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PROCEDE DESTINE A METTRE EN EVIDENCE L’ETAT D’UNE CELLULE
MALIGNE ET PROCEDE DE TRAITEMENT

La présente invention concerne, de fagon générale, la mise en évidence

d’une réorganisation du noyau durant la suppression tumorale et les conséquences qui
en découlent, tant au niveau du diagnostic que de la thérapie, notamment
anticancéreuse.

De plus en plus d’indices suggerent que la régulation de I’expression des
génes, qu’il s’agisse de leur activation ou de leur mise en silence, se déroule en deux
étapes dans lesquelles on observe, tout d’abord, une compartimentalisation des
chromosomes dans le noyau avant la transcription.

La présente invention a mis en évidence le fait que, dans des tissus
cancéreux, cette compartimentalisation se faisait différemment par rapport a une
cellule normale, ce qui pouvait constituer un élément de diagnostic.

Cette observation a pu étre réalisée notamment en étudiant le mécanisme
du géne p21WAFI et de son comportement lors de I’activation qui contribue a la
suppression du processus tumorigene.

Ce phénoméne a pu étre mis en évidence notamment grice a un
perfectionnement du procédé a la DNase I qui a permis de suivre ce processus.

Le procédé a la DNase I repose sur I’observation que la chromatine active
au niveau de la transcription est plus particuliérement sensible a 'action des nucléases.
Elle contient en particulier des sites hypersensibles a la DNase I (il s’agit de segments
d’ADN relativement courts qui sont trés sensibles a un grand nombre d’agents de
clivage). Ces segments d’ADN exempts de nucléosomes sont associ€s avec différentes
fonctions de I’expression du geéne. De telles “régions de chromatine ouvertes” peuvent
permettre la fixation de facteurs spécifiques et possedent d’importantes fonctions de
régulation, on dit alors que I’ADN marqué est I’ ADN expos€.

On a donc pu étudié, grace a ce procédé, les relations possibles entre la
transcription des génes et leur hypersensitivité a la DNase I in situ, notamment comme
marqueur permettant ’analyse de [lorganisation du génome global dans les
phénoménes cancéreux.

Le procédé général qui sera appelé ci-apres “procédé a la DNase” est décrit
notamment dans le brevet Américain publié US-5-264-343, ce document est cité ici a
titre de référence explicite et les informations qu’il contient ne seront pas reprises plus

en détail. On pourra également se référer a la publication de Puck et al. (Puck T.T,



10

20

25

WO 98/18960 PCT/FR97/01960

Bartholdi M., Krystosek A., Johnson R. & M. Haag. Somatic Cell and Molec. Genetics
17, 489-503, 1991).

Toutefois, le procédé décrit dans le brevet en question ne permet pas
’analyse de tissus fixés par la méthode formol et paraffine, c’est-a-dire des tissus
obtenus par la méthode mise en oeuvre dans la plupart des laboratoires d’anatomie
pathologie. En effet, le procédé décrit au brevet Américain concerne essentiellement
I’analyse de systémes en culture cellulaire.

C’est donc I'un des objets de la présente invention de proposer un nouveau
procédé a la DNase permettant d’effectuer des diagnostics sur des tissus fixés.

Mais, de plus, la présente invention a pour objet, de fagon générale, des
procédés destinés a mettre en évidence I’état d’une cellule maligne dans lesquels on
met en évidence la conformation précise d’au moins un gene au sein du noyau de ladite
cellule par marquage dudit gene in situ et évaluation de I’écart de cette conformation
par rapport a une cellule normale comme index de sa malignité.

En effet, si la mise en évidence de la position de ’ADN exposé par la
méthode a la DNase permet une analyse globale de 1’état de malignité d’un tissu, par
contre, I’étude de la conformation précise d’au moins un gene au sein d’un
chromosome et la mesure de son écart & la normalité permet, non seulement un
classement des différents types de cellules malignes, mais également une évaluation de
leur index de malignité et bien entendu, par la& méme, le suivi d’un traitement
thérapeutique.

Il convient de rappeler que, dans ce qui va suivre, on utilisera
éventuellement la terminologie de “maligne” ou “d’index de malignité” également
pour rendre compte de phénoménes non directement liés a P'oncogénése mais
caractérisés également par une désorganisation des chromosomes au sein du noyau, par
exemple la fibrose cystique.

Ce second procédé repose, la encore, sur la mise en €vidence du fait qu’en
évaluant la conformation, c’est-a-dire a la fois la position mais également, si
nécessaire, la structure d’un ou plusieurs génes par toute technique appropri€e,
notamment par hybridation in situ par fluorescence par exemple (FISH), on constate
que, suivant 1'état de malignité de la cellule, certains génes impliqués dans la
suppression et/ou I’activation tumorale se déplacent du centre du noyau vers I’extérieur
et que leur écart a la normalité constitue un bon indice de I’état de la cellule qui est

appelé ci-aprés “index de malignité”, cet index pouvant étre évalué par toute méthode
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appropri€ée entre une cellule normale et une cellule dont la malignité sera considérée
comme irréversible.

Ce procédé permet une classification des tumeurs en fonction de la
position des différents génes dans le noyau et méme de la structure tridimensionnelle
de ces genes spécifiques dans le noyau.

Dans un premier temps, il sera possible d’étudier la position des génes
dans le noyau simplement en étudiant la position des centromeres de chromosome qui
les portent.

Ce procédé peut étre mis en oeuvre avec des sondes d’hybridation de type
sonde centromérique, dans ce cas la normalité correspond a une localisation
périphérique des chromosomes portant les sondes centromeriques et en particulier,
comme cela sera développé ci-aprés, ces sondes centromériques pourront correspondre
aux chromosomes 13q et 16q, lesquels sont porteurs de genes HUMSIAH et Rbr-2
colocalisés sur le chromosome 16q et le géne Rb localisé sur le chromosome 13q, ces
génes étant impliqués dans le phénomeéne de suppression cancéreuse. Il est bien
entendu que les sondes centromériques, utilisables dans les procédés selon I’invention,
peuvent correspondre a tout autre chromosome cellulaire, de la méme maniére que le
marquage de gene, selon les procédés de I'invention, peut correspondre a un ou
plusieurs génes portés sur un ou plusieurs chromosomes choisis parmi I’ensemble des
chromosomes de la cellule.

Mais, comme cela a été indiqué, la présente invention concerne également
un procédé destiné a mettre en évidence I'état global de malignité des cellules d’un
tissu aprés fixation, caractérisé en ce qu’on marque I’ADN nucléaire exposé et on
marque ’ensemble de 'ADN avec un marqueur spécifique de I’ADN, ces deux
marqueurs étant capables d’émettre des signaux spécifiques non contamings.

Par “signaux spécifiques non contaminés” on entend qu’il est possible de
visualiser séparément sans contamination notable les deux signaux correspondant aux
deux marqueurs.

De fagon générale, I’ ADN nucléaire exposé est marqué par la méthode a la
DNase I, comme cela a été décrit précédemment, et I’ADN est marqué par le marqueur
spécifique chromomycine A-3 (CA-3).

Parmi les marqueurs de I’ADN nucléaire exposé il faut citer plus
particuliérement la tétraméthyl rhodamine utilisée en combinaison avec la peroxydase.

Le marquage & la peroxydase peut s’effectuer par toute méthode appropriée,
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notamment des couplages de type avidine ou streptovidine/biotine ou DIG/antiDIG
(DIG pour digoxigénine).

En effet, le substrat de la peroxydase, dénommé tyramide- TRITC, permet
d’amplifier le signal obtenu d’un facteur 15 et permet ainsi d’analyser une distribution
fine du signal a I'intérieur du noyau.

L’intérét d’utiliser un marqueur spécifique de I’ADN est qu’il permet
d’analyser de fagon semi-automatique le cycle cellulaire, donc de faire une corrélation
entre I’exposition du génome obtenu grace a la méthode a la DNase I et les phases du
cycle cellulaire.

Ainsi, la présente invention concerne également un procédé selon
I’invention , caractérisé en ce qu’on évalue la position de I’ADN nucléaire exposé par
rapport & la phase du cycle cellulaire mise en €vidence par le marqueur spécifique de
I’ ADN comme index de I’état de malignité des cellules de tissus.

En outre, les deux fluorochromes ainsi utilisés ont une émission dans la
méme zone du spectre lumineux, c¢’est-a-dire 600 nm mais leur excitation spécifique
est trés différente, 467 nm pour la CA-3 et 514 nm pour la TRITC, de méme que les
coefficients d’extinction, ce qui permet d’obtenir des signaux spécifiques sans aucune
contamination entre les deux marqueurs. En outre, grace a ces marqueurs, I’analyse
peut se faire avec un seul laser a argon qui est le laser le plus répandu en microscopie.

Ce procédé selon la présente invention permet d’utiliser des tissus fixés
dans le formol selon des méthodes de routine et permet ainsi une analyse de tissus
provenant, par exemple, d’une collection de tissus.

De fagon générale, les méthodes ainsi décrites permettent de diagnostiquer
les états malins & partir de tissus et/ou de cultures cellulaires et permettent, grace a la
classification établie, un facteur de pronostic en pathologie diagnostique.

En particulier, ils permettent de faire la différence, par exemple, entre des
hyperplasies simples (sein, prostate) qui sont des pathologies bénignes, des
hyperplasies atypiques (sein, prostate) & évolution variable difficile a établir et qui
constituent des pathologies connues comme étant “border line”, mais que dans le cas
présent on pourra plus facilement classifier grace aux différents éléments de marquage
qui ont été évoqués, et le carcinome in situ.

Ces procédés permettent également la mise en place rapide de modéles
permettant de tester des produits anticancéreux, et notamment, en €tudiant leur action
sur la réorganisation de certains chromosomes spécifiques, une classification plus fine

de ’activité des différents agents en cause.
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De facon préférée, on met en ceuvre, afin de tester les produits
anticancéreux ou apparentés, les procédés décrits précédemment dans lesquels on met
en évidence l'état d'une cellule maligne, puis on traite ladite cellule avec un produit
anticancéreux ou apparenté et on évalue l'activité dudit composé en mesurant la
variation de l'index de malignité.

L’invention comprend les produits anticancéreux ou apparentes,
caractérisés en ce qu'ils ont été sélectionnés par un procédé selon I invention.

Par produits apparentés, on entend désigner les produits agissant dans des
pathologies non directement liées & I'oncogenése et telles que définies précédemment

Bien entendu, par la méme, ces procédés permettront un suivi
thérapeutique en cas de traitement.

Enfin, la présente invention concerne un procédé de traitement de cellules
présentant une désorganisation au niveau du noyau et I’application de ce procédé dans
le traitement de certaines pathologies, notamment tumorales.

La présente invention repose, en effet, sur la mise en évidence des
propriétés de réorganisation du noyau associé au gene p21WAFI1.

L’association de p21WAF1 avec le signal de p53, son role comme
inhibiteur des kinases dépendant des cyclines (CDKs) et dans le controle de
I’endoréplication chromosomique indiquent que ce géne joue un role majeur dans le
contrdle de la croissance cellulaire.

1l a maintenant été mis en évidence que la réexpression de p2I WAF1 dans
un modeéle conduisait & une suppression de la tumeur.

C’est pourquoi la présente invention concerne un procéde de traitement de
cellules présentant une désorganisation du noyau, caractéris¢ en ce qu’on provoque
I’expression du produit du géne p2IWAFI1 ou d’un produit équivalent ou bien on
introduit le produit du géne ou le produit €quivalent.

Le géne p21WAF1 est connu et a déja été décrit a plusieurs reprises, on
pourra se reporter, pour sa caractérisation, son isolement ou certaines de ses propriétés,
aux documents ci-apreés et a leurs références :

»  Weinberg R.A. Science 254, 1138-1146 (1992)

»  Telerman A. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 8702-8706 (1993)
«  Amson R.B. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 3953-3957 (1996)
=  Nemani M. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 9039-9042 (1996)
- El-Deiry W.S. etal. Cell 75, 817-825 (1993)
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» Harper J.W., Adami G.R., Wei N., Keyomarsi K. & Elledge S.J. Cell 75, 805-816
(1993)

= Waga S, Hannon G.J,, Beach D. & Stillman B. Nature 369, 574-578 (1994)

= Yang Z.Y., Perkins N.D, Ohno T., Nabel E.G. & Nabel G.J. Nature Medicine 1,
1052-1056 (1995).

= Xiong Y. et al., Nature 366, 701-704 (1993)

* Waldman T., Lengauer C., KW., K. & Vogelstein B. Nature 381, 713-716 (1996).

Comme cela sera explicité ci-apres, la désorganisation du noyau peut étre
d’origine tumorale, mais il peut s’agir de désorganisations d’un autre type. Les
procédés de traitement de cellules selon ['invention, caractérisés en ce que la
désorganisation du noyau est due a un phénomene tumoral ou non tumoral, font
également partie de I’invention..

Par “désorganisation du noyau” on entend un noyau dans lequel le matériel
génétique, en particulier les chromosomes, occupe une place différente de celle qu’il
occupe dans le noyau de la cellule & I’état normal, désorganisation qui peut,
notamment, étre mise en évidence par les procédés décrits précédemment.

Bien que le phénoméne de désorganisation du noyau ait été plus
particuliérement mis en évidence dans les phénomeénes tumoraux, cette désorganisation
peut également intervenir dans d’autres phénomenes de types non tumoraux, comme la
fibrose cystique (CFTR).

Le procéde selon la présente invention permet ainsi, soit par réinduction de
I’expression du géne correspondant p21WAF1, soit par utilisation d’un produit du
gene ou d’un produit équivalent, c’est-a-dire ayant la méme activité de réorganisation
que le produit du géne p21WAF1, de réorganiser le matériel génétique du noyau.

Bien entendu, I'induction de I’expression du géne peut étre remplacée par
un blocage de la répression du méme geéne ou d’un produit d’expression.

L’expression du géne p21WAF1 ou d’un produit équivalent peut étre
effectuée par tout procédé connu, dans les exemples, en particulier, on utilisera un
vecteur d’expression d’origine virale dans lequel a été introduit le géne correspondant
sous le controle d’un promoteur s’exprimant dans les cellules, cette introduction, que
le vecteur reste non chromosomique ou qu’il s’intégre dans les chromomes, conduit a
I’expression du produit de p21WAFI et a la réduction de la malignité des cellules.
Parmi les vecteurs viraux il faut citer, notamment, les vecteurs & adénovirus, a
rétrovirus, a virus herpes ou méme des systémes de type synthétique ou méme des
ADN nus.
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Bien que I'on puisse exprimer le géne p2l WAF1 dans son entier, certaines
versions tronquées, délétées ou mutées peuvent présenter des propriétés équivalentes et
donc font également partie du procéde selon la présente invention.

Bien entendu, on peut utiliser les produits du gene p2l WAF1 obtenus, par
exemple, par culture cellulaire, de méme que des cultures produisant, comme cela a été
dit précédemment, des produits équivalents.

II est également possible d’envisager une réactivation in situ du promoteur
de p21WAF1 naturel, ou bien le blocage des systémes de répression de son expression
in situ.

De fagon générale, la présente invention concerne I'utilisation du produit
d’expression du gene p21WAF1 ou d’un produit équivalent ou bien d’un composé
assurant ’expression dudit produit pour la réalisation d’un médicament destiné a
assurer la réorganisation du noyau cellulaire des cellules dans des processus cancéreux
ou de type non cancéreux avec désorganisation du noyau, ainsi qu’une composition
thérapeutique caractérisée en ce qu’elle comporte, a titre de principe actif, le produit
d’expression du gene p21WAFI ou un produit €quivalent ou bien un composé
assurant I’expression dudit produit.

D’autres caractéristiques et avantages de la présente invention apparaitront
a la lectures des exemples ci-aprés qui seront décrits en se référant aux figures

annexées et dont les [égendes sont ci- dessous décrites:

Figure 1 :

La figure 1 représente I'expression différentielle d’ARNm dans les cellules U937
transfectées témoin ( pRSV) et exprimant p21WAF1 (pRSV-p21). L’analyse par
Northern blot indique I’activation de p21WAF1, HUMSIAH, Rb, et Rbr-2 dans les
cellules pRSV-p21 transfectées comparée aux cellules témoin pRSV transfectées avec

le vecteur seul. GAPDH est utilisé comme sonde de contrdle.

Figure 2 : Tumorigénicité des cellules U937 pRSV témoin transfectées avec le vecteur
seul comparée aux cellules pRSV-p21 transfectées

La tumorigénicité est évaluée aprés injection sous-cutanée de 10 7 cellules dans les
souris scid/scid.

Figure 3 : Repositionnement du chromosome 16 dans les cellules transfectées
p21WAF1 U937.
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et b) : Hybridation par fluorescence in situ (FISH) utilisant une sonde centromérique
alphoide de chromosome 16, les 2 ou 3 points (normalement en rouge), apparaissant a
I'intérieur du noyau (normalement en bleu), représentent les signaux de fluorescence
correspondant a la sonde centromérique marquée. a) correspond aux noyaux de
cellules U937 transfectées témoin (pRSV) et b) correspond aux noyaux de cellules
transfectées p21 WAF1 U937 (p21-WAF1). Le noyau des cellules transfectées U937

témoin et les cellules transfectées p21-WAF1 sont marqués au DAPI (bleu). Le signal

FISH est révélé par la tyramide-TRITC (rouge). Trois spots sont ici visibles comte
tenu d’une trisomie 16 de I’échantillon.

c) Agrandissement d’une cellule transfectée p21WAF1 U937 (p21-WAF1), avec
I’image de la distance code du noyau.

d) Représentation des couches successives de la taille d’un pixel, classées par leur
distance par rapport a la bordure du noyau.

e) : Reconstruction d’un volume de noyau a partir d’une image en deux dimensions. La
sphére (R : rayon) a été découpée en un jeu de cylindres (rayon: r;, hauteur: h;,
épaisseur : A R).

f) - la distribution périphérique a été modélisée par distribution aléatoire dans une
couronne d’épaisseur 2/10 R.

g) : La modélisation de distribution d’un signal dans des couronnes de différentes

épaisseurs selon la distance avec la bordure nucléaire.

Figure 4 : Histogramme de la distribution des signaux tels que mesurés a partir de la
bordure extréme du noyau.

Comparaison entre les cellules transfectées témoin pRSV U937(M) et les cellules
transfectées pRSV-p21 U937 (0).

a : distribution de points aléatoires dans une spheére.

b-f: distribution de signaux FISH tels que mesurés a partir de la bordure du noyau
pour respectivement le chromosome 16 (b), les chromosomes 13/21 (c), le

chromosome 17 (d), le géne p53 (e) et le géne Rb (f).
EXEMPLE 1

Transfection
L”ADNc complet codant pour le gene humain p21WAFT a été cloné dans le site

EcoRI du phagemide pBK-RSV (Stratagéne). Les constructions ont été transfectées en
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utilisant le réactant Lipofectin (Gibco-BRL). 3,5x10° cellules sont incubées 8 heures
avec un complexe Lipofectin (30 ng)-ADN (20 pg).
Analyse par Northern blot

L’extraction d’ARNm et les analyses Northern blot sont effectuées en utilisant la
procédure standard, la sonde p21WAF1 correspond a un ADNc de 2,1 kb. Pour
HUMSIAH, un fragment de 1,4 kb d’ADNc est utilisé, la sonde Rbl est HP126
(Medgene) et la sonde Rbr-2 est un fragment PCR de 393 bp obtenu avec les amorces

suivantes :
S-TGGGACAGCTACCGCAGCATGAGCGA-3
et 5’-CACAGTACAGGGCTGTCGCCGCTGTT-3".

Analyse de la tumorigénicité
L’injection des souris scid/scid a ét€ réalisée comme décrit précédemment
(Telerman et al., 1993). 107 cellules sont injectées par site. Les animaux sont suivis

pendant trois mois. Le test de Mann-Whitney a €t€ utilisé pour I’analyse statistique.

Exposition du génome a la DNase L.

Le test d’exposition du génome a la DNase I a ét¢ modifié par rapport a celui
décrit par Puck (Puck et al, 1991). Les cellules sont fixées dans 4 % de
paraformaldéhyde/PBS déshydraté (PBS : tampon phosphate salin) et stocké a — 80°C.
La nick-translaiton in situ (NT) a été réalisée en utilisant 30 U de DNase I (Boehringer
Mannheim, Allemagne) dans un tampon NT (50 mM Tris HCI pH 8, 5 mM de MgCl,,
10 mM du PB-mercaptoéthanol, 50 ng/ml BSA (albumine sérique bovine)) a
température ambiante et 40 U d’ADN polymérase I (Boehringer Mannheim,
Allemagne), 100 mM dNTP digoxigénine mix marquée (Boehringer Mannheim,
Allemagne). L’ADN in situ réparé a été révélé en utilisant des anticorps anti
digoxigénine conjugués a la péroxidase (Boehringer Mannheim, Allemagne) et la
tyramide-TRITC (Du Pont NEN, Etats-Unis) comme substrat. Les coupes ont €té
marquées avec la chromomycine A3 (Sigma, Etats-Unis). L’analyse a été réalisée par
microscopie laser a balayage cofocal (MRC 600 Bio-Rad, Grande-Bretagne) en mode

fluorescence.

Hybridation par fluorescence in situ (FISH).
La FISH a été réalisée comme décrit précédemment par Linares-Cruz et al.

(Linares-Cruz et al., 1995, Histochemical journal, 27, 15-23). Les sondes suivantes ont



10

15

20

25

35

WO 98/18960 PCT/FR97/01960

10

été utilisées (ONCOR, Etats-Unis) : une sonde centromérique alphoide correspondant
au chromosome 16 (D16Z2), une sonde centromérique alphoide correspondant au
chromosomique 17 (D17Z1), et des sondes centromériques alphoides correspondant
aux chromosomes 13/21 (D13Z1/D21Z1), aux genes p53 et Rb. L’analyse a été
réalisée par microscopie a épifluorescence (avec une caméra 3CCD refroidi, équipée
avec une bande passante triple, Lhesa France), en utilisant des lentilles de faible
ouverture numerique (N.A.) (40x ; 0,75 N.A.), digitalisées dans une matrice de 768 x

512 pixels. Chaque pixel correspond a 55 x 55 nm de I’objet.

L’analyse d’1mage.

Les mesures de distance ont été effectuées en utilisant un systéme d’analyse
d’image SAMBA IPS (UNILOG, France). Les marqueurs ont €té extraits par
transformation « top hat » et les noyaux ont été fractionnés par seuil a partir de I’image
par fluorescence au DAPI. Deux images binaires ont été obtenues respectivement pour
les marqueurs et pour les noyaux. L’érosion successive a été utilisée pour mesurer la
distance entre les marqueurs et la bordure du noyau. Les positions des marqueurs ont
été déterminées par ’intersection de leur image avec la distance. Cette méthode permet
d’analyser la totalité des noyaux indépendamment de leur forme. Pour compenser les
différences de taille nucléaire, les distances ont été systématiquement normalisées en

divisant chaque valeur de distance par le rayon du noyau correspondant.

Modéle de distribution des distances.

Les courbes modeéles utilisées pour la comparaison des distances obtenues
expérimentalement ont été réalisées par simulation stéréologique. La représentation en
trois dimensions des noyaux est assimilée a un modeéle sphérique formé d’un jeu de
cylindre. Le volume d’un cylindre élémentaire (v;) est corrélé & la probabilité (P;) de
présence des marqueurs par : P; = v; / 22 vi. Si R est le rayon du noyau, r; le rayon du
cylindre, A R I'épaisseur du cylindre et h; sa hauteur : vi =ITAR (2 ;- AR) h;.

Cette équation permet de tracer la distribution aléatoire dans une sphére et la
distribution périphérique dans les couronnes de différentes épaisseur. Avec ce modeéle
la fonction obtenue est indépendante de la forme elliptique du noyau. Les spots FISH
ajustés a un réglage de focal (plan équatorial) sont analysés. Plus de 100 noyaux ont

été évalués par cas.

Analyse statistique.
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Le rayon du noyau est divisé en huit classes. On a répertorié en une de ces huit
classes chaque distance mesurée entre la bordure nucléaire et les signaux FISH. Le test
du X? a été utilisé pour confirmer deux hypothéses. Premiérement, que les distances
mesurées dans les cellules p21WAF1 U937 sont distribuées de maniére similaire que
celles mesurées dans les cellules U937 transfectées avec seulement le vecteur.
Deuxiémement, que les distances mesurées dans les deux lignées cellulaires sont
distribuées de maniére similaire comme des points aléatoires dans une sphére. P <

0,001 est considéré comme indiquant une différence significative.

Reéexpression de p21WAF]1 dans un systéme modéle

Les cellules transformées sont les cellules d’une lignée cellulaire tumorale
U937, lignée tumorigéne a la fois in vitro et in vivo, qui n’exprime pratiquement pas
p2IWAFK1, aussi bien au niveau de I’ARNm qu’au niveau protéique (Telerman et al.,
1993, et Nemani et al., 1996).

On a observé que les cellules filles US3-US4 dérivées de la lignée
cellulaire tumorale U937, sélectionnées au moyen du parvovirus H-1, présentent une
suppression du phénotype tumoral. 1] a été montré, par exemple, que les cellules U937
forment des tumeurs au niveau de 80% des sites d’injection dans les souris scid/scid
alors que les cellules US3 ne forment aucune tumeur et que les cellules US4 forment
une tuneur pour 20 sites d’injection. Ces cellules US3 et US4 expriment, par contre, de
fagon constitutive des niveaux trés élevés de p2Z1WAF] indépendamment de la voie
pS3.

C’est pourquoi, ces observations ont conduits a étudier I'effet de
P2IWAF1 sur 'expression de géne spécifique et la supression de tumeur de cellules
U937 transfectées de fagon stable par p2 lWAF1.

Induction par p2IWAF1 de I’expression de gene spécifique et supression de la

tumorigénicité

Apres transfection des cellules U937 avec les vecteurs précédents, on
constate apres analyse par Northern blot (cf. figurel) que les cellules U937 transfectées
par p2IWAF1 ( pRSV-p21) présentent un taux trés élevé d’ARNm correspondant 4
"expression du géne p21WAF!1 de I’homologue humain du géne de la Drosophile
“seven in absentia” (HUMSIAH). Ce géne ( dénommé encore TSAP 3. tumeur

supresseur activé voie 3) est activé par la protéine p53 sauvage & un stade trés précoce
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de I'apoptose et de la suppression tumorale (Nemant et al., 1996, et Amson et al.,
1996). En outre, le géne de susceptibilité au rétinoblastome Rb (Weinberg et al., 1992)
et le géne codant pour la p130 en liaison avec Rb (Rbr-2)( Hannon et al., 1993, Genes
and Development, 7, 2378-2391) sont également trés fortement activés dans les
transfectants p21 des cellules U937 (cf figure 1). L’expression du géne p53 au niveau
ARNm et protéique reste non détectable a la fois dans le témoin et dans les cellules
transfectées (résultats non montrés). L’expression du gene Rb établit ses propriétés
suppresseurs de tumeurs, de méme que pour le géne Rbr-2 pour ses implications dans
le cycle cellulaire et la localisation chromosomique de HUMSIAH. Cependant,
I’analyse du cycle cellulaire par FACS ( analyse par cytométrie de flux) dans trois
expériences indépendantes ( en utulisant le iodure de popidium), n’a pas révéléé de
différence significative entre les cellules U937 transfectées témoin et les cellules U937
p21-WAF1 ( exemple de résultats obtenus : 1) cellules U937 transfectées témoin : en
Gi 65% /S 29% / Gy 6% ; ii) cellules U937 p21-WAF!1 : G, 64% /S 30% /G, 6% ).

Le temps de doublement est aussi similaire avec les deux lignées,
respectivement de 33 heures pour les cellules U937 transfectées témoin et de 36
heures pour les cellules U937 p21-WAF1

L’injection dans des souris Scid/Scid est effectuée comme cela a été décrit
précédemment. La comparaison est effectuée avec des cellules transfectées par le
vecteur seul (pRSV). La GAPDH est utilisée comme contrdle. Aprés transfection des
cellules U937 avec les vecteurs précédents, on constate que les cellules U937
transfectées de fagon stable par p21WAF1 ( pRSV-p21) montrent une disparition
significative du phénotype malin (cf. figure 2). Aprés 24 jours, les souris scid/scid
injectées avec des cellules U937 contenant le vecteur seul présentent des tumeurs au
niveau de tous les sites et d’un volume tel qu’elles ont du étre sacrifiées. Au contraire,
seules 9 sites sur 20 sites d’injection de cellules p21WAF1 U937 transfectées ont
formés des tumeurs apparamment retardées et d’un volume beaucoup plus petit.
Aucune autre tumeur n’est apparue aprés 6 semmaines supplémentaires
d’observatuion. Ainsi, I'induction spécifique de I’expression du géne p21-WAF1, sans
variation importante de cycle cellulaire, est en partie responsable de [’activation du

processus moléculaire de la supression de tumeur.

EXEMPLE 2
Méthode a la DNase I - Influence de p21 WAF1 sur la réorganisation du noyau
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Cet exemple a pour objet d’étudier le role de p2IWAF1 dans une possible
réorganisation du noyau.

Le procédé utilisé pour cette mise en évidence du fait que la position des
chromosomes dans le noyau pourrait avoir une influence sur le phénotype cellulaire,
est le procédé dit a la DNase I qui permet de visualiser I’ADN exposé, c’est-a-dire des
portions de chromosome qui sont plus sensibles a la DNase I dans certaines
conditions, ce qui permet de les marquer.

| Pour ce faire, on a repris la méthode a la DNase I telle que décrite dans le
brevet US 5 264 343 mais de fagon a pouvoir 'appliquer a des tissus.

Les tissus sont fixés dans un mélange a 4% de paraformaldéhyde dans
PBS pendant 10 minutes, déshydratées et stockées a -80°C.

Le marquage par “nick-translation” est effectué en utilisant un tampon de
“nick-translation” (NTB) et une solution 10x (100 ml).

NTB comprend 50 mM Tris HCL pH 8,5 mMgCl,, 10 mM f-mercapto-
éthanol et 50 ng/ml de BSA. La solution 10x (100 ml) contient 50 mi de Tris HCI pH 8
(1 M), 3,3 ml de MgCl, (1,5 M), 700 ml de B-mercaptoéthanol (14,2 M) et 1,66 ul de
BSA (a2 3%).

On traite les tissus avec 100 pl de NTB contenant 30 U de DNase-1 pour
chaque coupe. On incube pendant 3 minutes a la température ambiante, on bloque avec
PEDTA 20 mM, pH 8, pendant 3 minutes puis on lave 3 fois avec NTB.

On utilise ensuite 100 ul de NTB avec 40 U de DNA polymérase [ et
100 uM de dNTP digoxigénine (10% de la solution 10x pour chaque coupe). On
incube pendant 6 minutes a la température ambiante et on bloque avec ’EDTA comme
précédemment, on lave 3 fois avec NTB.

Le marquage est effectu¢ apres saturation avec 3% de BSA, révélation
avec des anticorps anti-DIG marqués a la peroxydase, apres lavage 3 fois 3 minutes
avec PBS, on utilise comme substrat la thyramide- TRITC puis on lave 3 fois pendant
3 minutes avec PBS.

Les plaques sont ensuite contrecolorées avec la chromomycine 3-A.

L’analyse est effectuée par microscopie laser cofocale (MRC 600 Bio-Rad)
en mode fluorescent (les résultats sont représentés par des photographies en couleur
non incluses dans la présente description).

Les cellules cancéreuses U937 parentales ou les mémes cellules
transfectées avec le vecteur de contréle présentent une apparence diffuse telle qu’elle

est observée dans les biopsies de carcinomes mammaires. Les cellules U937
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transfectées avec p21WAF1 présentent un changement radical dans I’exposition du
génome a la DNase I en présentant une apparence similaire a celle des cellules US3-
US4 ayant une suppression du phénotype tumoral, de méme qu’elles présentent une
apparence correspondant a celle de cellules épithéliales observées sur des biopsies de
seins normaux, ¢’est-a-dire un marquage selon une couronne a la périphérie du noyau.

Cette réorganisation de noyaux peut étre associée avec l’activation de
génes dans la suppression de la tumorigénicité. Cette réorganisation du noyau, induite
par p21-WAF1, pourrait soit étre un effet direct de cette induction ou soit liée a sa
fonction comme inhibiteur de ’activité cdk ( « Cyclin dependent kinase »). Le groupe
des lamines nucléaires (Foisnier et al., 1993, Cell., 73, 1267-1279) est une des cibles
caractérisés pour lactivité cdk mitotique. Les modifications nucléaires peuvent
résulter de changement d’état de phosphorylation de ces lamines nucléaires. Ce
changement important de la répartition des sites sensibles a la DNase I pourrait donc
avoir comme origine le déclenchement des mouvements de chromosomes a I'intérieur

du noyau induit par p21-WAF1.

EXEMPLE 3

Marquage in situ

On effectue une hybridation de I’ADN in situ  avec une sonde
centromérique 16 alphoide, comme cela est décrit précédemment (Klinger K. et al.
Am. J. Hum. Genet. 51, 55-65 (1992)).

HUMSIAH et Rbr-2 étant colocalisés sur le chromosome 16q tandis que
Rb est localisé sur le chromosome 13q, on utilise des sondes correspondantes. En
utilisant la fluorescence par hybridation in situ (FISH), combinée avec
I’optomicroscopie digitale, avec ces sondes centromériques alphoides correspondant au
chromosome 16, on peut observer sur les photographies couleurs obtenues (en noir et
blanc dans la présente description) (cf. figure 3, a)-d)) que les cellules U937 présentent
un signal d’hybridation prés du centre du noyau. Au contraire, les cellules U937
transfectées par p21WAF1 ou les cellules US3-US4 ayant une suppression tumorale,
présentent un signal qui est détecté dans la région périphérique du noyau. Le noyau des
cellules transfectées U937 témoin et les cellules transfectées p21-WAF1 sont marqués
au DAPI (bleu). Le signal FISH est révélé par la tyramide-TRITC (rouge). Du point de
vue physiologique, ces observations confirment I’évidence d’une organisation
territoriale chromosomique a I’interphase. La conformation topologique précise du

géne dans le noyau présente une répercussion fonctionnelle évidente. En particulier,
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cette réorganisation du noyau pourrait étre responsable de I'activation des genes
impliqués dans la suppression des tumeurs, lesquels sont silencieux dans les processus
tumoraux.

Pour chaque sonde utilisée, la distance a partir de la bordure du noyau a été
mesurée et intégrée dans un modéle (cf. figure 3, €)-g)).

I1 a été trouvé que les cellules transfectées p21-WAF1 U937 présentent une
redistribution globale des signaux avec un déplacement nette vers la région
périphérique du noyau (cf figure 4). La distribution de ces signaux FISH correspondant
aux sondes centromériques est, de maniére statistique, différente entre les cellules
tumorales et celles présentant une suppression tumoral. Le test du X* est trés
significatif (p < 0,001). En utilisant les sondes spécifiques pour les génes Rb and p53
nous n’observons pas de différence statistique significative dans la distribution entre
les spots FISH correspondant aux cellules transfectées avec le vecteur pRSV seul et
avec p21-WAF1 (en utilisant le test du XH)( of figure 4). D’un point de vue
physiologique ces observations sont complémentaires des observations suggérant
fortement 1’organisation chromosomique territoriale a ’interphase (Manuelidis et al.,
1990, Science, 250, 1533-1540 ; Cremer et al., 1993, Cold Spring Harbor Symposia on
Quantitative Biology, LVII, 777-792, et Puck et al, 1991)). Des domaines
spécifiques de la chromatine occupent de maniére distincte et non aléatoire des
positions spatiales telles que décrites précédemment (Hulspas et al, 1994,
Chromosoma, 103, 286-292 ; Nagele et al., 1995, Science, 270, 1831-1835). Il n’est
pas certain qu’une corrélation existe entre ['expression du géne et le repositionnement
du chromosome ,ceci reste a étre exploré dans la mesure ou certains résultats indiquent
a la fois des geénes actifs et inactifs localisés préférentiellement dans les territoires
périphériques des chromosomes. Notre étude montre que dans le cas d’une suppression
de la tumorégénicité induite par p21-WAF]1, les régions centromériques, ne contenant
pas de matériel génétique codant, sont repositionnées. Ce repositionnement des régions
centromériques de chromosomes analysé ci-dessus peut €tre & I’origine d’un
mécanisme par lequel I’architecture du territoire chromosomique est modifié. De telles
modifications territoriales peuvent influencer [’environnement spatial de gene
spécifique et moduler leur expression. De maniére évidente, la conformation
topologique précise des génes a I'intérieur du noyau devrait avoir des répercussions
fonctionnelles. En effet, des travaux récents décrivant la diversité des effets de position

chez la Drosophile ont clairement mis en évidence |’importance fonctionnelle de
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I’architecture nucléaire spécifique dans ’expression de génes ( Csink et al,, 1996,
Nature, 381, 529-531 ; Dernburg et al., 1996, 85, 745-749).

En conclusion en utilisant a la fois les systémes modéles d’analyse de la
suppression de la tumorigénicité et la transfection stable, les résultats présentés ci-
dessous montrent que p21-WAFI induit le repositionnement du matériel génétique
dans le noyau, associé¢ a des fonctions potentiellement importantes pour atteindre une
suppression tumorale. Ces résultats montrent le role central joué par p21WAF1 dans
I’organisation du noyau, dans le positionnement des chromosomes et dans ’activation

du processus de suppression de la tumorigénicité.
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REVENDICATIONS

1) Procédé destiné & mettre en évidence I’état d’une cellule maligne, dans
lequel on met en évidence la conformation précise d’au moins un géne au sein du
noyau de ladite cellule par marquage dudit gene in situ et évaluation de I’écart de ladite
conformation par rapport & une cellule normale comme index de sa malignité.

2) Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que la conformation
dudit géne est évaluée par I’hybridation in situ par fluorescence.

3) Procédé selon la revendication 2, caractérisé en ce que les sondes
d’hybridation sont des sondes centromériques.

4) Procédé selon la revendication 3, caractérisé en ce que la normalité
correspond a une localisation périphérique du chromosome portant ledit gene.

5) Procédé selon I'une des revendications 1 a 4, caractérisé en ce que le
chromosome est le chromosome 13q et/ou 16q.

6) Procédé destiné & mettre en évidence I’état de malignité des cellules
d’un tissu apres fixation, caractérisé en ce qu’on marque I’ADN nucléaire expose et on
marque ’ensemble de I’ADN avec un marqueur spécifique de I’ADN, les deux
marqueurs étant capables d’émettre des signaux spécifiques non contaminés.

7) Procédé selon la revendication 6, caractérisé en ce que I'’ADN nucléaire
exposé est marqué par la méthode a la DNase I et I’ADN est marqué par la
chromomycine A-3.

8) Procédé selon la revendication 7, caractérisé en ce que I’ADN nucléaire
exposé est marqué par la tétraméthyl rhodamine pour révéler le nucléotide exposé.

9) Procédé selon la revendication 8, caractérisé en ce que la molécule
rapporteur de la méthode a la DNase I est la peroxydase couplée a I’avidine ou la
streptavidine ou & un anticorps anti-DIG.

10) Procédé selon 'une des revendications 6 & 9, caractérisé en ce qu’on
évalue la position de I’ ADN nucléaire exposé par rapport 4 la phase du cycle cellulaire
mise en évidence par le marqueur spécifique de I’ADN comme index de I’ctat de
malignité des cellules de tissus.

11) Procédé selon 'une des revendications 6 & 10, caractérisé en ce que les
tissus proviennent d’une collection de tissus.

12) Procédé selon I'une des revendications 1 a 11, caractérisé en ce que

l'on met en évidence I'état d'une cellule maligne, puis on traite ladite cellule avec un



10

15

20

25

WO 98/18960 PCT/FR97/01960

18

produit anticancéreux ou apparent¢ et on évalue l'activité desdits composés en
mesurant la variation de l'index de malignité.

13) Produit anticancéreux ou apparenté, caractérisé en ce qu'il a €té
sélectionné par le procédé selon la revendication 12.

14) Procédé de traitement de cellules présentant une désorganisation du
noyau, caractérisé en ce qu’on provoque I’expression du produit du géne p21WAF1 ou
d’un produit équivalent, ou bien on introduit le produit du gene ou le produit
équivalent.

15) Procédé selon la revendication 14, caractéris¢é en ce que la
désorganisation du noyau est due 4 un phénoméne tumoral.

16) Procédé selon la revendication 14, caractérisé en ce que la
désorganisation du noyau est due a un phénomene non tumoral.

17) Procédé selon I'une des revendications 14 a 16, caractérise en ce que
I’expression de p21 WAF1 est obtenue par induction de ’expression du gene.

18) Procédé selon 'une des revendications 14 & 16, caractérisé en ce que
I’expression de p21WAF]1 est obtenue, par blocage de la répression du géne ou d’un
produit d’expression.

19) Procédé selon I'une des revendications 14 a 16, caractérisé en ce que
I’expression de p2l WAF1 est obtenue par introduction d’une séquence codant pour le
produit d’expression ou son €quivalent.

20) Procédé selon I'une des revendications 14 a 16, caractérisé en ce que
I’expression de p21WAF1 est obtenue par introduction du produit du gene ou d’un
produit équivalent.

21) Utilisation du produit d’expression du géne p21WAF1 ou d’un produit
équivalent ou bien d’un composé assurant ’expression dudit produit pour la réalisation
d’un médicament destiné a assurer la réorganisation du noyau celiulaire des cellules
dans des processus cancéreux ou de type non cancereux avec désorganisation du
noyau.

22) Composition thérapeutique caractérisée en ce qu’elle comporte, a titre
de principe actif, le produit d’expression du gene p2IWAF1 ou un produit équivalent

ou bien un composé assurant |’expression dudit produit.
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Interna..unal Application No

PCT/FR 97/01960

. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTE

A
IPC 6 C12Q1/68 CléhlS/ll

C12N15/12 A61K48/00

According to international Patent Classification {IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

IPC 6 C12Q

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbals)

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulted during the intemational search (name of data base and, where practical, search terms used)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category ° | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

23 November 1993
cited in the application
see the whole document

X WO 96 25507 A (US HEALTH

see the whole document

1995
see claims 1-5,9-31

A US 5 264 343 A (KRYSTOSEK ALPHONSE ET AL)

(US); COWAN KENNETH (US)) 22 August 1996

X WO 95 13375 A (UNIV JOHNS HOPKINS) 18 May

;SETH PREM K

-/--

1-13

14-22

14-22

Further documents are listed in the continuation of box C.

Patent family members are listed in annex.

° Special categories of cited documents :

*A" document defining the general state of the art which is not
considered to be of particular relevance

*E" eatrlier document but published on or after the intemational
filing date

*L* document which may throw doubts on priority claim(s) or
which is cited to establish the publication date of another
citation or other special reason (as specified)

*O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or
other means

"P" document publiished prior to the international filing date but
later than the priority date claimed

*T* later document published after the international filing date
or priority date and not in conflict with the application but
cited to understand the principle or theory underlying the

invention

"X document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered to
involve an inventive step when the document is taken alone

*Y* document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other such docu-
ments, such combination being obvious to a person skilled

in the art.

*&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

2 March 1998

09.03.9 8

Date of mailing of the intemational search report

Name and mailing address of the ISA

European Patent Cffice, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 eponl,

Fax; (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Osbhorne, H

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1992)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT Interna, _..al Application No
PCT/FR 97/01960

C.(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category ° | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

A WALDMAN T ET AL: "Uncoupling of S phase 1,2
and mitosis induced by antcancer agents
lacking p21"

NATURE,

vol. 381, June 1996,

pages 713-16, XP002035345

cited in the application

see the whole document

A HAAG M ET AL: “Reverse transformation and 1-13
genome exposure in the C6 glial tumor cell
1line"

CANCER INVESTIGATION,

vol. 12, no. 1, 1994,

pages 33-45, XP002035346

see the whole document

A NEMANI M ET AL: "Activation of the human
homologue of the Drosophila sina gene in
apoptosis and tumor suppression"

PROC. NATL. ACAD. SCI. USA,

vol. 93, August 1996,

pages 9039-42, XP002035347

cited in the application

A EP 0 500 290 A (UNIV CALIFORNIA) 26 August 1-6
1992

see the whole document
A WO 94 19492 A (MAYO FOUNDATION ;THIBODEAU 1-6
STEPHEN N (US); BREN GARY D (US)) 1
September 1994

see claim 1

A WO 95 09928 A (UNIV CALIFORNIA) 13 April 1-6
1995

see the whole document

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (July 1992)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.

P PCT/FR 97/01960

BoxI  Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. Claims Nos.: 14 - 20

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

Although claims 14-20 concern a method for the treatment
of the human/animal body, the search has been carried
out and based on the effects imputed for the product /
composition.

2. D Claims Nos.:
because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. D Claims Nos.
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

1. D As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all
searchableclaims.

2. D As all searchable claims could be searched without effort justifying an additionai fee, this Authority did notinvite payment
of any additional fee.

3. D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this intemational search report
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.

4. D No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest.
D No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Internai, .4 Application No

PCT/FR 97/01960

Intormation on patent family members

Patent document Publication Patent family Publication
cited in search report date member(s) date
US 5264343 A 23-11-93 NONE
WO 9625507 A 22-08-96 AU 5297496 A 04-09-96
WO 9513375 A 18-05-95 NONE
EP 0500290 A 26-08-92 CA 2060267 A 23-08-92

JP 6038798 A 15-02-94
WO 9419492 A 01-09-94 CA 2156920 A 01-09-94

US 5578450 A 26-11-96
WO 9509928 A 13-04-95 NONE

Form PCT/ISA/210 (patent family annex) {July 1992)




RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE

Demanue internationale No

PCT/FR 97/01960

CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE

A,
CIB 6 C12Q1/68 C12N15/11

C12N15/12

A61K48/00

Selon la classification internationale des brevets (CIB) ou a Ia fois selon la classification nationale et la CIB

B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE

CIB 6 Cl12Q

Documentation minimale consultée (systéme de classification suivi des symboles de classement)

Documentation consuitée autre que la documentation minimale dans la mesure ol ces documents relévent des domaines sur lesquels a porté la recherche

utilisés)

Base de données électronique consultée au cours de la recherche internationale (nom de ia base de données, et si cela est réalisable, termes de recherche

C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS

Catégorie °| Identification des documents cités, avec, le cas échéant, l'indication des passages pertinents

no. des revendications visées

23 novembre 1993
cité dans la demande
voir le document en entier

voir le document en entier

1995
voir revendications 1-5,9-31

X WO 96 25507 A (US HEALTH ;SETH PREM K
(US); COWAN KENNETH (US)) 22 aodit 1996

X WO 95 13375 A (UNIV JOHNS HOPKINS) 18 mai

A US 5 264 343 A (KRYSTOSEK ALPHONSE ET AL) 1-13

14-22

14-22

-/..-

Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents

Les documents de familles de brevets sont indiqués en annexe

° Catégories spéciales de documents cités:

"A" document définissant I'état général de latechnique, non
considéré comme particuliérement pertinent

*E* document antérieur, mais publié & la date de dépét international
ou aprés cette date

°L* document pouvant jeter un doute sur une revendication de
priorité ou cité pour déterminer la date de publication d'une
autre citation ou pour une raison spéciale (telle qu'indiquée)

*0" document se référant a une divulgation orale, a un usage, a
une exposition ou tous autres moyens

"P* document publié avant la date de dép6t intemational, mais
postérieurement a la date de priorité revendiquée

*T* dooument ultérieur publié aprés la date de dépét international ou la
date de priorité et n'appartenenant pas & 'état de la
technique pertinent, mais cité pour comprendre le principe
ou la théorie constituant la base de l'invention

*X* document particuli@rement pertinent; l'invention revendiquée ne peut
étre considérée comme nouvelle ou comme impliquant une activité
inventive par rapport au document considéré isolément

*Y* document particulidrement pertinent; l'invention revendiquée
ne peut étre cansidérée comme impliquant une activité inventive
lorsque le document est associé & un ou plusieurs autres
doouments de méme nature, cette combinaison étant évidente
pour une personne du métier

*&" document qui fait partie de la méme famillede brevets

Date a laquelle la recherche internationale a été effectivement achevée

2 mars 1998

Date d'expédition du présent rapport de recherche internationale

3 R®

Office Européen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswiik

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 eponi,

Fax: (+31-70) 340-3016

Nom et adresse postale de 'administration chargée de ia recherche internationale

Fonctionnaire autorisé

Osborne, H

Formulaire PCT/ISA/210 (deuxiéme feuille) (juillet 1892)
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE

Demanae internationale No

PCT/FR 97/01960

C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS

Catégorie | Identification des documents cités, avec,le cas échéant, l'indicationdes passages pertinents no. des revendications visées

A WALDMAN T ET AL: "Uncoupling of S phase
and mitosis induced by antcancer agents
lacking p21"

NATURE,

vol. 381, juin 1996,

pages 713-16, XP002035345

cité dans la demande

voir le document en entier

genome exposure in the C6 glial tumor cell
line"

CANCER INVESTIGATION,

vol. 12, no. 1, 1994,

pages 33-45, XP002035346

voir le document en entier

A NEMANI M ET AL: "“Activation of the human
homologue of the Drosophila sina gene in
apoptosis and tumor suppression"

PROC. NATL. ACAD. SCI. USA,

vol. 93, aoiit 1996,

pages 9039-42, XP002035347

cité dans la demande

A EP 0 500 2960 A (UNIV CALIFORNIA) 26 aofit
1992

voir le document en entier

A WO 94 19492 A (MAYO FOUNDATION ;THIBODEAU
STEPHEN N (US); BREN GARY D (US)) 1
septembre 1994

voir revendication 1

A WO 95 09928 A (UNIV CALIFORNIA) 13 avril
1995

voir le document en entier

A HAAG M ET AL: "Reverse transformation and

1,2

1-13

1-6

1-6

Formulaire PCT/ISA/210 {suite de la deuxiéme feuille) {juillet 1992)

page 2 de 2




Demande internatonale n°

RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE PCT/FR 97/ 01960

Cadre | Observations - iorsqu'il a été estimé que certaines revendications ne pouvaient pas faire {'objet d'une recherche|
(suite du point 1 de ia premiere feuille)

Conformeément 4 l'article 17.2)a), certaines revendications n'ont pas fait l'objet d'une recherche pour les motifs suivants:

1. Les revendications n®s  14=20

se rapportent a un objet & |'égard duguet I'administration n'est pas tenue de procéder a la recherche, a savoir:

Bien que les revendications 14-20 concernent une méthode de traitement
du corps humain/animal, la recherche a été effectuée et basée sur les
effets imputés au produit/i la composition.

2. D Les revendications n°®

se rapportent 4 des parties de la demande internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions preserites pour
qu'une recherche significative puisse étre effectuée, en particulier:

3. [:] Les revendications n°®

sont des revendications dépendantes et ne sont pas redigées conformément aux dispositions de la deuxieme et de ia
troisiéme phrases de la regle 6.4.a).

Cadre Il Observations - lorsqu'il y a absence d'unité de l'invention (suite du point 2 de ia premiere feuille)

L'administration chargée de la recherche internationale a trouvé plusieurs inventions dans la demande internationale, a savoir:

e

. D Comme toutes les taxes additionnelies ont été payées dans les déiais par le déposant, le présent rapport de recherche
internationale porte sur toutes ies revendications pouvant faire 'objet d'une recherche.

nN

. D Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y prétaient ont pu étre effectuées sans effort particulier
justifiant une taxe additionnelle, 'administration n'a sollicité le paiement d'aucune taxe de cette nature.

3. [:l Comme une partie seuiement des taxes additionnelles demandées a été payée dans les délais par le déposant, le présent

rapport de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles ies taxes ont été payees, a savoir
les revendications n =

4. D Aucune taxe additionnelle demandée n'a été payée dans les délais par le déposant. En conséquence, le présent rapport
de recherche intemnationaie ne porte que sur {'invention mentionnée en premier lieu dans les revendications; elle est
couverte par les revendications n °*

Remarque quant a Ia réserve D Les taxes additionnelles étaient accompagnées d'une réserve de la part du déposany.

D Le paiement des taxes additionnelles n'était assorti d'aucune réserve.

Formulaire PCT/ISA/210 (suite de ta premiere feuilie (1)) (Juillet 1992)



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE

Renseignements relatifs aux membres de familles de brevets

Demanue internationale No

PCT/FR 97/01960

Document brevet cité Date de Membre(s) de la Date de
au rapport de recherche publication famille de brevet(s) publication
US 5264343 A 23-11-93 AUCUN
W0 9625507 A 22-08-96 AU 5297496 A 04-09-96
WO 9513375 A 18-05-95 AUCUN
EP 0500290 A 26-08-92 CA 2060267 A 23-08-92
JP 6038798 A 15-02-94
WO 9419492 A 01-09-94 CA 2156920 A 01-09-94
US 5578450 A 26-11-96
WO 9509928 A 13-04-95 AUCUN

Formulaire PCT/ISA/210 (annexe familles de brevets) (juillet 1892)
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