protocole (promotion, 1nvestigateurs complémentaires) ont ¢t¢ saisis par le comite de

protection des personnes (CPP Est n°1V).

Obtention des leucocytes

Les leucocytes totaux sont obtenus a partir du sang total (20 ml) préleve sur EDTA. Six ml
de sang sont injectés a travers un filtre microporeux LeukoLOCK'™ (Fractionation &
Stabilization Kit, Life Technologies' ') retenant les leucocytes. Le filtre est rincé a ’aide

de PBS, puis de RNA/ater” permettant la conservation des ARN et stocké a -80°C jusqu’a
[’extraction de I’ARN.

Extraction et purification des ARN

Aprés décongélation, la solution de RNA/ater” est éliminée par injection d’air dans le filtre
a aide d’une seringue. Une solution Lysing/Binding solution concentrate (Total RNA
isolation Kit, LeukoLOCK" ) permettant la lyse des cellules est ajoutée au filtre. Le lysat
est récupéreé dans un tube Falcon 15 ml et trait¢ par la protéinase K du kit. Les ARN sont
fix¢s sur des billes par ajout de RNA Binding Beads ¢t centrifuges. Le surnageant est
climine, les billes lavées 3 fois par une solution contenant de I’1sopropanol puis de
I’éthanol. Les ARN sont alors élués (50ul ; solution d’élution, LeukoLOCK'™) dans un

tube Eppendort qui peut €tre conserve a -80°C.

Les ARN totaux sont purifiés par centrifugation sur gel de silice qui présente une affinité
clevée pour ’ARN (RNeasy® mini kit, Qiagen), ¢lues par cau DEPC (50 ul) et récuperes
dans un tube Eppendorf qui est stocke a -80°C.

Quantification et qualité de I’ARN

Les ARN totaux sont quantifiés par deux techniques différentes : 1) spectrophotometre
NanoDrop” (Thermo Scientific) de grande précision permettant 1’analyse de microvolumes

(1 ul) résultant en un spectre d’absorption de 230 a 350 nm ; un ARN de bonne qualite est
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defin1 par des rapports Ajeo/Azso proche de 2 et Ajzp/Azso compris entre 1,8 et 2,2 ; 2)
mesure de fluorescence (Fluorométre Qubit' , Qiagen) grice a un intercalant fluorescent
Quant-it™" RNA assay Kit (Qiagen). Le résultat est exprimé en concentration d’ARN
proportionnelle a la fluorescence ¢mise. Cette concentration est comparce a celle obtenue
sur le NanoDrop”. Un rapport compris entre 0,9 et 1,1 permet ’acceptation de I’ ARN pour

la poursuite de [’analyse. Dans le cas contraire, I’ARN est ¢liminé (Figure 1).

Intégrit¢ des ARN

L intégrite de ’ARN est mesurce par ¢lectrophorese capillaire automatis¢e (Bioanalyzer
2100, Agilent Technologies) utilisant des puces “RNA 6000 Nano LabChip” (Agilent
Technologies). Un agent fluorescent se liant a ’ARN est ajouté ; ’ARN est soumis a un
champ clectrique et la fluorescence ¢mise est mesuree. La qualite de I’ARN est ¢valuée par
le rapport ARNr 28S / ARNr 18S et par 1’analyse d’un ¢lectrophorégramme complet
incluant les ARN degrades de petite taille, résultant en une valeur de RIN (RNA Integrity
Number). L’mtégrit¢ de I’ARN est validée par un rapport 28S/18S > 1,8 et un RIN > 7
(Figure 1).

Contamination par I’ADN génomique

L’analyse des RCPGs en PCR quantitative necessite la veérification de ['absence d’ADN
genomique résiduel qui pourrait interférer. Cette validation est réalisee par amplification
d’un géne hautement exprimé sur les échantillons d’ARN a 1’aide d’un couple d’amorces
dessinées sur un seul exon (TagMan® Gene Expression Assay). Une absence
d’amplification lors de la PCR valide 1’absence d’ADN génomique dans 1’¢chantillon. Les

ARN ne¢ satisfaisant pas a cette ¢tape sont ¢liminés (Figure 1).

Transcription 1nverse

Lors de la transcription 1nverse, une expcrience permettant de valider ['absence
d’inhibiteurs de PCR dans les ¢chantillons d’ARN est mise en place. Elle implique
['introduction d'un ARN ¢&tranger ne comportant aucune s¢quence homologue d’ARN
eucaryote (Alien®, Stratagene) dans les échantillons. Les ARN totaux (1 ug) ayant passé le
crible Go-NoGo représenté sur le schéma 1 sont additionnés de I’ARN Alien” (2 ul, 10°
copies) et soumis a transcription mverse a 37°C pendant 2h en présence d’une transcriptase

inverse d’origine virale la Murine Leukemia Virus reverse transcriptase (MulV, Life
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Technologies' ¥). Le mélange réactionnel (commercialisé par Life Technologies )
comprend la MulLV, les désoxynucléotides triphosphate, les amorces dégénérees, des

inhibiteurs de RNase dans le tampon RT du kit dans un volume final de 100 ul.

Validation de 1’absence d’inhibiteurs de PCR

L’amplification par PCR en temps réel est réalisée en plaques 96 puits sur ABI PRISM®
7000 (Life Technologies). L’ADNc Alien” en présence d’ADNc d’intérét est amplifié a
I’aide d’amorces Alien” (Stratagéne). Les valeurs de cycle seuil d’amplification (Ct)
d’Alien® sont comparées en présence et en absence d’échantillons d’ADNc a différentes
dilutions. La dilution permettant 1’amplification de I’ADNc Alien® non modifiée
correspond a une dilution au 1/3° de 1’échantillon d’ADNc d’intérét. Cette dilution
correspond a une dilution suffisante des résidus de traitement des ¢chantillons (phénol,

¢thanol, guanidine, EDTA) jouant le role d’inhibiteurs de PCR.

Quantification de 1’expression genique des RCPGs

La quantification de I’expression génique des RCPGs par PCR quantitative en temps reel
est réalisée sur ABI PRISM™ 7900 (Life Technologies ) en carte microfluidique 384 puits
« TagMan® Low Density Array » (TLDA, Life Technologies' ). Chaque puits de la carte
TLDA contient une sonde TagMan” lyophilisée et un couple d’amorces spécifiques. Parmi
les 384 couples d’amorces, 360 sont specifiques des genes RCPGs, 20 de genes
domestiques ¢t 4 d’un gene controle, le 18S. L’amplification se¢ déroule pendant 2 h dans
un volume reactionnel final de 2 ul. Les résultats d’expression du gene biomarqueur mis en

évidence sont confirmés par PCR quantitative en plaque 96 puits sur ABI PRISM™ 7000.

Analyse statistique ¢t expression des résultats

Les resultats des amplifications sont délivres pour chaque gene en valeur de cycle seuil

d’amplification (Ct) par le logiciel RO Study intégré a 1’ABI PRISM” 7900.
Les analyses statistiques ont ¢t¢ réalisées avec le tableur Excel et le logiciel R.

RESULTATS ET ANALYSE

Les valeurs de 1'expression de GPR15 chez les controles asthme et Ies controles BPCO ne

sont pas significativement différentes (p= 0.20728197) ; les deux ensembles contrdles ont
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donc ¢té fusionnés pour constituer 1’ensemble « controle », augmentant ainsi la puissance

d’analyse.

Les résultats de ’expression de GPR15 sont représentés graphiquement : 1) en boites a
moustaches (Figure 2), 11) en dispersion point-par-pomnt du Ct en fonction de 1’age des

patients ¢t une droite résumant la variation en fonction de 1’age pour chaque groupe

(Figure 3).

Les valeurs d’expression de GPR15 pour les patients BPCO et le groupe controle sont

significativement differents (p= 0.00164019) (figure 2).

Les valeurs d’expression de GPR15 pour les patients Asthmatiques et le groupe controle

sont aussi significativement differents (p= 0.02535037) (figure 2).

L’analyse de I’expression de GPR15 dans le groupe contrOle montre une corr¢lation de

[’expression avec 1’age du patient (1°=0.32) de méme que dans le groupe BPCO (1*=0.51).

La figure 3 1llustre cette dépendance de la valeur d’expression de GPR15 dans les

différents groupes de patients avec la variable age.

Trois valeurs atypiques sont observées dans le groupe BPCO : 1l s’agit d’un asthmatique
fumeur (A1006), pour lequel le diagnostic est a confirmer ; un sujet controle fumeur

(C2010, 30 paquets/année) ; et un sujet controle non fumeur (C1001) avec un indice de

Titfencau (VEMS/CVF%) a 78 et qu’il faudra revorr.
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REVENDICATIONS

Procéd¢ in vitro de diagnostic permettant de déterminer si un patient est atteint
d’asthme ou d’une broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO), dans
lequel on mesure dans un ¢&chantillon biologique du patient le niveau
d’expression du gene du récepteur couple aux proteines G 15 (GPR135), une

sous-cxpression de GPR15 étant indicative de I’asthme et une surexpression de

GPR15 étant indicative d’une BPCO.

Procéd¢ in vitro de diagnostic de I’asthme chez un sujet, dans lequel on mesure
dans un ¢chantillon biologique du sujet le niveau d’expression du gene GPR15,

une sous-expression de GPR 15 ¢tant indicative de 1’asthme.

Procede in vitro selon la revendication 1 ou 2, dans lequel on compare le niveau

d’expression du gene GPR15 a un niveau d’expression de référence.

Procede¢ in vitro selon la revendication 3, dans lequel le niveau d’expression de

ré¢térence prend en compte 1’age du patient.

Proced¢ in vitro de diagnostic de la BPCO chez un sujet, dans lequel on mesure
dans un ¢chantillon biologique du sujet le niveau d’expression du gene GPR15
¢t on compare le niveau d’expression du gene GPR15 a un niveau d’expression
de référence prenant en compte 1’age du patient, une surexpression de GPR15

étant indicative de BPCO.

Procéde in vitro selon 1'une des revendications 1 a 5, dans lequel le niveau

d’expression du gene GPR15 est détermin¢ en mesurant la quantité de protéine

GPRI15.

Procéde in vitro selon la revendication 6, dans lequel la quantit¢ de protéine

GPR15 est mesurée par 1mmunofluorescence, chemiluminescence,
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immunohistochimie, immunocytochimie, ELISA, le test prot¢ique Tagman®,

puce a protéines ou anticorps.

8- Proced¢ im vitro selon 'une des revendications 1 a 5, dans lequel le niveau
d’expression du gene GPR15 est déterminé en mesurant la quantit¢ d’ARNm

codant la prot¢ine GPR15.

9- Proccde in vitro selon la revendication 8, selon lequel la quantit¢ d’ARNm de
GPR15 est mesuree par la technique de RT-PCR quantitative en temps réel, par
technique microfluidique, puce a ARN, méthodes LCR, TMA, PCE ,ADNDb ou

sequencage a haut debat.

10- Procede in vitro selon 'une des revendications 1 a 9, dans lequel I’¢chantillon

biologique est un ¢chantillon sanguin.

11-Procedé in vitro selon la revendication 10, dans lequel le produit de 1’expression

du gene GPR15 est détecte dans les leucocytes.

12- Utilisation d’un kit comprenant au moins un réactif specifique du produit de
[’expression du gene GPR15 pour le diagnostic différenticl de 1’asthme et de la
BPCO chez un sujet ou pour le diagnostic de [’asthme chez un sujet, ou pour le

diagnostic de la BPCO chez un sujet en tenant compte de son age.

13- Utilisation d’un kit pour le diagnostic de la BPCO chez un sujet, le kit
comprenant au moins un réactif spécifique du produit de I’expression du gene
GPR15 et des informations relatives a des niveaux d’expression de GPR15 de

r¢térence prenant en compte 1’age.

14- Utilisation selon la revendication 12 ou 13, dans laquelle le réactif est choisi
parmi un anticorps monoclonal ou polyclonal dirigé contre le GPR15, un ligand
naturel ou synthetique du GPR13, une s€¢quence nucléique capable de s'hybrider

specifiquement avec un fragment de I'ARNm codant la prot¢ine GPR135.
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15- Utilisation in vitro d’un produit de 1’expression du gene GPRI15 pour le
diagnostic pour le diagnostic différenticl de I’asthme et de la BPCO chez un
sujet, pour le diagnostic de 1’asthme chez un sujet, ou pour le diagnostic de la

BPCO chez un sujet en tenant compte de son age.
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Figure 1
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Figure 3
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