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Méthode de pronostic et/ou de diagnostic d'une perte de densité capillaire.

Méthode de pronostic et/ou de diagnostic d’'une perte

de densité capillaire

La présente invention concerne une méthode de pro-
nostic et/ou de diagnostic d’une perte de densité capillaire,
comprenant la mesure du niveau d’expression d’au moins
un géne choisi parmi 63 génes spécifiques, dans un échan-
tillon de cuir chevelu d’un sujet. La présente invention porte
également sur une méthode de traitement cosmétique du
cuir chevelu, une méthode d’identification de composés an-
tichute et/ou favorisant la croissance du cheveu et/ou favo-
risant 'augmentation de 'épaisseur du cheveu. Enfin, la
présente invention concerne un kit et son utilisation pour
lidentification d’'un composé antichute et/ou favorisant la
croissance du cheveu et/ou favorisant 'augmentation de
épaisseur du cheveu.
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Description
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perte de densité capillaire

La présente invention concerne une méthode de pronostic et/ou de diagnostic d’une
perte de densité capillaire. La présente invention porte également sur une méthode de
traitement cosmétique du cuir chevelu, une méthode d’identification de composés
antichute et/ou favorisant la croissance du cheveu et/ou favorisant I’augmentation de
I’épaisseur du cheveu. Enfin, la présente invention concerne un kit et son utilisation
pour I'identification d’un composé antichute et/ou favorisant la croissance du cheveu
et/ou favorisant I’augmentation de 1’épaisseur du cheveu.

Chez 1'étre humain, la croissance des cheveux est cyclique et comporte trois phases
successives : la phase anagene, la phase catagene et la phase télogene. Chaque follicule
de la chevelure se renouvelle donc en permanence, de fagon cyclique et indépendante
aux follicules adjacents. La phase anagene ou phase de croissance, au cours de laquelle
les cheveux s'allongent, dure plusieurs années. La phase catagene qui succede a la
phase anagene est tres courte et ne dure que quelques semaines. Au cours de cette
phase, le cheveu subit une involution, le follicule s'atrophie et son implantation
dermique apparait de plus en plus haute. La phase té€logene, qui dure quelques mois,
correspond a une période de repos du follicule ou le cheveu finit par tomber. Apres
cette phase de repos un nouveau follicule est régénéré, sur place, et un nouveau cycle
recommence.

A chaque instant, tous les cheveux ne sont pas dans la méme phase au méme
moment. Ainsi, sur les 150 000 cheveux environ que comporte une chevelure, seuls
10% d'entre eux environ sont au repos et seront donc remplacés en quelques mois
selon une horloge biologique propre a chaque cheveu.

La chute ou perte naturelle des cheveux peut étre estimée, en moyenne, a quelques
cent cheveux par jour pour un état physiologique normal. Cependant, il arrive que le
cycle pilaire puisse se dérégler et que la chute des cheveux s'accélere et conduise a une
perte temporaire ou définitive des cheveux appelée alopécie. Différentes causes
peuvent étre a l'origine d'une alopécie.

Il peut s'agir d'une perte massive ou d'altérations des cheveux appelées relogen
effluvium, au cours d'une grossesse, au cours d'états de dénutrition ou de déséquilibres
alimentaires, ou encore au cours d'états d'asthénie, d’un dysfonctionnement hormonal
ou d’une évolution hormonale comme cela peut étre le cas au cours de la ménopause. 11
peut également s'agir de chute ou d'altérations des cheveux en relation avec des

phénomenes saisonniers. Dans certaines dermatoses du cuir chevelu a caractéristique
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inflammatoire, telles que par exemple le psoriasis ou les dermatites séborrhéiques, la
chute des cheveux peut €tre fortement accentuée ou entrainer des cycles des follicules
fortement perturbés.

Il peut également s'agir d'une alopécie qui est essenticllement due a une perturbation
du renouvellement capillaire qui entraine, dans un premier temps, l'accélération de la
fréquence des cycles aux dépens de la qualité des cheveux puis de leur quantité. Les
cycles de croissance successifs aboutissent a des cheveux de plus en plus fins et de
plus en plus courts, se transformant peu a peu en un duvet non pigmenté. Des zones
sont touchées préférentiellement, notamment les golfes temporaux ou frontaux chez
I'homme, et chez les femmes, on constate une alopécie diffuse du vertex. Il s'agit plus
particulierement de I'alopécie androgénique. Dans un nombre important de cas, la
chute précoce des cheveux survient chez des sujets prédisposés génétiquement, il s'agit
alors d'alopécie androgénétique ; cette forme d'alopécie concerne plus préféren-
tiellement les hommes. 11 est connu, par ailleurs, que certains facteurs tels qu'un dés-
équilibre hormonal, un stress physiologique ou la malnutrition, peuvent accentuer le
phénomene.

Il existe donc un besoin de disposer de nouveaux biomarqueurs permettant la caracté-
risation d’une perte de densité capillaire, en particulier liée a la chute de cheveux et/ou
a I’affinement des cheveux.

I1 existe également un besoin pour un procédé de criblage d’actifs antichute et/ou fa-
vorisant la croissance du cheveu et/ou favorisant I’augmentation de 1’épaisseur du
cheveu.

La présente invention vise a répondre a ce besoin.

La présente invention résulte de la découverte inattendue des inventeurs qu’un
certain nombre de genes spécifiques, identifiés ci-apres, sont impliqués dans la perte de
densité capillaire, notamment liée a la chute de cheveux et/ou a I’affinement des
cheveux.

La présente invention concerne ainsi une méthode de pronostic et/ou diagnostic
d’une perte de densité capillaire, en particulier liée a la chute de cheveux et/ou a
I’affinement des cheveux, chez un sujet, ladite méthode comprenant I’étape suivante :
a. mesurer le niveau d’expression d’au moins un gene choisi parmi les 63 genes

suivants, dans un échantillon de cuir chevelu dudit sujet :

CCL23, CD300C, CCLS, C7, FCN1, FCERI1G, CCL24, FCGR2A, VSIG4, PPBP,
CD14, C3AR1, IFITM1, IFITM2, IFITM3, SPP1, TIMP4, TIMP1, PCOLCE, POSTN,
DPT, TDGF1, POUSFI1, RUNX2, LIN28A, ANGPTL3, ANGPTL4, ANGPTL?7,
KRTAP9-9, KRTAP9-6, KRTAP7-1, KRTAP5-9, KRTAPS-8, KRTAPS-7,
KRTAPS5-5, KRTAPS-4, KRTAPS-3, KRTAPS-2, KRTAPS-11, KRTAPS-10,
KRTAP4-9, KRTAP4-6, KRTAP4-5, KRTAP4-4, KRTAP4-2, KRTAP4-12,
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KRTAP4-11, KRTAP4-1, KRTAP3-2, KRTAP2-4, KRTAP2-2, KRTAP16-1,
KRTAP10-9, KRTAP10-8, KRTAP10-7, KRTAP10-3, KRTAP10-2, KRTAPI10-11,
KRTAP10-10, KRT4, KRT32, KRT39 et KRT72.

La présente invention a €galement pour objet une méthode de pronostic et/ou
diagnostic d’une perte de densité capillaire, en particulier li€e a la chute de cheveux et/
ou a I’affinement des cheveux, chez un sujet, ladite méthode comprenant les étapes
suivantes :

a. mesurer le niveau d’expression d’au moins un gene choisi parmi les 63 geénes
suivants, dans un €chantillon de cuir chevelu dudit sujet :

CCL23, CD300C, CCLS, C7, FCN1, FCERI1G, CCL24, FCGR2A, VSIG4, PPBP,
CD14, C3AR1, IFITM1, IFITM2, IFITM3, SPP1, TIMP4, TIMP1, PCOLCE, POSTN,
DPT, TDGF1, POUSFI1, RUNX2, LIN28A, ANGPTL3, ANGPTL4, ANGPTL?7,
KRTAP9-9, KRTAP9-6, KRTAP7-1, KRTAP5-9, KRTAPS-8, KRTAPS-7,
KRTAPS5-5, KRTAPS-4, KRTAPS-3, KRTAPS-2, KRTAPS-11, KRTAPS-10,
KRTAP4-9, KRTAP4-6, KRTAP4-5, KRTAP4-4, KRTAP4-2, KRTAP4-12,
KRTAP4-11, KRTAP4-1, KRTAP3-2, KRTAP2-4, KRTAP2-2, KRTAP16-1,
KRTAP10-9, KRTAP10-8, KRTAP10-7, KRTAP10-3, KRTAP10-2, KRTAPI10-11,
KRTAP10-10, KRT4, KRT32, KRT39 et KRT72 ;

b. déduire de 1’étape a) si le cuir chevelu dudit sujet présente une perte de densité ca-
pillaire ou si le cuir chevelu dudit sujet est susceptible de développer une perte de
densité capillaire ; puis

c. si le cuir chevelu est identifié comme présentant une perte de densité capillaire ou
comme étant susceptible de développer une perte de densité capillaire a 1’étape b),
traiter ledit cuir chevelu avec une composition cosmétique contre la perte de densité
capillaire.

La présente invention concerne aussi une méthode d’identification d’un composé
antichute et/ou favorisant la croissance du cheveu et/ou favorisant I’augmentation de
I’épaisseur du cheveu, ladite méthode comprenant les €tapes suivantes :

a. mettre en contact au moins un composé candidat avec un échantillon de cuir
chevelu d’un sujet, puis mesurer le niveau d’expression d’au moins un gene choisi
parmi les genes suivants, dans ledit échantillon:

CCL23, CD300C, CCLS, C7, FCN1, FCERI1G, CCL24, FCGR2A, VSIG4, PPBP,
CD14, C3ARI1, IFITMI1, IFITM2, IFITM3, SPP1, TIMP4, TIMP1, PCOLCE, POSTN
et DPT ;

b. comparer I’expression mesurée a 1’étape a) a I’expression du(es) méme(s) gene(s)
dans un échantillon de cuir chevelu non exposé audit composé ; et

c. identifier ledit composé candidat comme un composé antichute ou favorisant la

croissance du cheveu, ou favorisant I’augmentation de I’épaisseur du cheveu,
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lorsqu’une diminution de 1’expression du(es) gene(s) dans I’échantillon de cuir chevelu
qui a été exposé audit composé candidat est détectée, par rapport a I’expression du(es)
gene(s) dans 1’échantillon de cuir chevelu qui n’a pas €t€ exposé au composé candidat.

La présente invention concerne aussi une méthode d’identification d’un composé
antichute et/ou favorisant la croissance du cheveu et/ou favorisant I’augmentation de
I’épaisseur du cheveu, ladite méthode comprenant les €tapes suivantes :

a. mettre en contact au moins un composé candidat avec un échantillon de cuir
chevelu d’un sujet, puis mesurer le niveau d’expression d’au moins un gene choisi
parmi les genes suivants, dans ledit échantillon :

TDGFI1, POUSF1, RUNX2, LIN28A, ANGPTL3, ANGPTL4, ANGPTL7,
KRTAP9-9, KRTAP9-6, KRTAP7-1, KRTAP5-9, KRTAPS-8, KRTAPS-7,
KRTAPS5-5, KRTAPS-4, KRTAPS-3, KRTAPS-2, KRTAPS-11, KRTAPS-10,
KRTAP4-9, KRTAP4-6, KRTAP4-5, KRTAP4-4, KRTAP4-2, KRTAP4-12,
KRTAP4-11, KRTAP4-1, KRTAP3-2, KRTAP2-4, KRTAP2-2, KRTAP16-1,
KRTAP10-9, KRTAP10-8, KRTAP10-7, KRTAP10-3, KRTAP10-2, KRTAPI10-11,
KRTAP10-10, KRT4, KRT32, KRT39 et KRT72 ;

b. comparer I’expression mesurée a 1’étape a) a I’expression du(es) méme(s) gene(s)
dans un échantillon de cuir chevelu non exposé audit composé ; et

c. identifier ledit composé candidat comme un composé antichute ou favorisant la
croissance du cheveu, ou favorisant I’augmentation de I’épaisseur du cheveu,
lorsqu’une augmentation de 1’expression du(es) géne(s) dans I’échantillon de cuir
chevelu qui a été exposé audit composé candidat est détectée, par rapport a
I’expression du(es) géne(s) dans I’échantillon de cuir chevelu qui n’a pas été exposé au
composé candidat.

La présente invention a €galement pour objet un kit comprenant :

a. un moyen pour la mesure dans un échantillon de cuir chevelu, du niveau
d’expression d’au moins un gene choisi parmi les 63 génes suivants, dans un
échantillon de cuir chevelu dudit sujet :

CCL23, CD300C, CCLS, C7, FCN1, FCERI1G, CCL24, FCGR2A, VSIG4, PPBP,
CD14, C3AR1, IFITM1, IFITM2, IFITM3, SPP1, TIMP4, TIMP1, PCOLCE, POSTN,
DPT, TDGF1, POUSFI1, RUNX2, LIN28A, ANGPTL3, ANGPTL4, ANGPTL?7,
KRTAP9-9, KRTAP9-6, KRTAP7-1, KRTAP5-9, KRTAPS-8, KRTAPS-7,
KRTAPS5-5, KRTAPS-4, KRTAPS-3, KRTAPS-2, KRTAPS-11, KRTAPS-10,
KRTAP4-9, KRTAP4-6, KRTAP4-5, KRTAP4-4, KRTAP4-2, KRTAP4-12,
KRTAP4-11, KRTAP4-1, KRTAP3-2, KRTAP2-4, KRTAP2-2, KRTAP16-1,
KRTAP10-9, KRTAP10-8, KRTAP10-7, KRTAP10-3, KRTAP10-2, KRTAPI10-11,
KRTAP10-10, KRT4, KRT32, KRT39 et KRT72, et

b. une notice d’instructions.
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La présente invention concerne aussi I’ utilisation d’un kit selon 1’invention pour
I’identification d’un composé antichute et/ou favorisant la croissance du cheveu et/ou

favorisant I’augmentation de 1’épaisseur du cheveu.
La présente invention concerne aussi I’ utilisation d’un kit selon ’'invention pour le

pronostic et/ou le diagnostic d’une perte de densité capillaire, en particulier li€e a la
chute de cheveux et/ou a I’affinement des cheveux, chez un sujet.

Toutes les méthodes décrites dans la présente invention sont des méthodes in vitro.
Description détaillée de I’invention

Méthode de pronostic et/ou diagnostic

La présente invention concerne ainsi une méthode de pronostic et/ou diagnostic
d’une perte de densité capillaire, en particulier liée a la chute de cheveux et/ou a
I’affinement des cheveux, chez un sujet, ladite méthode comprenant I’étape suivante :

a. mesurer le niveau d’expression d’au moins un gene choisi parmi les 63 geénes
suivants, dans un €chantillon de cuir chevelu dudit sujet :

CCL23, CD300C, CCLS, C7, FCN1, FCERI1G, CCL24, FCGR2A, VSIG4, PPBP,
CD14, C3AR1, IFITM1, IFITM2, IFITM3, SPP1, TIMP4, TIMP1, PCOLCE, POSTN,
DPT, TDGF1, POUSFI1, RUNX2, LIN28A, ANGPTL3, ANGPTL4, ANGPTL?7,
KRTAP9-9, KRTAP9-6, KRTAP7-1, KRTAP5-9, KRTAPS-8, KRTAPS-7,
KRTAPS5-5, KRTAPS-4, KRTAPS-3, KRTAPS-2, KRTAPS-11, KRTAPS-10,
KRTAP4-9, KRTAP4-6, KRTAP4-5, KRTAP4-4, KRTAP4-2, KRTAP4-12,
KRTAP4-11, KRTAP4-1, KRTAP3-2, KRTAP2-4, KRTAP2-2, KRTAP16-1,
KRTAP10-9, KRTAP10-8, KRTAP10-7, KRTAP10-3, KRTAP10-2, KRTAPI10-11,
KRTAP10-10, KRT4, KRT32, KRT39 et KRT72.

Par « densité capillaire » d’un cuir chevelu, on entend le nombre de cheveux par
centimetre carré (cm?) de ce cuir chevelu. Une densité capillaire moyenne est géné-
ralement supérieure a 220 cheveux/cm?. Une faible densité capillaire est généralement
inférieure ou €gale a 200 cheveux/cm?, de préférence inférieure ou égale a 190
cheveux/cm?, de préférence inférieure ou égale a 185 cheveux/cm?.

La méthode de pronostic et/ou diagnostic d’une perte de densité capillaire, en par-
ticulier liée a la chute de cheveux et/ou a I’affinement des cheveux, selon 1’invention,
comprend une étape a) de mesure du niveau d’expression d’au moins un gene choisi
parmi les 63 genes suivants, dans un échantillon de cuir chevelu dudit sujet : CCL23,
CD300C, CCLS, C7, FCN1, FCERI1G, CCL24, FCGR2A, VSIG4, PPBP, CD14,
C3ARI1, IFITMI1, IFITM2, IFITM3, SPP1, TIMP4, TIMP1, PCOLCE, POSTN, DPT,
TDGF1, POUSFI1, RUNX2, LIN28A, ANGPTL3, ANGPTL4, ANGPTL7,
KRTAP9-9, KRTAP9-6, KRTAP7-1, KRTAP5-9, KRTAPS-8, KRTAPS-7,
KRTAPS5-5, KRTAPS-4, KRTAPS-3, KRTAPS-2, KRTAPS-11, KRTAPS-10,
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KRTAP4-9, KRTAP4-6, KRTAP4-5, KRTAP4-4, KRTAP4-2, KRTAP4-12,
KRTAP4-11, KRTAP4-1, KRTAP3-2, KRTAP2-4, KRTAP2-2, KRTAP16-1,
KRTAP10-9, KRTAP10-8, KRTAP10-7, KRTAP10-3, KRTAP10-2, KRTAPI10-11,
KRTAP10-10, KRT4, KRT32, KRT39 et KRT72.

De préférence, I’étape a) comprend la mesure des niveaux d’expression d’au moins 2
genes, de préférence au moins 3 genes, de préférence au moins 5 geénes, de préférence
au moins 10 genes, de préférence au moins 15 genes, de préférence au moins 20 genes,
de préférence au moins 30 genes, de préférence de tous les génes, choisis parmi les 63
genes suivants, dans un échantillon de cuir chevelu dudit sujet : CCL23, CD300C,
CCLS, C7, FCNI1, FCER1G, CCL24, FCGR2A, VSIG4, PPBP, CD14, C3ARI1,
IFITM1, IFITM2, IFITM3, SPP1, TIMP4, TIMP1, PCOLCE, POSTN, DPT, TDGF1,
POUSFI1, RUNX2, LIN28A, ANGPTL3, ANGPTL4, ANGPTL7, KRTAP9-9,
KRTAP9-6, KRTAP7-1, KRTAPS5-9, KRTAPS-8, KRTAPS-7, KRTAPS-5,
KRTAPS5-4, KRTAPS-3, KRTAPS-2, KRTAPS5-11, KRTAPS-10, KRTAP4-9,
KRTAP4-6, KRTAP4-5, KRTAP4-4, KRTAP4-2, KRTAP4-12, KRTAP4-11,
KRTAP4-1, KRTAP3-2, KRTAP2-4, KRTAP2-2, KRTAP16-1, KRTAP10-9,
KRTAP10-8, KRTAP10-7, KRTAP10-3, KRTAP10-2, KRTAP10-11, KRTAP10-10,
KRT4, KRT32, KRT39 et KRT72.

CCL23 est le géne codant pour la chimiokine « Chemokine (C-C motif) ligand 23 ».
Le géne humain a pour numéro d’accession ID 6368 dans la banque NCBI.

CD300C est le gene codant pour la CMRF35-1like molecule 6 (CLM-6). Le géne
humain a pour numéro d’accession ID 10871 dans la banque NCBI.

CCLS est le gene codant pour la chimiokine « C-C motif chemokine 8 ». Le geéne
humain a pour numéro d’accession ID 6355 dans la banque NCBI.

C7 est le gene codant pour le composant C7 du complément. Le gene humain a pour
numéro d’accession ID 730 dans la banque NCBI.

FCNI1 est le géne codant pour la ficoline 1 (en anglais « ficolin-1 »). Le géne humain
a pour numéro d’accession ID 2219 dans la banque NCBI.

FCERI1G est le gene codant pour la sous-unité gamma du récepteur epsilon
d’immunoglobuline a haute affinité (en anglais « high affinity immunoglobulin epsilon
receptor subunit gamma »). Le géne humain a pour numéro d’accession ID 2207 dans
la banque NCBI.

CCL24 est le géne codant pour la chimiokine « C-C motif chemokine 24 ». Le geéne
humain a pour numéro d’accession ID 6369 dans la banque NCBI.

FCGR2A est le gene codant pour le récepteur II-a de la région Fc gamma
d’immunoglobuline a faible affinité (en anglais « low affinity immunoglobulin gamma
Fc region receptor II-a »). Le gene humain a pour numéro d’accession ID 2212 dans la
banque NCBI.
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VSIG4 est le gene codant pour la protéine 4 contenant un domaine immunoglobuline
et V-set (en anglais « V-set and immunoglobulin domain-containing protein 4 »). Le
gene humain a pour numéro d’accession ID 11326 dans la banque NCBI.

PPBP est le gene codant pour la protéine plaquettaire basique. Le géne humain a
pour numéro d’accession ID 5473 dans la banque NCBI.

CD14 est le gene codant pour la protéine monocyte différentiation antigen CD14. Le
gene humain a pour numéro d’accession ID 929 dans la banque NCBI.

C3ARI1 est le gene codant pour le récepteur chimiotactique d’anaphyllatoxine C3a.
Le géne humain a pour numéro d’accession ID 719 dans la banque NCBI.

IFITM1, IFITM2 ou IFITM3 sont les genes respectifs codant pour la protéine 1, 2 ou
3 transmembranaire induite par I’interféron. Les génes humains ont pour numéro
d’accession ID 8519 (IFITM1), 10581 (IFITM2) et 10410 (IFITM3) dans NCBI.

SPP1 est le gene codant pour la phosphatase 1 sphingosine-1-phosphate. Le gene
humain a pour numéro d’accession ID 81537 dans la banque NCBI.

TIMP4 ou TIMP1 sont les genes respectifs codant pour I’inhibiteur de métallopro-
téinases 4 ou 1. Les genes humains ont pour numéro d’accession ID 7079 ou 7076
dans la banque NCBI.

PCOLCE est le gene codant pour le « procollagen C-endopeptidase enhancer-1 ». Le
gene humain a pour numéro d’accession ID 5118 dans la banque NCBI.

POSTN est le gene codant pour la périostine. Le géne humain a pour numéro
d’accession ID 10631 dans la banque NCBI.

DPT est le gene codant pour la dermatopontine. Le géne humain a pour numéro
d’accession ID 1805 dans la banque NCBI.

TDGFI est le gene codant pour le facteur de croissance 1 dérivé du tératocarcinome.
Le géne humain a pour numéro d’accession ID 6997 dans la banque NCBI.

POUSFI est le gene codant pour le facteur de transcription 1, classe 5, du domaine
POU. Le gene humain a pour numéro d’accession ID 5460 dans la banque NCBI.

RUNX2 est le géne codant pour le facteur de transcription 2 1i€ a Runt (Runt-related
transcription factor 2). Le géne humain a pour numéro d’accession ID 860 dans la
banque NCBI.

LIN28A est le gene codant pour la protéine « protein lin-28 homolog A ». Le gene
humain a pour numéro d’accession ID 79727 dans la banque NCBI.

ANGPTL3, ANGPTL4 ou ANGPTL7 sont les genes respectifs codant pour la
protéine 3, 4 ou 7 liée a I’angiopoiétine. Les genes humains ont pour numéro
d’accession 27329 (ANGPTL3), 51129 (ANGPTL4) et 10218 (ANGPTL7) dans
NCBL

KRTAP9-9, KRTAP9-6, KRTAP7-1, KRTAP5-9, KRTAPS5-8, KRTAPS-7,
KRTAPS5-5, KRTAPS-4, KRTAPS-3, KRTAPS-2, KRTAPS-11, KRTAPS-10,
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KRTAP4-9, KRTAP4-6, KRTAP4-5, KRTAP4-4, KRTAP4-2, KRTAP4-12,
KRTAP4-11, KRTAP4-1, KRTAP3-2, KRTAP2-4, KRTAP2-2, KRTAP16-1,
KRTAP10-9, KRTAP10-8, KRTAP10-7, KRTAP10-3, KRTAP10-2, KRTAPI0-11 et
KRTAP10-10, sont toutes les protéines associées a la kératine. Dans NCBI, les genes
humains ont pour numéro d’accession ID 81870 (KRTAP9-9), 100507608
(KRTAP9-6), 337878 (KRTAP7-1), 387266 (KRTAPS5-9), 57830 (KRTAPS5-8),
440050 (KRTAPS5-7), 439915 (KRTAPS-5), 387267 (KRTAPS5-4), 387266
(KRTAPS-3), 440021 (KRTAPS5-2), 440051 (KRTAPS-11), 387273 (KRTAPS-10),
100132386 (KRTAP4-9), 81871 (KRTAP4-6), 85289 (KRTAP4-5), 84616
(KRTAP4-4), 85291 (KRTAP4-2), 83755 (KRTAP4-12), 653240 (KRTAP4-11),
85285 (KRTAP4-1), 83897 (KRTAP3-2), 85294 (KRTAP2-4), 728279 (KRTAP2-2),
100505753 (KRTAP16-1), 386676 (KRTAP10-9), 386681 (KRTAP10-8), 386675
(KRTAP10-7), 386682 (KRTAP10-3), 386679 (KRTAP10-2), 386678 (KRTAP10-11)
et 353333 (KRTAP10-10).

KRT4, KRT32, KRT39 et KRT72 sont également des protéines de kératine. Dans
NCBI, les genes humains ont pour numéro d’accession ID 3851 (KRT4), 3882
(KRT32), 390792 (KRT39) et 140807 (KRT72).

Les geénes selon I'invention sont typiquement impliqués dans 1’inflammation et/ou
I’immunité, et/ou dans la différenciation des kératinocytes. En particulier, ils sont
impliqués dans I’'inflammation, dans la matrice extracellulaire, dans la formation ou le
développement de cellules souches, et/ou dans la kératinisation des cheveux.

Par « niveau d’expression » d’un geéne, on entend la quantité d’ARNm produite, ou
bien la quantité de proté€ine produite, par I’expression de ce gene. Cette quantité peut
par exemple €tre exprimée en tant que telle, sous forme de concentration, ou de ratio.

Le niveau d’expression de chaque gene peut Etre mesuré par toute technique ap-
propriée, connue de I’art antérieur. Pour mesurer I’expression de 'ARNm, les ARN
peuvent extraits par n'importe quelle méthode d'extraction d'ARN de la peau telle que
le cuir chevelu, par exemple par la méthode décrite dans le paragraphe Matériels et
Méthodes de I’exemple ci-dessous, puis peuvent étre traités pour une quantification
spécifique de ' ARNm par n'importe quelle méthode de quantification de ' ARNm, par
exemple par PCR quantitative. Pour mesurer 1’expression d’une protéine, les protéines
peuvent Etre extraites a 1'aide d'un tampon approprié¢ pour I'extraction des protéines de
la peau, par exemple un Tampon RIPA ou un tampon d'urée, puis peuvent étre traitées
par toute méthode d'évaluation de protéine spécifique, par exemple Western blot ou
ELISA.

L’échantillon de cuir chevelu du sujet utilisé dans la méthode de pronostic et/ou
diagnostic selon I’invention, est un échantillon prélevé sur le cuir chevelu du sujet, en

particulier sur le vertex.
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Par « sujet », on entend ici un €tre humain, de préférence agé de 20 a 80 ans, de
préférence agé de 50 a 75 ans, encore mieux agé€ de 65 a 75 ans.

Dans un mode de réalisation particulier, la méthode de pronostic et/ou diagnostic
selon I’invention comprend en outre les étapes consistant a :

b. déduire de 1’étape a) si le cuir chevelu dudit sujet présente une perte de densité ca-
pillaire ou si le cuir chevelu dudit sujet est susceptible de développer une perte de
densité capillaire ; et

c. si le cuir chevelu est identifié comme présentant une perte de densité capillaire ou
comme étant susceptible de développer une perte de densité capillaire a 1’étape b),
traiter ledit cuir chevelu avec une composition cosmétique contre la perte de densité
capillaire.

Par « susceptible de développer une perte de densité capillaire », on entend on entend
un sujet qui présente un début de chute de cheveux ; on entend également un sujet
ayant un cuir chevelu sans symptome de type perte de densité capillaire.

Dans un mode de réalisation particulier, le cuir chevelu dudit sujet est diagnostiqué
comme présentant une perte de densité capillaire ou susceptible de développer une
perte de densité capillaire, lorsque le niveau d’expression du(es) géne(s) mesuré a
I’étape (a) dans I’échantillon de cuir chevelu du sujet est modulé, en particulier signifi-
cativement modulé, par rapport a un contrdle.

Dans un mode de réalisation particulier, le controle est une valeur de référence.

Dans un mode de réalisation particulier, la valeur de référence est déterminée par la
valeur moyenne du niveau d’expression d’un geéne, mesurée dans une population dé-
terminée, par exemple une population dans une tranche d’age déterminée, et/ou ayant
un type de cuir chevelu défini.

De préférence, le cuir chevelu dudit sujet est diagnostiqué comme présentant une
perte de densité capillaire ou susceptible de développer une perte de densité capillaire,
lorsque le niveau d’expression du(es) gene(s) mesuré a 1’étape (a) dans I’échantillon de
cuir chevelu du sujet est supérieur, en particulier significativement supérieur, a un
contrdle, le(s)dit(s) gene(s) étant choisi(s) parmi CCL23, CD300C, CCLS, C7, FCNI1,
FCERI1G, CCL24, FCGR2A, VSIG4, PPBP, CD14, C3AR1, IFITM1, IFITM2,
IFITM3, SPP1, TIMP4, TIMP1, PCOLCE, POSTN et DPT. De préférence, pour
chaque gene, le contrdle est une valeur de référence déterminée par la valeur moyenne
du niveau d’expression du géne, mesurée dans une population déterminée, par exemple
une population agée de 50 a 75 ans, et/ou ayant une densité capillaire moyenne.

De préférence, le cuir chevelu dudit sujet est diagnostiqué comme présentant une
perte de densité capillaire ou susceptible de développer une perte de densité capillaire,
lorsque le niveau d’expression du(es) gene(s) mesuré a 1’étape (a) dans I’échantillon de

cuir chevelu du sujet est au moins 1,2 fois, de préférence au moins 1,25 fois, supérieur
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a un controle, le(s)dit(s) gene(s) étant choisi(s) parmi CCL23, CD300C, CCLS, C7,
FCNI1, FCER1G, CCL24, FCGR2A, VSIG4, PPBP, CD14, C3ARI1, IFITM1, IFITM2,
IFITM3, SPP1, TIMP4, TIMP1, PCOLCE, POSTN et DPT.

De préférence, le cuir chevelu dudit sujet est diagnostiqué comme présentant une
perte de densité capillaire ou susceptible de développer une perte de densité capillaire,
lorsque le niveau d’expression du(es) gene(s) mesuré a 1’étape (a) dans I’échantillon de
cuir chevelu du sujet est inférieur, en particulier significativement inférieur, a un
contrdle, le(s)dit(s) gene(s) étant choisi(s) parmi TDGF1, POUSF1, RUNX2, LIN28A,
ANGPTL3, ANGPTL4, ANGPTL7, KRTAP9-9, KRTAP9-6, KRTAP7-1,
KRTAPS5-9, KRTAPS-8, KRTAPS-7, KRTAPS-5, KRTAPS-4, KRTAPS-3,
KRTAPS5-2, KRTAPS-11, KRTAP5-10, KRTAP4-9, KRTAP4-6, KRTAP4-5,
KRTAP4-4, KRTAP4-2, KRTAP4-12, KRTAP4-11, KRTAP4-1, KRTAP3-2,
KRTAP2-4, KRTAP2-2, KRTAP16-1, KRTAP10-9, KRTAP10-8, KRTAP10-7,
KRTAP10-3, KRTAP10-2, KRTAP10-11, KRTAP10-10, KRT4, KRT32, KRT39 et
KRT72. De préférence, pour chaque gene, le contréle est une valeur de référence dé-
terminée par la valeur moyenne du niveau d’expression du gene, mesurée dans une po-
pulation déterminée, par exemple une population agée de 50 a 75 ans, et/ou ayant une
densité capillaire moyenne.

De préférence, le cuir chevelu dudit sujet est diagnostiqué comme présentant une
perte de densité capillaire ou susceptible de développer une perte de densité capillaire,
lorsque le niveau d’expression du(es) gene(s) mesuré a 1’étape (a) dans I’échantillon de
cuir chevelu du sujet est au moins 1,2 fois, de préférence au moins 1,25 fois, inférieur a
un contrdle, le(s)dit(s) gene(s) étant choisi(s) parmi TDGF1, POUSF1, RUNX2,
LIN28A, ANGPTL3, ANGPTL4, ANGPTL7, KRTAP9-9, KRTAP9-6, KRTAP7-1,
KRTAPS5-9, KRTAPS-8, KRTAPS-7, KRTAPS-5, KRTAPS-4, KRTAPS-3,
KRTAPS5-2, KRTAPS-11, KRTAP5-10, KRTAP4-9, KRTAP4-6, KRTAP4-5,
KRTAP4-4, KRTAP4-2, KRTAP4-12, KRTAP4-11, KRTAP4-1, KRTAP3-2,
KRTAP2-4, KRTAP2-2, KRTAP16-1, KRTAP10-9, KRTAP10-8, KRTAP10-7,
KRTAP10-3, KRTAP10-2, KRTAP10-11, KRTAP10-10, KRT4, KRT32, KRT39 et
KRT72.

Dans un mode de réalisation particulier, la valeur de référence est déterminée par une
étude ROC (« La courbe ROC (receiver operating characteristic) principes et
principales applications en biologie clinique », H. Delacour et al., Ann Biol Clin 2005 ;
63 (2) : 145-54).

Par « significativement supérieur » et « significativement inférieur » au sens de
I’invention, on entend une variation statistiquement significative du niveau
d’expression d’un gene donné.

Méthode de traitement cosmétique
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La présente invention a €galement pour objet une méthode de pronostic et/ou
diagnostic d’une perte de densité capillaire, en particulier li€e a la chute de cheveux et/
ou a I’affinement des cheveux, chez un sujet, ladite méthode comprenant les étapes
suivantes :

a. mesurer le niveau d’expression d’au moins un gene choisi parmi les 63 geénes
suivants, dans un €chantillon de cuir chevelu dudit sujet :

CCL23, CD300C, CCLS, C7, FCN1, FCERI1G, CCL24, FCGR2A, VSIG4, PPBP,
CD14, C3AR1, IFITM1, IFITM2, IFITM3, SPP1, TIMP4, TIMP1, PCOLCE, POSTN,
DPT, TDGF1, POUSFI1, RUNX2, LIN28A, ANGPTL3, ANGPTL4, ANGPTL?7,
KRTAP9-9, KRTAP9-6, KRTAP7-1, KRTAP5-9, KRTAPS-8, KRTAPS-7,
KRTAPS5-5, KRTAPS-4, KRTAPS-3, KRTAPS-2, KRTAPS-11, KRTAPS-10,
KRTAP4-9, KRTAP4-6, KRTAP4-5, KRTAP4-4, KRTAP4-2, KRTAP4-12,
KRTAP4-11, KRTAP4-1, KRTAP3-2, KRTAP2-4, KRTAP2-2, KRTAP16-1,
KRTAP10-9, KRTAP10-8, KRTAP10-7, KRTAP10-3, KRTAP10-2, KRTAPI10-11,
KRTAP10-10, KRT4, KRT32, KRT39 et KRT72 ;

b. déduire de 1’étape a) si le cuir chevelu dudit sujet présente une perte de densité ca-
pillaire ou si le cuir chevelu dudit sujet est susceptible de développer une perte de
densité capillaire ; et

c. si le cuir chevelu est identifié comme présentant une perte de densité capillaire ou
comme étant susceptible de développer une perte de densité capillaire a 1’étape b),
traiter ledit cuir chevelu avec une composition cosmétique contre la perte de densité
capillaire.

La mesure de 1’étape a) est de préférence effectuée comme décrit dans la section «
Méthode de pronostic et/ou de diagnostic » ci-dessus.

L’échantillon de cuir chevelu dudit sujet et le sujet peuvent étre comme décrits dans
la section « Méthode de pronostic et/ou de diagnostic » ci-dessus.

Par « composition cosmétique contre la perte de densité capillaire », on entend ici
tout type de composition cosmétique (topique ou orale par exemple) censée améliorer
la densité capillaire et/ou diminuer la chute de cheveux et/ou I’affinement des cheveux.

La composition cosmétique peut Etre appliquée par toute voie d’administration ap-
propriée, en particulier par voie topique ou par voie orale. De préférence, la com-
position cosmétique est non rincée. Elle peut se présenter par exemple sous forme de
lotion, de masque capillaire ou bien de soin ou créme apres-shampoing.

Des compositions cosmétiques permettant I’augmentation de la densité capillaire et/
ou la diminution de la chute de cheveux et/ou I’affinement des cheveux, peuvent
comprendre au moins un actif antichute tel que le minoxidil.

Dans un mode de réalisation particulier, le cuir chevelu dudit sujet est diagnostiqué

comme présentant une perte de densité capillaire ou susceptible de développer une
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perte de densité capillaire, lorsque le niveau d’expression du(es) géne(s) mesuré a
I’étape (a) dans I’échantillon de cuir chevelu du sujet est supérieur, en particulier signi-
ficativement supérieur, a un contrdle, le(s)dit(s) gene(s) étant choisi(s) parmi CCL23,
CD300C, CCLS, C7, FCN1, FCERI1G, CCL24, FCGR2A, VSIG4, PPBP, CD14,
C3ARI1, IFITMI1, IFITM2, IFITM3, SPP1, TIMP4, TIMP1, PCOLCE, POSTN et
DPT.

De préférence, le cuir chevelu dudit sujet est diagnostiqué comme présentant une
perte de densité capillaire ou susceptible de développer une perte de densité capillaire,
lorsque le niveau d’expression du(es) gene(s) mesuré a 1’étape (a) dans I’échantillon de
cuir chevelu du sujet est inférieur, en particulier significativement inférieur, a un
contrdle, le(s)dit(s) gene(s) étant choisi(s) parmi TDGF1, POUSF1, RUNX2, LIN28A,
ANGPTL3, ANGPTL4, ANGPTL7, KRTAP9-9, KRTAP9-6, KRTAP7-1,
KRTAPS5-9, KRTAPS-8, KRTAPS-7, KRTAPS-5, KRTAPS-4, KRTAPS-3,
KRTAPS5-2, KRTAPS-11, KRTAP5-10, KRTAP4-9, KRTAP4-6, KRTAP4-5,
KRTAP4-4, KRTAP4-2, KRTAP4-12, KRTAP4-11, KRTAP4-1, KRTAP3-2,
KRTAP2-4, KRTAP2-2, KRTAP16-1, KRTAP10-9, KRTAP10-8, KRTAP10-7,
KRTAP10-3, KRTAP10-2, KRTAP10-11, KRTAP10-10, KRT4, KRT32, KRT39 et
KRT72.

Méthode d’identification d’un composé antichute et/ou favorisant la croissance du
cheveu et/ou favorisant [’augmentation de [’épaisseur du cheveu

La présente invention concerne aussi une méthode d’identification d’un composé
antichute et/ou favorisant la croissance du cheveu et/ou favorisant I’augmentation de
I’épaisseur du cheveu, ladite méthode comprenant les €tapes suivantes :

a. mettre en contact au moins un composé candidat avec un échantillon de cuir
chevelu d’un sujet, puis mesurer le niveau d’expression d’au moins un gene choisi
parmi les genes suivants, dans ledit échantillon:

CCL23, CD300C, CCLS, C7, FCN1, FCERI1G, CCL24, FCGR2A, VSIG4, PPBP,
CD14, C3ARI1, IFITMI1, IFITM2, IFITM3, SPP1, TIMP4, TIMP1, PCOLCE, POSTN
et DPT ;

b. comparer I’expression mesurée a 1’étape a) a I’expression du(es) méme(s) gene(s)
dans un échantillon de cuir chevelu non exposé audit composé ; et

c. identifier ledit composé candidat comme un composé antichute ou favorisant la
croissance du cheveu, ou favorisant I’augmentation de I’épaisseur du cheveu,
lorsqu’une diminution de 1’expression du(es) gene(s) dans I’échantillon de cuir chevelu
qui a été exposé audit composé candidat est détectée, par rapport a I’expression du(es)
gene(s) dans 1’échantillon de cuir chevelu qui n’a pas €t€ exposé au composé candidat.

La présente invention concerne aussi une méthode d’identification d’un composé

antichute et/ou favorisant la croissance du cheveu et/ou favorisant I’augmentation de
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I’épaisseur du cheveu, ladite méthode comprenant les €tapes suivantes :

a. mettre en contact au moins un composé candidat avec un échantillon de cuir
chevelu d’un sujet, puis mesurer le niveau d’expression d’au moins un gene choisi
parmi les genes suivants, dans ledit échantillon:

TDGFI1, POUSF1, RUNX2, LIN28A, ANGPTL3, ANGPTL4, ANGPTL7,
KRTAP9-9, KRTAP9-6, KRTAP7-1, KRTAP5-9, KRTAPS-8, KRTAPS-7,
KRTAPS5-5, KRTAPS-4, KRTAPS-3, KRTAPS-2, KRTAPS-11, KRTAPS-10,
KRTAP4-9, KRTAP4-6, KRTAP4-5, KRTAP4-4, KRTAP4-2, KRTAP4-12,
KRTAP4-11, KRTAP4-1, KRTAP3-2, KRTAP2-4, KRTAP2-2, KRTAP16-1,
KRTAP10-9, KRTAP10-8, KRTAP10-7, KRTAP10-3, KRTAP10-2, KRTAPI10-11,
KRTAP10-10, KRT4, KRT32, KRT39 et KRT72 ;

b. comparer I’expression mesurée a 1’étape a) a I’expression du(es) méme(s) gene(s)
dans un échantillon de cuir chevelu non exposé audit composé ; et

c. identifier ledit composé candidat comme un composé antichute ou favorisant la
croissance du cheveu, ou favorisant I’augmentation de I’épaisseur du cheveu,
lorsqu’une augmentation de 1’expression du(es) géne(s) dans I’échantillon de cuir
chevelu qui a été exposé audit composé candidat est détectée, par rapport a
I’expression du(es) géne(s) dans I’échantillon de cuir chevelu qui n’a pas été exposé au
composé candidat.

La méthode d’identification de ’invention est de préférence mise en ceuvre ex vivo.

Selon un mode de réalisation, I’échantillon de cuir chevelu utilisée dans la méthode
d’identification selon I’invention, est un échantillon prélevé, de maniere invasive ou
non-invasive, sur le cuir chevelu d’un sujet présentant une faible densité capillaire.

La mesure de 1’étape a) est de préférence effectuée comme décrit dans la section «
Méthode de pronostic et/ou de diagnostic » ci-dessus.

Dans une variante, I’invention concerne une méthode d’évaluation de 1’efficacité
d’un traitement cosmétique contre la chute des cheveux et/ou la diminution de
I’épaisseur du cheveu chez un sujet, ladite méthode comprenant, aprés une étape
d’application de la composition cosmétique, une étape (a) de mesure d’au moins un
gene, dans un échantillon de cuir chevelu dudit sujet.

De préférence cette méthode d’évaluation comprend en outre les étapes consistant a :

b. comparer ladite quantité mesurée a 1’étape a) avec un contrdle ;

c. déterminer si ledit traitement cosmétique contre la chute des cheveux et/ou fa-
vorisant la croissance du cheveu et/ou favorisant I’augmentation de 1’épaisseur du
cheveu, est efficace chez ledit sujet.

La méthode d’évaluation de I’efficacité est de préférence mise en ceuvre in vitro ou
ex vivo.

Le sujet est de préférence un étre humain. Le sujet est de préférence 4gé de 20 a 80
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ans, de préférence de 40 a 75 ans, de préférence de 60 a 75 ans.

L’échantillon de cuir chevelu dudit sujet peut &tre comme décrit dans la section «
Méthode de pronostic et/ou de diagnostic » ci-dessus.

La mesure de 1’étape a) est de préférence effectuée comme décrit dans la section «
Méthode de pronostic et/ou de diagnostic » ci-dessus.

Dans un mode de réalisation particulier, le controle est le niveau d’expression du
gene dans un échantillon de cuir chevelu dudit sujet avant 1I’application dudit
traitement cosmétique.

De préférence, ledit traitement cosmétique est évalué comme étant efficace chez ledit
sujet, si le niveau d’expression du(es) gene(s) mesuré a I’étape (a) dans 1’échantillon de
cuir chevelu du sujet est inférieur, en particulier significativement inférieur, au
contrdle, le(s)dit(s) gene(s) étant choisi(s) parmi CCL23, CD300C, CCLS, C7, FCNI1,
FCERI1G, CCL24, FCGR2A, VSIG4, PPBP, CD14, C3AR1, IFITM1, IFITM2,
IFITM3, SPP1, TIMP4, TIMP1, PCOLCE, POSTN et DPT.

De préférence, ledit traitement cosmétique est évalué comme étant efficace chez ledit
sujet, si le niveau d’expression du(es) gene(s) mesuré a I’étape (a) dans 1’échantillon de
cuir chevelu du sujet est supérieur, en particulier significativement supérieur, au
contrdle, le(s)dit(s) gene(s) étant choisi(s) parmi TDGF1, POUSF1, RUNX2, LIN28A,
ANGPTL3, ANGPTL4, ANGPTL7, KRTAP9-9, KRTAP9-6, KRTAP7-1,
KRTAPS5-9, KRTAPS-8, KRTAPS-7, KRTAPS-5, KRTAPS-4, KRTAPS-3,
KRTAPS5-2, KRTAPS-11, KRTAP5-10, KRTAP4-9, KRTAP4-6, KRTAP4-5,
KRTAP4-4, KRTAP4-2, KRTAP4-12, KRTAP4-11, KRTAP4-1, KRTAP3-2,
KRTAP2-4, KRTAP2-2, KRTAP16-1, KRTAP10-9, KRTAP10-8, KRTAP10-7,
KRTAP10-3, KRTAP10-2, KRTAP10-11, KRTAP10-10, KRT4, KRT32, KRT39 et
KRT72.

Kit

La présente invention a pour objet un kit comprenant :

a. un moyen pour la mesure dans un échantillon de cuir chevelu, du niveau
d’expression d’au moins un gene choisi parmi les 63 génes suivants, dans un
échantillon de cuir chevelu dudit sujet :

CCL23, CD300C, CCLS, C7, FCN1, FCERI1G, CCL24, FCGR2A, VSIG4, PPBP,
CD14, C3AR1, IFITM1, IFITM2, IFITM3, SPP1, TIMP4, TIMP1, PCOLCE, POSTN,
DPT, TDGF1, POUSFI1, RUNX2, LIN28A, ANGPTL3, ANGPTL4, ANGPTL?7,
KRTAP9-9, KRTAP9-6, KRTAP7-1, KRTAP5-9, KRTAPS-8, KRTAPS-7,
KRTAPS5-5, KRTAPS-4, KRTAPS-3, KRTAPS-2, KRTAPS-11, KRTAPS-10,
KRTAP4-9, KRTAP4-6, KRTAP4-5, KRTAP4-4, KRTAP4-2, KRTAP4-12,
KRTAP4-11, KRTAP4-1, KRTAP3-2, KRTAP2-4, KRTAP2-2, KRTAP16-1,
KRTAP10-9, KRTAP10-8, KRTAP10-7, KRTAP10-3, KRTAP10-2, KRTAPI10-11,
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KRTAP10-10, KRT4, KRT32, KRT39 et KRT72, et

b. une notice d’instructions.

Par « moyen pour la mesure dans un échantillon de cuir chevelu, du niveau
d’expression d’au moins un géne » on entend un moyen permettant de quantifier
I’expression dudit gene.

Dans un mode particulier de réalisation de I’invention, ce moyen est une cartouche
microfluidique comprenant au moins un anticorps spécifique de 1’une des protéines
exprimées par I’un des génes. Ce moyen peut également étre un moyen de mesure de
I’expression de I’ARNm exprimé par I’un des genes.

L’invention concerne aussi I’utilisation d’un kit selon I’invention pour
I’identification d’un composé antichute et/ou favorisant la croissance du cheveu et/ou
favorisant I’augmentation de 1’épaisseur du cheveu.

La présente invention concerne aussi I’ utilisation d’un kit selon ’'invention pour le
pronostic et/ou le diagnostic d’une perte de densité capillaire, en particulier li€e a la
chute de cheveux et/ou a I’affinement des cheveux, chez un sujet.

La présente invention sera décrite plus en détail par les exemples ci-dessous.

Exemple : Méthode de diagnostic/pronostic du cuir chevelu dgé, en particulier le
cuir chevelu avec perte de cheveux chronologique et amincissement des cheveux
Matériels et méthodes

Echantillons cliniques

Une étude clinique monocentrique cas-témoins avec évaluations cliniques en aveugle
a été menée au Centre de Santé Sabouraud (Paris, France). Tous les volontaires ont été
informés des objectifs de 1'étude et ont été inclus apres avoir fourni un consentement
éclairé écrit et accordé leurs droits aux différentes analyses. Le protocole était
conforme a la Déclaration d'Helsinki et a été approuvé par le comité d'éthique local
(EudraCT#2014-A01704-43 approuvé par le Comité de Protection des Personnes Ile de
France IV).

Tous les participants a 1'étude étaient des femmes volontaires, en bonne santé ou ne
présentant aucune pathologie active instable (pas de changement de traitement dans les
3 mois précédant la participation a l'étude), agées de 65 a 75 ans, de phototype cutané
IT ou III selon la classification de Fitzpatrick, s'accordant pour ne pas se teindre les
cheveux pendant toute la durée de 1'étude et pour avoir coloré ou teint leurs cheveux
pour la derniere fois plus de 10 jours avant 'inclusion. Les femmes prenant ou ayant
pris un traitement anti-chute dans le passé ont été exclues de 1'étude, de méme que les
sujets présentant une alopécie sévere (type Il ou type III selon I'échelle de Ludwig).

Les sujets ont été randomisés dans 1'un des groupes d'étude en fonction de la densité
de cheveux a l'inclusion : groupe a haute densité de cheveux (HD) pour les sujets

présentant une densité de cheveux supérieure a 220/cm? ou groupe a faible densité de
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cheveux (LD) pour les sujets présentant une densité de cheveux inférieure a 185 /cm?.

Des images du cuir chevelu (0,651 cm?) ont été acquises sur le vertex a l'aide de Fo-
tofinder Medicam immédiatement apres la coupe des cheveux et 48h plus tard. Les
contrdles qualité effectués au cours des premicres semaines de 1'étude ont montré que
la qualité du logiciel d'analyse d'images automatisée (Trichoscan v1.1) n'était pas
bonne sur cette population qui présente beaucoup de cheveux blancs, malgré plusieurs
efforts pour améliorer le contraste a l'aide de colorant capillaire. Il a donc été décidé
qu'a des fins d'inclusion, un comptage manuel des cheveux effectué sur 1'image de
référence serait utilisé pour confirmer la densité totale des cheveux et affecter les vo-
lontaires aux groupes a haute densité de cheveux (HD) ou a faible densité de cheveux
(LD). Une analyse plus détaillée a été faite en utilisant la méthode de comptage Tiff
(référence du phototrichogramme) pour déterminer la densité des cheveux anagenes et
télogenes (en cheveux/cm?). Les cheveux fins (< 40um de diametre) et les cheveux
terminaux ont ét€ comptés s€parément.

La peau des volontaires a été évaluée par un dermatologue qui a noté le cuir chevelu
et le type de peau (grasse/seche), divers €léments de la qualité des cheveux (densité,
volume, épaisseur, diversité de diametre (de Lacharriere, Deloche et al. 2001),
pourcentage de cheveux gris, longueur, frisure, présence de fourche de cheveux
abimés), bilans du cuir chevelu (pellicules, signes atrophiques tels que cupules ou
auréole, présence de télangiectasies) et la présence et la sévérité des signes du photo-
vieillissement sur le visage (€lastose, hyperpigmentation, kératose actinique, kératose
séborrhéique, hémangiome cerise).

Le niveau de sébum a €t€ évalué a 1'aide d'un s€bumetre (Courage & Khazaka) sur le
cuir chevelu (vertex) et sur le front. Les zones ont ensuite été dégraissées avec un
disque de coton imbibé d'éthanol (70°) et le taux d'excrétion de sébum a €t€ mesuré 30
min plus tard sur le front et 48h plus tard sur le cuir chevelu.

Les volontaires ont également rempli un questionnaire d'auto-évaluation avec des
questions relatives a leur type et qualité de cheveux, de cuir chevelu et de peau, ainsi
que des questions concernant leur santé et leur mode de vie (antécédents médicaux, ali-
mentation, habitudes cosmétiques, tabagisme, historique d'exposition au soleil).

Séquencage de 'ARN

Des biopsies de cuir chevelu, de 2,5 mm de diametre, ont été prélevées sur la zone du
vertex du cuir chevelu de chaque volontaire et utilisées pour le profilage de
l'expression génique (séquencage d'ARN). Les biopsies ont été placées dans des tubes
Qiagen contenant 1 ml de tampon RNA Later (QIAGEN 76106) et transportées au la-
boratoire ol I'épiderme a ét€ isol€ dans les 24 heures suivant le prélevement.

Isolement d'ARN

L'ARN total a été isolé a partir d'échantillons avec le kit RNeasy (Qiagen,
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Germantown, MD). La pureté et 1'intégrité de ' ARN ont ét€ évaluées sur le bio-
analyseur Agilent 2100 avec le jeu de réactifs RNA 6000 NanoLabChip (Agilent Tech-
nologies, Palo Alto, CA) et le spectrophotometre Nanodrop (ThermoScientific,
Wilmington, DE). Tous les échantillons avaient des valeurs de nombre d'intégrité€ de
I'ARN > 7.

Préparation de banques et séquencage d’ARN

La préparation de la banque et le séquengage de 1'ARN ont été effectués comme
décrit dans le guide de l'utilisateur Illumina TruSeq stranded mRNA User Guide
(Ilumina inc., San Diego, Californie, Etats—Unis). En bref, la premicre étape consistait
a purifier les molécules d' ARNm contenant du poly-A a partir de 1 ug d'ARN total a
l'aide de billes magnétiques attachées a des oligos poly-T. Apres purification, 'ARNm
a ¢été fragmenté en petits morceaux en utilisant des cations divalents a température
élevée. Les fragments d'ARN clivés ont été copiés dans ' ADNc du premier brin en
utilisant la transcriptase inverse et des amorces aléatoires. Les fragments d’ADNc ont
ensuite été purifi€s avec des billes Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter,
Missisauga, Ontario, Canada) et enrichis avec 13 cycles de PCR pour créer la banque
d'ADNc finale. La qualité de ' ADNc a été évaluée sur la TapeStation 2200 (Agilent
technologies, Santa Clara, Californie, Etats-Unis) et la banque a été quantifiée a I'aide
du fluorimetre Qbit 3.0 (ThermoFischer Scientific, Canada). Des quantités équi-
molaires de chaque banque ont été séquencées sur un instrument HiSeq 2500 (Illumina
Inc., San Diego, CA, USA), pour un séquencage apparié€ de 125 nucléotides.

Analyses bioinformatiques

La qualité des lectures brutes a été évaluée a l'aide de FastQC (v0.11.2) et MultiQC
(v1.3). La quantification de 1'expression de la transcription a été effectuée a partir des
données de lecture brutes (comptages bruts) a 'aide de Kallisto (v0.43.1). Pour générer
les signaux normalisés, les valeurs de comptage brutes ont été transformées en TPM
(Transcript per Million) a 1'aide de Kallisto, ou en FPKM (Fragments Per Kilobase per
Million reads alignés) a l'aide de scripts R (v.3.4.0). Les analyses d'expression diffé-
rentielle ont d'abord été calculées a 'aide du package standard DESeq2 (v1.16.1) (Love
et al., 2014 : Love, M.I., Huber, W. et Anders, S. 2014. Moderated estimation of fold
change and dispersion for RNA-seq data with DESeq2. Genome Biology 15, 550), qui
renvoie le tableau des résultats avec le changement de log2 et les valeurs p du test de
Wald (ajustées par la méthode Benjamini-Hochberg (BH) et non ajustées).
Résultats

Genes sélectionnés qui sont modulés dans le cuir chevelu a faible densité de cheveux
(par rapport a une densité de cheveux normale (élevée)) pouvant étre utilisés pour le
diagnostic du cuir chevelu

L'analyse des expressions différentielles entre les cuirs chevelus avec LD et avec HD
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a identifi€ 63 genes pertinents, qui sont les suivants :
Genes (15) impliqués dans ’inflammation
[0152] [Tableauxl]

Gene Fold Valeur p
change ajustée
CCL23 1,37 1,36E-02
CD300C 1,36 1,00E-02
CCLS 1,35 2,01E-02
C7 1,35 1,02E-02
FCNI1 1,33 2,54E-02
FCERI1G 1,33 1,03E-02
CCL24 1,32 2,87E-02
FCGR2A 1,32 1,46E-02
VSIG4 1,3 1,41E-02
PPBP 1,29 4,24E-02
CDl14 1,27 2,11E-02
C3ARI1 1,27 3,94E-02
IFITM2 1,27 2,57E-02
IFITM1 1,27 9,24E-03
IFITM3 1,26 1,40E-02

[0153] Genes (6) impliqués dans la matrice extracellulaire
[0154] [Tableaux2]

Gene Fold Valeur p
change ajustée
SPP1 1,46 9,57E-04
TIMP4 1,43 3,10E-03
TIMP1 1,42 1,67E-03
PCOLCE 1,42 1,06E-03
POSTN 1,30 1,96E-02
DPT 1,28 7,34E-03

[0155] Genes (7) impliqués dans la formation ou le développement de cellules souches
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[0156] [Tableaux3]

Gene Fold Valeur p
change ajustée
TDGF1 -1,31 3,16E-02
POUS5F1 -1,40 2,89E-03
RUNX2 -1,38 3,98E-04
LIN28A -1,29 2,59E-02
ANGPTL7 -1,42 3,69E-03
ANGPTLA4 -1,26 4,84E-02
ANGPTL3 -1,29 4,96E-02

[0157] Genes (35) impliqués dans la kératinisation des cheveux
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[Tableaux4]
Gene Fold Valeur p
change ajustée

KRTAP9-9 -1,26 4,32E-02
KRTAP9-6 -1,31 4,06E-02
KRTAP7-1 -1,25 2,24E-02
KRTAP5-9 -1,32 2,35E-02
KRTAPS-8 -1,44 4,19E-03
KRTAPS5-7 -1,33 2,44E-02
KRTAP5-5 -1,30 3,95E-02
KRTAP5-4 -1,43 4,19E-03
KRTAPS-3 -1,28 4,84E-02
KRTAPS5-2 -1,39 1,13E-02
KRTAPS5-11 -1,37 9,49E-03
KRTAP5-10 -1,37 1,07E-02
KRTAP4-9 -1,43 4,71E-03
KRTAP4-6 -1,29 3,98E-02
KRTAP4-5 -1,37 3,61E-03
KRTAP4-4 -1,39 4,04E-03
KRTAP4-2 -1,32 1,20E-02
KRTAP4-12 -1,55 5,00E-04
KRTAP4-11 -1,29 1,86E-02
KRTAP4-1 -1,28 3,79E-02
KRTAP3-2 -1,25 3,80E-02
KRTAP2-4 -1,42 2,83E-03
KRTAP2-2 -1,33 1,90E-02
KRTAP16-1 -1,42 3,69E-03
KRTAP10-9 -1,32 1,04E-02
KRTAP10-8 -1,30 2,97E-02
KRTAP10-7 -1,43 2,83E-03
KRTAP10-3 -1,29 4,11E-02
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KRTAPI10-2 -1,33 2,15E-02
KRTAPI0-11 -1,37 6,62E-03
KRTAPI10-10 -1,32 2,02E-02
KRT72 -1,29 4,93E-02
KRT4 -1,30 2,65E-02
KRT39 -1,32 2,31E-02
KRT32 -1,35 1,68E-02

Ces genes représentent des marqueurs du cuir chevelu caractéristiques de 1'état
d'amincissement des cheveux et peuvent étre utilisés pour diagnostiquer 1'état du cuir
chevelu en ce qui concerne l'amincissement des cheveux (et/ou la perte de cheveux).

Méthodes de diagnostic

Un échantillon de cuir chevelu est prélevé sur le sujet (cheveux €pilés, biopsie du
cuir chevelu). Le diagnostic repose sur I'évaluation du niveau d'expression des
marqueurs spécifiques, soit au niveau de I’ARNm, soit au niveau de la protéine.

Pour I'évaluation au niveau de ' ARNm, les ARN sont extraits par n'importe quelle
méthode d'extraction d'ARN de la peau, par exemple la méthode décrite dans le pa-
ragraphe Matériels et Méthodes ci-dessus, puis sont traités pour une quantification
spécifique de ' ARNm par n'importe quelle méthode de quantification de ' ARNm, par
exemple par PCR quantitative. Le niveau d'expression du marqueur d'intérét est alors
comparé au niveau d'expression des genes de ménage (housekeeping genes).

Pour I'évaluation au niveau des protéines, les protéines sont extraites a I'aide d'un
tampon approprié pour l'extraction des protéines de la peau, par exemple un Tampon
RIPA ou un tampon d'urée, puis traitées par toute méthode d'évaluation de protéine
spécifique, par exemple Western blot ou ELISA. Le niveau d'expression du marqueur

est comparé a une protéine de référence (similaire aux genes de ménage).
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Revendications

Meéthode de pronostic et/ou diagnostic d’une perte de densité capillaire,
en particulier liée a la chute de cheveux et/ou a I’affinement des
cheveux, chez un sujet, ladite méthode comprenant les étapes suivantes :
a. mesurer le niveau d’expression d’au moins un gene choisi parmi les
63 genes suivants, dans un €chantillon de cuir chevelu dudit sujet :
CCL23, CD300C, CCLS, C7, FCN1, FCER1G, CCL24, FCGR2A,
VSIG4, PPBP, CD14, C3ARI, IFITM1, IFITM2, IFITM3, SPP1,
TIMP4, TIMP1, PCOLCE, POSTN, DPT, TDGF1, POU5F1, RUNX2,
LIN28A, ANGPTL3, ANGPTL4, ANGPTL7, KRTAP9-9, KRTAP9-6,
KRTAP7-1, KRTAPS5-9, KRTAPS-8§, KRTAPS-7, KRTAPS-5,
KRTAPS5-4, KRTAPS-3, KRTAPS-2, KRTAP5-11, KRTAPS-10,
KRTAP4-9, KRTAP4-6, KRTAP4-5, KRTAP4-4, KRTAP4-2,
KRTAP4-12, KRTAP4-11, KRTAP4-1, KRTAP3-2, KRTAP2-4,
KRTAP2-2, KRTAP16-1, KRTAP10-9, KRTAP10-8, KRTAP10-7,
KRTAP10-3, KRTAP10-2, KRTAP10-11, KRTAP10-10, KRT4,
KRT32, KRT39 et KRT72 ;

b. déduire de 1’étape a) si le cuir chevelu dudit sujet présente une perte
de densité capillaire ou si le cuir chevelu dudit sujet est susceptible de
développer une perte de densité capillaire ; et

c. si le cuir chevelu est identifié comme présentant une perte de densité
capillaire ou comme étant susceptible de développer une perte de
densité capillaire a 1’étape b), traiter ledit cuir chevelu avec une com-
position cosmétique contre la perte de densité capillaire.

Méthode selon la revendication 1, dans laquelle le cuir chevelu dudit
sujet est diagnostiqué comme présentant une perte de densité capillaire
ou susceptible de développer une perte de densité capillaire, lorsque le
niveau d’expression du(es) gene(s) mesuré a I’étape a) dans
I’échantillon de cuir chevelu du sujet est supérieur, en particulier signifi-
cativement supérieur, a un contrdle, le(s)dit(s) gene(s) étant choisi(s)
parmi CCL23, CD300C, CCLS, C7, FCN1, FCER1G, CCL24,
FCGR2A, VSIG4, PPBP, CD14, C3ARI1, IFITM1, IFITM2, IFITM3,
SPP1, TIMP4, TIMP1, PCOLCE, POSTN et DPT.

Méthode selon la revendication 1, dans laquelle le cuir chevelu dudit
sujet est diagnostiqué comme présentant une perte de densité capillaire
ou susceptible de développer une perte de densité capillaire, lorsque le

niveau d’expression du(es) gene(s) mesuré a I’étape (a) dans
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I’échantillon de cuir chevelu du sujet est inférieur, en particulier signifi-
cativement inférieur, a un contrdle, le(s)dit(s) geéne(s) étant choisi(s)
parmi TDGF1, POUSF1, RUNX2, LIN28A, ANGPTL3, ANGPTLA4,
ANGPTL7, KRTAP9-9, KRTAP9-6, KRTAP7-1, KRTAPS-9,
KRTAPS5-8, KRTAPS-7, KRTAPS-5, KRTAPS-4, KRTAPS-3,
KRTAPS-2, KRTAPS5-11, KRTAPS-10, KRTAP4-9, KRTAP4-6,
KRTAP4-5, KRTAP4-4, KRTAP4-2, KRTAP4-12, KRTAP4-11,
KRTAP4-1, KRTAP3-2, KRTAP2-4, KRTAP2-2, KRTAP16-1,
KRTAP10-9, KRTAP10-8, KRTAP10-7, KRTAP10-3, KRTAP10-2,
KRTAP10-11, KRTAP10-10, KRT4, KRT32, KRT39 et KRT72.
Meéthode selon la revendication 2 ou 3, dans laquelle, pour chaque gene,
le contrdle est une valeur de référence déterminée par la valeur moyenne
du niveau d’expression du gene, mesurée dans une population dé-
terminée, par exemple une population agée de 50 a 75 ans, et/ou ayant
une densité capillaire moyenne.

Méthode selon 1’une des revendications 1 a 4, dans laquelle la com-
position cosmétique contre la perte de densité capillaire comprend au
moins un actif antichute tel que le minoxidil.

Meéthode d’identification d’un composé antichute et/ou favorisant la
croissance du cheveu et/ou favorisant I’augmentation de 1’épaisseur du
cheveu, ladite méthode comprenant les étapes suivantes :

a. mettre en contact au moins un composé candidat avec un échantillon
de cuir chevelu d’un sujet, puis mesurer le niveau d’expression d’au
moins un gene choisi parmi les genes suivants, dans ledit échantillon:
CCL23, CD300C, CCLS, C7, FCN1, FCERI1G, CCL24, FCGR2A,
VSIG4, PPBP, CD14, C3ARI, IFITM1, IFITM2, IFITM3, SPP1,
TIMP4, TIMP1, PCOLCE, POSTN et DPT ;

b. comparer I’expression mesurée a 1’étape a) a I’expression du(es)
méme(s) gene(s) dans un échantillon de cuir chevelu non exposé audit
composé ; et

c. identifier ledit composé candidat comme un composé antichute ou fa-
vorisant la croissance du cheveu, ou favorisant I’augmentation de
I’épaisseur du cheveu, lorsqu’une diminution de 1’expression du(es)
gene(s) dans I’échantillon de cuir chevelu qui a été exposé audit
composé candidat est détectée, par rapport a I’expression du(es) gene(s)
dans 1’échantillon de cuir chevelu qui n’a pas été exposé au composé
candidat.

Meéthode d’identification d’un composé antichute et/ou favorisant la



[Revendication 8]

[Revendication 9]

[Revendication 10]

24

croissance du cheveu et/ou favorisant I’augmentation de 1’épaisseur du
cheveu, ladite méthode comprenant les étapes suivantes :

a. mettre en contact au moins un composé candidat avec un échantillon
de cuir chevelu d’un sujet, puis mesurer le niveau d’expression d’au
moins un gene choisi parmi les genes suivants, dans ledit échantillon:
TDGFI1, POUSF1, RUNX2, LIN28A, ANGPTL3, ANGPTLA,
ANGPTL7, KRTAP9-9, KRTAP9-6, KRTAP7-1, KRTAPS-9,
KRTAPS5-8, KRTAPS-7, KRTAPS-5, KRTAPS-4, KRTAPS-3,
KRTAPS-2, KRTAPS5-11, KRTAPS-10, KRTAP4-9, KRTAP4-6,
KRTAP4-5, KRTAP4-4, KRTAP4-2, KRTAP4-12, KRTAP4-11,
KRTAP4-1, KRTAP3-2, KRTAP2-4, KRTAP2-2, KRTAP16-1,
KRTAP10-9, KRTAP10-8, KRTAP10-7, KRTAP10-3, KRTAP10-2,
KRTAP10-11, KRTAP10-10, KRT4, KRT32, KRT39 et KRT72 ;

b. comparer I’expression mesurée a 1’étape a) a I’expression du(es)
méme(s) gene(s) dans un échantillon de cuir chevelu non exposé audit
composé ; et

c. identifier ledit composé candidat comme un composé antichute ou fa-
vorisant la croissance du cheveu, ou favorisant I’augmentation de
I’épaisseur du cheveu, lorsqu’une augmentation de 1’expression du(es)
gene(s) dans I’échantillon de cuir chevelu qui a été exposé audit
composé candidat est détectée, par rapport a I’expression du(es) gene(s)
dans 1’échantillon de cuir chevelu qui n’a pas été exposé au composé
candidat.

Méthode selon 1’une des revendications précédentes, dans laquelle

le niveau d’expression d’un gene est soit la quantité d’ARNm produite,
soit la quantité de protéine produite, par I’expression de ce gene.
Méthode selon 1’une des revendications précédentes, dans laquelle le
niveau d’expression de chaque géne est mesuré par PCR quantitative, ou
bien Western blot ou ELISA.

Kit comprenant :

a. un moyen pour la mesure dans un échantillon de cuir chevelu, du
niveau d’expression d’au moins un gene choisi parmi les 63 genes
suivants :

CCL23, CD300C, CCLS, C7, FCN1, FCERI1G, CCL24, FCGR2A,
VSIG4, PPBP, CD14, C3ARI, IFITM1, IFITM2, IFITM3, SPP1,
TIMP4, TIMP1, PCOLCE, POSTN, DPT, TDGF1, POU5F1, RUNX2,
LIN28A, ANGPTL3, ANGPTL4, ANGPTL7, KRTAP9-9, KRTAP9-6,
KRTAP7-1, KRTAPS5-9, KRTAPS-8§, KRTAPS-7, KRTAPS-5,
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KRTAPS5-4, KRTAPS-3, KRTAPS-2, KRTAP5-11, KRTAPS-10,
KRTAP4-9, KRTAP4-6, KRTAP4-5, KRTAP4-4, KRTAP4-2,
KRTAP4-12, KRTAP4-11, KRTAP4-1, KRTAP3-2, KRTAP2-4,
KRTAP2-2, KRTAP16-1, KRTAP10-9, KRTAP10-8, KRTAP10-7,
KRTAP10-3, KRTAP10-2, KRTAP10-11, KRTAP10-10, KRT4,
KRT32, KRT39 et KRT72, et

b. une notice d’instructions.

Utilisation d’un kit selon la revendication 10 pour I’identification d’un
compos€ antichute et/ou favorisant la croissance du cheveu et/ou fa-
vorisant I’augmentation de 1’épaisseur du cheveu.

Utilisation d’un kit selon la revendication 10 pour le pronostic et/ou le
diagnostic d’une perte de densité capillaire, en particulier liée a la chute

de cheveux et/ou a I’affinement des cheveux, chez un sujet.
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cheveu ; d'un kit ; et de l'utilisation d'un kit caractérisé
en ce que l'invention repose sur la détermination du niveau
d'expression d'un géne dans un échantillon de cuir chevelu
en particulier le niveau d'expression du géne CCL23.

2-63. revendications: 1-12(en partie)

Chacune des inventions 2-63 porte sur une méthode de
pronostic et /ou diagnostic d'une perte de densité
capillaire ; méthode d'identification d'un composé
antichute, favorisant la croissance du cheveu ou
1'augmentation de l'épaisseur du cheveu ; d'un kit ; et de
l'utilisation d'un kit caractérisé en ce que l'invention
repose sur la détermination du niveau d'expression d'un géne
dans un échantillon de cuir chevelu en particulier le niveau
d'expression du géne CD300C, CCL8, C7, FCN1l, FCER1G, CCL24,
FCGR2A, VSIG4, PPBP, CD14, C3AR1, IFITM1l, IFITM2, IFITMS3,
SpPP1, TIMP4, TIMPl, PCOLCE, POSTN, DPT, TDGFl, POUSF1,
RUNX2, LIN28A, ANGPTL3, ANGPTL4, ANGPTL7, KRTAP9-9,
KRTAP9-6, KRTAP7-1, KRTAP5-9, KRTAP5-8, KRTAP5-7, KRTAP5-5,
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KRTAP4-11, KRTAP4-1, KRTAP3-2, KRTAP2-4, KRTAP2-2,
KRTAP16-1, KRTAP10-9, KRTAP10-8, KRTAP10-7, KRTAP10-3,
KRTAP10-2, KRTAP10-11, KRTAP10-10, KRT4, KRT32, KRT39 ou
KRT72 respectivement.

La premiére invention a été recherchée.
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