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Procédé et kit pour établir in vitro un pronostic de sévérité

chez un patient en choc septique

La présente invention concerne un procédé et un kit pour
établir in vitro un pronostic de sévérité chez un patient en choc

septique.

Les syndromes septiques représentent 1’une des premieéres
causes de mortalité dans les services de réanimation. Ils peuvent
résulter d’une infection bactérienne, virale, mycosique ou
parasitaire. Ils se définissent comme un syndrome de réponse
systémique inflammatoire ou SIRS (Systemic Inflammatory Response
Syndrome) .

e le sepsis est un syndrome de réponse systémique inflammatoire

en relation avec une infection,

e un sepsis sévere est un sepsis associé a une hypotension
artérielle et/ou hypoperfusion et/ou au dysfonctionnement
d"au moins un organe,

e le choc septique est un sepsis sévére associé a une
hypotension persistante malgré des remplissages adéquats et

des traitements vasopresseurs.

La différence entre SEPSIS, SEPSIS sévere et choc septique
réside principalement dans 1'importance de la perturbation de

toutes les fonctions vitales.

Les syndromes septiques ont longtemps été considérés
uniquement comme une réponse inflammatoire non régulée conduisant,
en réponse a une dissémination bactérienne initiale, a wune
défaillance multi-viscérales de 1’organisme. Cependant, les échecs
des approches thérapeutiques, principalement anti-inflammatoires,
expérimentées durant ces dernieéres années, ainsi que 1’incapacité
a caractériser la forte hétérogénéité des patients septiques ont
contribué & remettre en cause la vision essentiellement pro-
inflammatoire de la physiopathologie des syndromes septiques.

Actuellement, la réponse 1mmunitaire au cours du choc

septique est plutdt décrite en deux phases successives. Aprés une
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bréve phase 1initiale trés inflammatoire, responsable de la
symptomatologie du choc proprement dit, se met en place un état de
dépression immunitaire induit par les mécanismes
immunosuppresseurs chargés de contrdler la réponse pro-
inflammatoire. Ainsi, cette composante anti-inflammatoire de la
réaction a 1’'infection, initialement pergue comme purement
compensatrice, s’est révélée prédominante chez la majorité des
malades et s’accompagne d’une immunosuppression et d’une hypo-
réactivité cellulaire marquée. De plus, il semble que la mortalité
survienne principalement & distance du choc (ou de la défaillance
d’ organe initiale) dans un contexte ou tous les patients
présentent des signes biologiques d’ immunodépression.

Certains marqueurs ont ainsi été décrits dans la littérature
comme pouvant étre une aide a un pronostic de mortalité ou de
survie chez des patients en choc septique. Mais dans tous les
procédés décrits Jjusqu’a présent, les échantillons de sang sont
prélevés une premiére fois dans les 24 a 72 premiéres heures aprés
le début du choc (J1-J3), puis plus tardivement au cours du choc
septique. En dépit de leur intérét, la significativité de ces
marqueurs ne se révele au plus tét qu’a J1-J3. En d’'autres termes,
ils ne sont pas suffisamment précoces pour une prise en charge
trés réactive et la plus rapide possible d’un patient en état de
choc. Or, une prise en charge adaptée du patient au plus tdét apres
le choc est indispensable. Il est donc nécessaire et tres
important de disposer de marqueurs qui permettent de réduire au
maximum cette fenétre pronostique.

De maniére complétement inattendue, les présents inventeurs
ont montré que les produits d’expression des génes 1ilrb2 et/ou
1ilrbl permettent d’établir deés les toutes premiére heures et pas

plus tard que dans les 12 premieres heures aprés le début du choc,

un pronostic de sévérité ou de survie/
mortalité chez des patients en choc septique. Ces genes
appartiennent a la famille des genes récepteurs des

immunoglobulines qui sont localisés sur le chromosome 19gl3.4
I1 existe plusieurs variants pour les deux génes cibles qui
sont tous pertinents dans le cadre de 1'invention. Ces wvariants

sont répertoriés dans Genbank sous les références et numéros
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d’accession suivants

LILRBZ2:
« Homo sapiens leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily B

(with TM and ITIM domains), member 2 (LILRB2), transcript »

NM 005874.3 variant 1 Refseq
NM 001080978.2 variant 2 Refseq
LILRB1

« Homo sapiens leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily B

(with ™M and ITIM domains), member 1 (LILRB1l), transcript »

NM 006669.3 variant 1 Refseq
NM 001081637.1 variant 2 Refseq
NM 001081638.1 variant 3 Refseq
NM 001081639.1 variant 4 Refseq

Ainsi, la présente invention a pour objet un procédé pour

établir in vitro un pronostic de sévérité (de survie ou de risque
accru de mortalité) chez un patient en choc septique, comprenant
les étapes suivantes:
(i) a partir d'un échantillon biologique provenant dudit patient,
on mesure in vitro le niveau d'expression du produit d’expression
d"au moins un geéne choisi parmi les geénes 1ilrb2 et 1ilrbl, (ii) on
compare le niveau d’expression du produit d’expression dudit au
moins un géne avec un niveau d’expression contrdle de bon
pronostic de sévérité pour le produit d’expression du méme geéne,
dans lequel un niveau d’expression du produit d’expression dudit
au moins un géne en-dessous dudit niveau d’expression contrdle est
indicatif d'un mauvais pronostic de sévérité pour le patient.

Dans un mode de réalisation préférée, (i) on mesure le niveau
d’expression du produit d’expression du géne 1ilrb2, (ii) on
compare le niveau d’expression du produit d’expression du géne
1lilrb2 avec le niveau d'expression contrdle de bon pronostic,
dans lequel un niveau d’expression du produit d’expression du geéne
1ilr2 du patient en-dessous de celui du niveau d’expression

contrble est indicatif d'un mauvais pronostic pour le patient.
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Dans un autre mode de réalisation, (i) on mesure le niveau
d’"expression du produit d’expression du gene 1ilrb2 et le niveau
d’expression du produit d’ expression du géne 1ilrbl du
patient, (ii) on compare le niveau d'expression du produit
d’expression du géne ilrb2 et du géne ilrbl du patient
respectivement avec le niveau d'expression contrdle de chaque
géne,
dans lequel un niveau d’expression du produit d’expression du geéne
1ilr2 et du géne 1ilrbl du patient au-dessous respectivement du
niveau d’expression contrdle de chaque geéne est indicatif d'un
mauvais pronostic pour le patient.

L"échantillon biologique est choisi parmi le sang, le plasma,
le sérum, la salive, 1l'urine, le ligquide céphalo-rachidien, le

liquide pleural et le liquide péritonéal.

Le procédé de 1’invention peut aussi comprendre une étape
supplémentaire selon laquelle dans 1’étape on extrait les cellules
mononucléees du sang périphérique (PBMCs) de 1’échantillon sanguin
et on réalise les étapes subséquentes sur lesdites cellules

mononucléees sanguines, comme décrit précédemment.

Le produit d’expression du géne ou des geénes est soit un ARN
et de préférence un ARN messager ou encore un ADNc, soit une
protéine ou un polypeptide. Quand le produit d’expression est un
ARN, son niveau d’expression est déterminé a 1l’aide d’'au moins une
sonde d’hybridation spécifique du produit d’expression et de
préférence a 1l’'aide d’au moins deux voire trois sondes
d"hybridation et en particulier par une amplification enzymatique
quantitative. Quand le produit d’expression du ou des genes est un
polypeptide ou une protéine son niveau d’expression est déterminé

de préférence par un dosage immunologique quantitatif.

L"invention a aussi pour objet un procédé pour réaliser in
vitro un suivi d'un patient en choc septique, par mesure de
1'évolution du niveau d'expression du produit d’expression d’au
moins un géne choisi parmi les génes ilrb2 et ilrbl chez ledit

patient, dans lequel
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(i) on mesure le niveau d’expression dudit au moins un géne
dans un échantillon du patient prélevé a J1, c’est a dire au plus
tard dans les 12 premiéres heures du choc septique,

(ii) on mesure le niveau d’expression dudit au moins un géne
dans un échantillon du patient prélevé a Jx, c’est a dire
subséquemment a J1,

dans lequel une augmentation dudit niveau d’expression dudit
au moins un géne entre Jl et Jx indique que le patient évolue vers
un bon pronostic de sévérité.

Bien entendu, 1’étape (ii) peut étre réalisée plusieurs fois
pour suivre 1’évolution du niveau d’expression dudit au moins un
géne au cours du temps.

Comme décrit ci-dessus le niveau d’expression du produit
d’expression est de préférence mesuré par amplification

quantitative et par dosage immunologique quantitatif.

L"invention concerne aussi un kit pour réaliser les procédés
décrits ci-dessus comprenant au moins une sonde d’'hybridation
spécifique du produit d’expression ARN ou ADNc d’au moins un geéne
choisi parmi les génes ilrb2 et ilrbl ou au moins un ligand
spécifique du produit d’expression polypeptide ou protéine d'au
moins un géne choisi parmi les génes ilrb2 et ilrbl, en
particulier un anticorps ou un dérivé d’anticorps ou un analogue

d’anticorps.

Définitions

Echantillon biologique signifie le sang, le plasma, le sérum,
la salive, 1l'urine, le liquide céphalo-rachidien, 1le 1liquide
pleural et le liquide péritonéal.

Echantillon de sang ou échantillon sanguin signifie
indifféremment le sang total, le sérum ou le plasma.

On entend par produit d’expression d’un géne 1’'ARN messager
ou un fragment d’ARNm, 1"ADNc ou un fragment d’ADNc, un
polypeptide ou une protéine ou un fragment de polypeptide ou de
protéine.

On entend par réactif spécifique un réactif qui réagit avec



10

15

20

25

30

35

WO 2014/108646 PCT/FR2014/050039

un matériel biologique de 1’échantillon de sang ou des cellules
mononucléées du sang périphérique (PBMCs) afin de mettre en
évidence, d’une maniére directe ou indirecte 1’expression d'un
géne cible, qui peut étre déterminé par l'analyse des ARNm issus
de ce geéne, ou par l'analyse de la protéine codée par ce géne.

A titre indicatif, lorsque 1'on souhaite déterminer
l'expression d'un géne cible par 1l'analyse de la protéine codée
par ce geéne, ce réactif spécifique comprend au moins un anticorps
spécifique de la protéine codée par ce géne cible.

A titre indicatif, lorsque 1'on souhaite déterminer
l'expression d'un géne cible par l'analyse des ARNm transcrits a
partir de ce géne, ce réactif spécifique comprend au moins une
amorce d’'amplification spécifique de 1'ADN complémentaire de cet
ARNm (on parle alors d'amorce d'amplification spécifique d'un géne
cible). L'ADN complémentaire d'un ARNm peut étre obtenu selon un
protocole bien connu de 1l'homme du métier. Par exemple, on extrait
les ARN totaux (comprenant les ARN ribosomaux, les ARN de
transfert, les ARNm) de 1'échantillon sanguin ou des PBMCs. On
réalise ensuite une réaction de transcription inverse a 1'aide
d'une enzyme transcriptase inverse qui permet d'obtenir, & partir
d'un fragment d'ARN, un fragment complémentaire d'ADN (ADNc). La
réalisation d'une telle étape est Dbien connue de 1'homme du
métier. Lorsque 1'on souhaite plus particuliérement obtenir
uniquement les ADN complémentaires des ARN messagers, on réalise
cette étape enzymatique en présence de fragments nucléotidiques
comprenant uniquement des bases thymine (polyT), qui s’hybrident
par complémentarité sur la séquence polyA des différents ARNm afin
de former un complexe polyT-polyA qui sert alors de point de
départ a la réaction de transcription inverse réalisée par
l'enzyme transcriptase inverse. On obtient alors différents ADN
complémentaires des différents ARN messagers initialement présents
dans 1l'échantillon sanguin ou dans les PBMCs. Dans la suite de
1'exposé, on désigne par ADNc, un ADN complémentaire d'un ARN
messager.

Par amorce d'amplification, on entend un fragment
nucléotidique comprenant de 5 a 100 motifs nucléotidiques,

préférentiellement de 15 a 25 motifs nucléotidiques et possédant
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une spécificité d'hybridation dans des conditions déterminées pour
1'initiation d'une polymérisation enzymatique, par exemple dans
une réaction d'amplification enzymatique.

Par réaction d'amplification enzymatique, on entend un

processus générant de multiples copies d’'un fragment nucléotidique
cible a 1’aide d’amorces d'amplification spécifiques par 1l'action
d’au moins une enzyme. De telles réactions d’amplification sont
bien connues de 1’homme du métier et on peut citer notamment les
techniques suivantes : PCR (Polymerase Chain Reaction), LCR
(Ligase Chain Reaction), RCR (Repair Chain Reaction), 3SR (Self
Sustained Sequence Replication) avec la demande de brevet WO-A-
90/06995, NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification), et
TMA (Transcription Mediated Amplification) avec le brevet US-A-
5,399,491.
On parle alors d’amplicons pour désigner les polynucléotides
générés par une technique d"amplification enzymatique.
Préférentiellement, lorsque l'amplification enzymatique est une
PCR, le réactif spécifique comprend au moins 2 amorces
d'amplification spécifiques afin d'amplifier une région
particuliére de 1'ADN complémentaire de 1'ARNm issu du géne cible.
Lorsque l'amplification enzymatigue est une PCR réalisée aprés une
réaction de transcription inverse, on parle de RT-PCR.

Par sonde d’hybridation, on entend un fragment nucléotidique
comprenant de 5 & 100 motifs nucléotidiques, notamment de 6 a 35
motifs nucléotidiques, possédant une spécificité d'hybridation
dans des conditions déterminées pour former un complexe
d'hybridation avec un fragment nucléotidique cible. Dans la
présente invention, le fragment nucléotidique cible peut étre une
séquence nucléotidique comprise dans un ARN messager ou une
séquence nucléotidique comprise dans un ADN complémentaire obtenu
par transcription inverse dudit ARN messager.

Par hybridation, on entend le processus au cours duquel, dans
des conditions appropriées, deux fragments nucléotidiques, tels
que par exemple une sonde d'hybridation et un fragment
nucléotidique cible, ayant des séquences suffisamment
complémentaires sont susceptibles de former un double brin avec

des liaisons hydrogenes stables et spécifiques. Un fragment
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nucléotidique "capable de s'hybrider" avec un polynucléotide est
un fragment pouvant s'hybrider avec ledit polynucléotide dans des
conditions d'hybridation, qui peuvent étre déterminées dans chaque
cas de facon connue. Les conditions d'hybridation sont déterminées
par la stringence, c'est-a-dire la rigueur des <conditions
opératoires. L'hybridation est d'autant plus spécifique qu'elle
est effectuée a plus forte stringence. La stringence est définie
notamment en fonction de la composition en bases d'un duplex
sonde/cible, ainsi que par le degré de mésappariement entre deux
acides nucléiques. La stringence peut également étre fonction des
parametres de la réaction, tels que la concentration et le type
d'especes ioniques présentes dans la solution d'hybridation, 1la
nature et la concentration d'agents dénaturants et/ou la
température d'hybridation. La stringence des conditions dans
lesquelles une réaction d'hybridation doit étre réalisée dépendra
principalement des sondes d’hybridation wutilisées. Toutes ces
données sont bien connues et les conditions appropriées peuvent
étre déterminées par 1l'homme du métier. En général, selon la
longueur des sondes d’'hybridation utilisées, la température pour
la réaction d'hybridation est comprise entre environ 20 et 70°C,
en particulier entre 35 et 65°C dans une solution saline & une
concentration d'environ 0,5 a 1 M. On réalise ensuite une étape de
détection de la réaction d'hybridation.

Par détection on entend soit une détection directe par une
méthode physique, soit une méthode de détection a 1’aide d'un
marqueur. De nombreuses méthodes de détection existent pour la
détection des acides nucléiques [1,2].

Par marqueur, on entend un traceur capable d'engendrer un
signal. Une 1liste non limitative de ces traceurs comprend les
enzymes qui produisent un signal détectable par exemple par
colorimétrie, fluorescence ou luminescence, comme la peroxydase de
raifort, la phosphatase alcaline, la P-galactosidase, la glucose-
6-phosphate déshydrogénase ; les chromophores comme les composés
fluorescents, luminescents ou colorants ; les groupements a
densité électronique détectables par microscopie électronique ou
par leurs propriétés électriques comme la conductivité, par les

méthodes d'ampérométrie ou de voltamétrie, ou par des mesures
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d'impédance ; les groupements détectables par des méthodes
optiques comme la diffraction, la résonance plasmon de surface, la
variation d'angle de contact ou par des méthodes physiques comme
la spectroscopie de force atomique, l'effet tunnel, etc. ; les

1251, Ainsi, le

molécules radioactives comme p, g ou
polynucléotide peut étre marqué pendant 1'étape d'amplification
enzymatique, par exemple en utilisant un nucléotide triphosphate
marqué pour la réaction d'amplification. Le nucléotide marqué sera
un désoxyribonucléotide dans les systémes d'amplification générant
un ADN, comme la PCR, ou un ribonucléotide dans les technigues
d'amplification générant un ARN, comme les techniques TMA ou
NASBA. Le polynucléotide peut aussi étre marqué apres 1'étape
d'amplification, par exemple en hybridant une sonde margquée selon
la technique d'hybridation sandwich décrite dans le document WO-A-
91/19812.

Au sens de la présente invention, la sonde d’hybridation peut
étre une sonde dite de capture. Dans <ce <cas, le fragment
nucléotidique cible peut étre préalablement marqué au moyen d'un
marqueur. La sonde dite de capture est immobilisée ou
immobilisable sur un support solide par tout moyen approprié,
c'est-a-dire directement ou indirectement, par exemple par
covalence ou adsorption. On réalise alors une réaction
d'hybridation entre ladite sonde de détection et 1le fragment
nucléotidique cible marqué.

La sonde d’'hybridation peut également étre une sonde dite de
détection. Dans ce cas, la sonde d'hybridation peut étre marquée
au moyen d'un marqueur. On réalise alors une réaction
d'hybridation entre ladite sonde de capture et le fragment
nucléotidique cible.

Que l'on utilise une sonde dite de capture ou une sonde dite
de détection, la réaction d’hybridation peut étre réalisée sur un
support solide qui inclut tous les matériaux sur lesquels peut
étre immobilisé un acide nucléique. Des matériaux de syntheése ou
des matériaux naturels, éventuellement modifiés chimigquement,
peuvent étre utilisés comme support solide, notamment les
polysaccharides tels que les matériaux a base de cellulose, par

exemple du papier, des dérivés de cellulose tels que l'acétate de
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cellulose et la nitrocellulose ou le dextrane, des polymeres, des
copolyméres, notamment a base de monoméres du type styréne, des
fibres naturelles telles que le coton, et des fibres synthétiques
telles que le nylon ; des matériaux minéraux tels que la silice,
le quartz, des verres, des céramiques ; des latex ; des particules
magnétiques ; des dérivés métalliques, des gels etc. Le support
solide peut étre sous la forme d'une plaque de microtitration,
d'une membrane comme décrit dans la demande WO-A-94/12670, d'une
particule ou d'une biopuce.

Dans la présente invention, la détermination de 1'expression
d’"un géne cible peut étre analysée par 1’expression des ARNm qui
sont transcrits & un temps donné. Dans ce cas, le matériel
biologique est un acide nucléique, et le réactif spécifique peut
étre indifféremment une amorce d'amplification ou wune sonde
d"hybridation telles que définies précédemment.

On peut déterminer 1'expression d’un geéne cible de la maniéere
suivante:

1) apreés avoir extrait les ARN totaux d'un échantillon
sanguin ou de PBMCs, on réalise une étape de transcription
inverse, telle que décrite précédemment afin d'obtenir les
différents ADN complémentaires des différents ARN messagers
initialement présents dans l'échantillon sanguin ou dans les PBMCs
(ou ADNc)

2) on amplifie spécifiquement les ADNc. Dans ce cas, le
réactif spécifique utilisé comprend au moins une  amorce
d'amplification spécifique du géne cible, telle que définie
précédemment. Cette étape peut étre réalisée notamment par une
réaction d'amplification de type PCR ou par toute autre technique
d'amplification appropriée

3) on détermine 1l'expression du gene cible en quantifiant les
ADNc. Les ADNc peuvent étre quantifiés notamment par l'utilisation
d'une gamme de quantification obtenue par une réaction
d'amplification conduite Jjusqu’a saturation. Afin de tenir compte
de la variabilité d'efficacité enzymatique qui peut étre observée
lors des différentes étapes (transcription inverse, PCR
quantitative..), on peut normaliser l'expression du géne cible des

différents groupes de patients, par la détermination simultanée de
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l'expression d'un géne dit de référence dont 1l'expression est
similaire chez les différents groupes de patients. En réalisant un
rapport entre l'expression du géne cible et l'expression du géne
de référence, on corrige ainsi toute variabilité entre les
différentes expérimentations. L"homme du métier pourra se référer
notamment aux publications suivantes : [3-4] Bustin SA Journal of
molecular endocrinology, 2002, 29 : 23-39 ; Giulietti A Methods,
2001, 25 : 386-401

On peut également déterminer l'expression d'un géne cible de
la maniére suivante:

1) aprés avoir extrait les ARN totaux d'un échantillon
sanguin ou des PBMCs, on réalise une étape de transcription
inverse, telle que décrite précédemment afin d'obtenir les
différents ADN complémentaires des différents ARN messagers
initialement présents dans 1'échantillon ou les PBMCs (ou ADNCc)

2) on immobilise les ADNc sur une membrane

3) on détermine 1’expression du geéne cible en hybridant les
ADNc a des sondes d'hybridation spécifiques du gene cible
préalablement marquées. De telles techniques d'hybridation sont
bien connues de 1'homme du métier, et on peut citer notamment la
technique du Northern blot. Cette réaction d'hybridation peut étre
réalisée aprés une étape d'amplification spécifique des ADN
complémentaires des ARN messagers d'un géne cible lorsque
notamment le géne est faiblement exprimé

L’expression d’un géne cible peut étre également analysée par
l’expression des protéines codées par le géne cible. Dans ce cas,
le matériel biologique est une protéine ou un polypeptide et
plusieurs techniques de détection avec ou sans ligand peuvent étre
utilisées. La spectrométrie de masse peut étre utilisée comme
technique de détection sans ligand. Le réactif spécifique peut
étre un ligand spécifique de la protéine codée par le géne cible
pour un systéme de détection avec ligand.

En particulier, le 1ligand est un anticorps ou un dérivé
d’anticorps (tel qgqu’'un fragment d’anticorps) ou un analogue
d’anticorps.

Les anticorps recombinants, spécifiques de la protéine

traduite du géne cible peuvent étre obtenus selon des procédés
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classiques connus de 1’homme du métier, a partir d’'organismes
procaryotes, tels que Dbactéries, ou a partir d'organismes
eucaryotes, tels que levures, cellules de mammiféres, de plantes,
d’"insectes ou d’animaux, ou par des systeémes de production extra-
cellulaire.

Les anticorps monoclonaux peuvent é&tre préparés selon les
techniques classiques connues de 1’'homme du métier telles que la
technique des hybridomes dont le principe général est rappelé ci-
dessous.

Dans un premier temps, on immunise un animal, généralement
une souris, (ou des cellules en culture dans le cadre
d'immunisations in vitro) avec un antigéne cible d’intérét, dont
les lymphocytes B sont alors capables de produire des anticorps
contre ledit antigéne. Ces lymphocytes producteurs d'anticorps
sont ensuite fusionnés avec des cellules myélomateuses
"immortelles" (murines dans 1'exemple) pour donner lieu a des
hybridomes. A partir du mélange hétérogéne des cellules ainsi
obtenu, on effectue alors une sélection des cellules capables de
produire un anticorps particulier et de se multiplier
indéfiniment. Chaque hybridome est multiplié sous la forme de
clone, chacun conduisant a la production d'un anticorps monoclonal
dont 1les propriétés de reconnaissance vis-a-vis de 1’antigeéne
d’intérét pourront étre testées par exemple en ELISA, par
immunotransfert en une ou deux dimensions, en immunofluorescence,
ou & l'aide d'un biocapteur. Les anticorps monoclonaux ainsi
sélectionnés, sont par la suite purifiés notamment selon la
technique de chromatographie d'affinité.

Des fragments d’anticorps peuvent par exemple é&étre obtenus
par protéolyse. Ainsi, 1ls peuvent é&tre obtenus par digestion
enzymatique, résultant en des fragments de type Fab (traitement a
la papaine [5] ou de type F(ab)’2 (traitement a la pepsine; [6].
Ils peuvent également étre préparés par voie recombinante [7]. Un
autre fragment d’anticorps qui convient aux fins de 1’invention
comprend un fragment Fv qui est un dimére constitué de
l"association non covalente du domaine wvariable léger (VL) et du
domaine variable lourd (VH) du fragment Fab, donc de 1l’association

de deux chaines polypeptidiques. Afin d’améliorer la stabilité du
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fragment Fv due a la dissociation des deux chaines
polypeptidiques, ce fragment Fv peut étre modifié par génie
génétique en insérant un lien peptidique adapté entre le domaine
VL et le domaine VH [8]. On parle alors de fragment scFv (« single
chain Fragment variable ») car il est constitué d’une seule chaine
polypeptidique. L'utilisation d’un lien peptidique composé
préférentiellement de 15 a 25 acides aminés permet de relier
l’extrémité C-terminale d’un domaine & 1l’extrémité N-terminale de
1"autre domaine, constituant ainsi une molécule monomérique dotée
de propriétés de liaison similaires & celles de 1l’anticorps sous
sa forme complete. Les deux orientations des domaines VL et VH
conviennent (VL-lien-VH et VH-lien-VL) car elles présentent des
propriétés fonctionnelles identiques. Bien entendu, tout fragment
connu de 1'homme du métier et présentant les caractéristiques
immunologiques définies ci-dessus convient aux fins de
1"invention.

Par analogue d'anticorps, on entend en particulier les
protéines d’affinité aux propriétés compétitives (les

nanofitines™) .

Lorsque le matériel biologique est un polypeptide ou une
protéine issue de 1’expression d’un géne, on peut déterminer
l’expression de ce dernier, en détectant et ou quantifiant la dite
protéine par Western Blot ou ELISA, ou toute autre méthode connue
de 1’homme du métier, telle qu’une méthode de chimiluminescence a

partir du matériel biologique.

La technique ELISA (« Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay »)
est un dosage immunoenzymatique sur support solide. Ce test entre
dans le cadre plus général des EIA (« Enzyme Immunoassays ») dans
lequel le dosage est couplé & une réaction catalysée par une
enzyme. La technique utilise un ou deux anticorps. L’anticorps de
détection de la formation de complexes immuns (antigéne /
anticorps) est couplé a 1l’enzyme et peut générer 1’émission d’un

signal par un substrat chromogéne ou fluorogéne.

La technique Western Blot est un test pour détecter une

protéine spécifique dans un échantillon & l'aide d'un anticorps
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spécifique de cette protéine comprenant les étapes suivantes telle

que décrites ci-dessous.

La premiere étape est une électrophorése sur gel, qui permet

de séparer les protéines de 1'échantillon selon leur taille.

Les protéines dans le gel sont alors transférées sur une
membrane (nitrocellulose, PVDF..) par pression ou par application
d'un courant électrique, les protéines se fixant a la membrane

grédce a des interactions hydrophobes et ioniques.

Aprés saturation des sites d'interaction non spécifique, un
premier anticorps, spécifique de la protéine a étudier (anticorps

primaire) est incubé avec la membrane.

La membrane est ensuite rincée afin d'enlever les anticorps
primaires non 1liés, ©puils incubée avec des anticorps dits
secondaires, qui vont se lier aux anticorps primaires. Cet
anticorps secondaire est habituellement 1ié & une enzyme qui
permet 1l'identification wvisuelle de la protéine étudiée sur la
membrane. L’ajout d’un substrat marqué de 1'enzyme engendre une

réaction colorée qui est visible sur la membrane.

FIGURES

Figure 1 : Les figures 1A et 1B représentent respectivement les
niveaux d’expression de LILRB2 avec 2 ©probesets Affymetrix
indépendants : 207967 x at et 210146 x at. Les données sont
exprimées en intensité de fluorescence pour les 3 groupes de
patients : volontaires sains (VS), patients non survivants (NS) et
survivants (S).

Figure 2 : La figure 2 représente la corrélation de 1’intensité de
fluorescence pour LILRB2 avec les 2 probesets Affymetrix.

Figure 3 : La figure 3 montre les niveaux d’expression de LILRBI1
avec le probeset Affymetrix 211336 x at. Les données sont
exprimées en intensité de fluorescence pour les 3 groupes de
patients : volontaires sains (VS), patients non survivants (NS) et
survivants (S).

Figure 4 : La figure 4 représente la corrélation de 1’intensité de
fluorescence entre les 2 probesets Affymetrix des génes LILRBI

(211336 _x_at) et LILRB2 (207697 x at).
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Figure 5: La figure 5 montre la corrélation entre 1l'intensité de
fluorescence du probeset (207697 x at) obtenue avec la plateforme
Affymetrix et les mesures CNRQ de LILRB2Z obtenues en RT-gPCR sur
la cohorte de découverte.

Figure 6: La figure 6 présente les CNRQ de LILRB2Z pour les
patients survivants (S) et non survivants (NS).

Figure 7 : La figure 7 représente la courbe ROC de l'association
entre les valeurs de CNRQ de LILRB2 et la probabilité de déces
chez les patients en choc septique.

Figure 8 : La figure 8 représente la courbe de survie de Kaplan
Meier pour les patients présentant des valeurs de CNRQ pour LILRB2
au-dessus de la médiane (0,86) en caractéres gras et en dessous de

la médiane en caractéres normaux.

EXEMPLES: Recherche d’un profil d’expression pour le pronostic de

survie ou de sévérité d’un patient en choc septique

Exemple 1 : Description des patients

1.1 Cohorte de découverte
L"étude a été réalisée sur une cohorte de 51 patients en choc
septique agés de 25 a 85 ans (33 hommes, 18 femmes, &ge médian: 66
ans) et admis dans le service de réanimation du centre hospitalier
Lyon Sud - Lyon (France) entre 2004 et 2009 pour la prise en
charge d’un choc septique. Leurs caractéristiques sont décrites
dans le tableau 1 ci-dessous. Tous les patients étaient en état de
choc septique nécessitant un traitement par les amines aprés
remplissage vasculaire. Le début du traitement aux catécholamines
est considéré comme le TO du choc septique et de 1’étude. Parmi
les 51 patients de la cohorte, 17 patients (33%) sont décédés dans
les 28 premiers Jjours apreés mise sous traitement par catécholamine
(patients non survivants : NS) et 34 patients ont survécu au-dela
de 28 jours (patients survivants : 8). Les patients &agés de moins
de 18 ans sont exclus de 1'étude.

La sévérité de 1'affection a été calculée par le score SAPS-

IT (Simplified Acute Physiology Score) établi par Le Gall, et al.
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en 1993 qui prend en compte différents paramétres cliniques

(1"4ge, la fréquence cardiaque, température centrale, la

Pa02/Fi02, la diurése, 1’urée sanguine, les globules blancs, la

kaliémie, la natrémie, la bicarbonatémie, la bilirubine, le type

d’admission,
également le score de SOFA
score)
six notes différentes,
cardio-vasculaires, hépatiques,
et neurologiques).
survie.

et le SOFA médian est 10.

dans le tableau 1 ci-dessous.

coagulation,

Pour le groupe de patients étudié,

qui prend en compte les défaillances d’organes

les

systémes

les pathologies associées et le score de Glasgow) et
(Sequential Organ Failure Assessment
(basé sur
une pour chacune des voies respiratoires,
rénaux
Ces scores sont inversement proportionnels a la
le SAPSII médian est 51

Toutes ces informations sont résumées

Tableau 1
Non .
survivants Survivants Total P-
n= 17 (33%) n= 34 (67%) n=51 (%) value
Femme n (%) 9 (53) 9 (26) 18 (35) 0.062
Homme n (%) 8 (47) 25 (74) 65)
Age (années) médiane (Q1-
Q3) 59 (48-70) 66 (56-76) 66 (54-74) 0.418
SAPS II médiane (Q1-Q3) 64 (56-70) 47 (38-55) 51 (43-61) <.001
SOFA médiane (Q1-Q3) 12 (10-15) 9 (8-11) 10 (8-12) 0.002
Type communautaire
d’infection n (%) 8 (47) 17 (50) 25 (49) ns
nosocomiale n
(%) 8 (47) 17 (50) 25 (49)
Site d’ abdominale n
infection (%) 4 (38) 15 (40) 19 (39) 0.291
pulmonaire n
(%) 10 (46) 13 (40) 23 (42)
autres n (%) 4 (16) 6 (20) 10 (19)

1.2 Série de contrdle

Des sujets volontaires sains (VS)

une série contrdle dont les

échantillons

ont été

ont été recrutés afin d’obtenir

traités et

analysés dans des conditions identiques a celles des malades. Il

s"agit de 24 sujets sains
de 57 ans.

dessous.

(12 femmes et 12 hommes)

d"un dge médian

Ces informations sont résumées dans le tableau 2 ci-
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Tableau 2
VS

n=24 (%)
Femme n (%) 12 (50)
Homme n (%) 12 (50)
Age (années)
médiane (Q1-Q3) 57 52-60)

1.3 Cohorte de Validation

La cohorte de wvalidation inclut 262 patients en choc septique de
19 a 93 ans (164 hommes, 93 femmes, dge médian: 67 ans) admis dans
6 services de réanimation de Lyon (France) entre 2009 et 2011 pour
la prise en charge d’un choc septique. Ces patients sont tous en
état de choc nécessitant un traitement par les amines aprés
remplissage vasculaire. Le début du traitement aux catécholamines
est considéré comme le TO du choc septigue. Parmi les 262 inclus
dans 1"étude, 90 patients (34%) sont décédés dans les 28 premiers
jours aprés mise sous traitement par catécholamine.

Les patients 4gés de moins de 18 ans sont exclus de 1’étude.

La sévérité de 1l'affection est calculée par le score SAPS-II
et par le score de SOFA. Pour le groupe de patients étudié le
SAPS-IT médian est 62 et le SOFA médian est 12.

Le tableau 3 ci-dessous résume les informations sur les patients

de la cohorte de validation.

Tableau 3
Non Survivants Total
survivants n= 172 n=262 (%) P-
n= 90 (34%) (66%) value
Femme n (%) 33 (36.7) 65 (37.8) 98 (37.4) 0.965
Homme n (%) 57 (63.3) 107 (62.2) 164
(62.06)
Age (années) médiane (Q1-Q3) 71.5 (63- 65 (56-77) 67 (58-78) 0.003
78)
SAPS II médiane (Q1-Q3) 77 (63-93) 57 (44-68) 62 (50-77) <.001
SOFA médiane (Q1-Q3) 14(12-106) 11 (9-13) 12(10-14) <.001
Type communautaire n 48 (53.3) 114 (66.3) 162 (61.8) 0.041
d’infection (%)
nosocomiale n 42 (46.7) 58 (33.7) 100 (38.2)
(%)
Site d’ abdominale n 30 (33.3) 41 (23.8) 71 (27.1) 0.212
infection (%)
pulmonaire n 36 (40.0) 72 (41.9) 108 (41.2)

(%)
autres n (%) 24 (26.7) 59 (34.3) 83 (31.7)
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Exemple 2 : Echantillonnage et collection des données
Les premiers échantillons sanguins sont obtenus au plus tard 12

heures aprés le début du choc septique.

2.1 Extraction des ARN totaux de 1l’échantillon biologique:
Les prélevements ont été collectés directement dans des tubes
PAXgene™ Blood RNA (PreAnalytix, Hilden, Allemagne). Aprés
prélévement, les tubes ont été laissés a température ambiante
pendant 4 heures puis conservés a -80°C jusqu’a 1’extraction du
matériel biologique dans le but d’optimiser et de standardiser les
conditions de conservation des échantillons. Plus précisément,
dans ce protocole, les ARN totaux ont été extraits a l’aide des
kits PAXgene™ Blood RNA® (PreAnalytix) en respectant les
recommandations du fabriquant.

La qualité des ARN totaux extraits a été analysée par le Dbio
analyseur AGILENT 2100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany)
a 1"aide du systéme Lab-on-chip RNA 6000 Nano Assay (Agilent). Les
ARN totaux comprennent les ARN de transfert, les ARN messagers

(ARNm) et les ARN ribosomaux.

2.2 Etude de découverte
Pour 1l’étude de découverte, la réaction de transcription inverse
des ARNm est réalisée selon le protocole d'Affymetrix a partir de
50 ng d’'ARN total. Une amorce oligonucléotidique a été utilisée
pour cibler tous les ARN pendant la transcription inverse.
L’ensemble des étapes a été réalisé avec le kit WTO NuGen et
hybridé sur des puces & ADN. L'’hybridation de 1"ARNc est réalisée
avec les biopuces GeneChipHuman Genome U133 Plus 2 avant 1/étape
d"amplification du signal par 17incubation avec le mélange SAPE
contenant la Streptavidine Phycoerythrine puis les anticorps IgG
de chevre anti Streptavidine mélangés avec l’'anticorps biotinylé
anti IgG de chévre. Cette derniere étape utilise la plateforme
Fluidic FS450. L'analyse des données Affymetrix débute par la
capture de 1’image de la Dbiopuce par le scanner GeneChip® 3000

d’Affymetrix. Les données sont ensuite normalisées par RMA (Robust
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Multiple-Array Average). Toutes les données basées sur 1’intensité
du signal sont utilisées aprés la normalisation. Les différences
de niveaux d’'expression en ARNm entre les patients décédés dans
les 28 premiers jours (patients non survivants) et les patients
survivants sont déterminées par la méthode SAM (Tusher,
Tibshirani, and Chu, 2001).

Parmi les geénes différentiellement exprimés entre les patients
survivants, non survivants et les contrdles sains, on constate une
surexpression d’LILRB2 chez les patients survivants comparée au
niveau d’'expression obtenue a la fois chez les contrbdles sains et
chez les non survivants dont les niveaux d’expression sont
comparables. Ces résultats sont présentés a la figure 1 annexée
avec 2 probesets Affymetrix indépendants, respectivement
identifiés en 207697 x at et 210146 x at, ce qui confirme 1la
robustesse et la fiabilité des résultats. Dans la figure 1,
respectivement figure 1A et figure 1B, les données sont présentées
en intensité de fluorescence pour les 2 probesets Affymetrix
207697 x at et 210146 x at, respectivement, pour les 3 groupes de
patients : volontaires sains (cf. tableau 2), patients non
survivants et survivants (cf. tableau 1).

L’intensité de fluorescence des  probesets 207697 x at et
210146 x at a été comparée pour les patients survivants et non

survivants. Les résultats sont présentés ci-dessous.

p_
Probeset SFC AUC value
207697 x at 1,53 0,84 0,0002
210146 x at 1,19 0,78 0,0012

SFC: Standard Fold Change
AUC: Area Under Curve

p-value: selon le test de Mann Whitney

L"intensité de fluorescence a ensuite été corrélée pour les 2

probsets Affymetrix. Les résultats sont présentés a la figure 2.

Spearman coefficient corrélation r 0,68
Intervalle de confiance 95% 0,565 to 0,762

Spearman test signivicativité P value < 0,0001
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Comme cela ressort de la figure 2, on constate une trés bonne

corrélation pour les 2 probesets Affymetrix.

Parmi les geénes différentiellement exprimés entre les patients
survivants, non survivants et les contrdles sains, on constate
aussi une surexpression d’LILRB1 chez les patients survivants
comparée au niveau d'expression obtenue a la fois chez les
contrbdles sains et chez les non survivants. Ces résultats sont
présentés a la figure 3 annexée avec 1 probeset Affymetrix
indépendants, respectivement identifiés en 207697 x at et
211336 _x atpour les 3 groupes de patients : volontaires sains,
patients non survivants et survivants. Les résultats sont données

en intensité de fluorescence.

L"intensité de fluorescence entre les 2 probesets Affymetrix des
genes LILRB1 (211336 x at) et LILRBZ (207697 x at) a ensuite été
corrélée. Les résultats sont présentés a la figure 4. On observe
une corrélation significative (0.86[0.81-0.901) entre les

résultats d’expression des deux génes LILRB2 et LILRBI.

2.3 Validation technique (transfert de plateforme)

Afin de confirmer les résultats a 1’aide d’une autre technique de
biologie moléculaire, 1l’expression d’ARN de LILRB2 a été mesurée
par RT-PCR quantitative sur la méme cohorte.

Brievement, une réaction de transcription reverse (RT) a été
réalisée a partir de 200 ng d’ARN total dans un volume final de 20
pl & 1’aide des kits SuperScript® VILO™ system (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) en respectant les recommandations du
fabriquant. Chaque solution de cDNA a été diluée au 1/10 dans de
l"eau DEPC. Un standard a été préparé pour le gene d'intérét
(LTLRB2) et le géne de référence (HPRT1) par une amplification PCR
(polymerase chain reaction) conduite Jjusqu’a saturation. Les
amplicons obtenus ont été purifiés (PCR purification kit, Qiagen
Ltd) et la présence d’un amplicon unique a été vérifié par
électrophorese capillaire a 1l7aide du biocanalyseur AGILENT 2100

(Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) et du systéme Lab-on-
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chip DNA Assay (Agilent).

Le LightCycler™ 480 (Roche) a été utilisé et les réactions PCR ont
été effectuées a 17aide du kit LightCycler® 480 Probes Master
(Roche Molecular Biochemicals). Chaque PCR a été effectuée dans un
volume final de 20 ul contenant 10 pl de LightCycler® 480 Probes
Master, 2x conc, 2 pl de amorces-sonde MIX, 10x conc contenant les
amorces sens et anti-sens (0.5 uM concentration finale) ainsi que
la sonde Tagman (0.l1uM concentration finale), et 8 pl de solution
de cDNA dilué au 20éme. Apreés une étape de dénaturation de 10 min
4 95°C, l'amplification a été effectuée a l1l’aide de 40 cycles d'un
protocole de "touch-down" PCR (10 sec & 95°C, 29 sec d'hybridation
a 68-58°C, suivi d’une extension de 11 sec & 72°C). A la fin de
chaque cycle, la fluorescence libérée par la sonde d’hydrolyse

Tagman a été mesurée.

Les combinaisons d’amorces nécessaires a la quantification du géne
de référence HPRT1 et du géne d’intérét LILRB2 sont décrites ci-
dessous. Pour HPRT1l, le n° d'accession Genbank est NM 000194.2 et
la région amplifiée est 630-788. Pour LILRB2, variant 1, le n°
d'accession Genbank est NM 005874.3 et la région amplifiée est
2006-2182 et pour le variant 2, le numéro d’accession Genebank est

NM 001080978.2 et la région amplifiée est 1791-1879.

LILRB2

Amorce sens 5'-->3" CCAGAGCCCACAGACAGAGG (SEQ ID NO :1)
Amorce anti-sens 5'-->3" TGTCCTTCACGGCAGCATAGA (SEQ ID NO :2)
Sonde TagMan GACTCCACACTCAGTAGAAG (SEQ ID NO :3)

HPRT1 : amplicon 158pb

Amorce sens 5'-->37 CCAAAGATGGTCAAGGTCGC (SEQ ID NO :4)
Amorce anti-sens 5'-->37 GACACAAACATGATTCAAATCC (SEQ ID NO :5)
Sonde TagMan CAAGTTTGTITGTAGGATATGCCC (SEQ ID NO :06)

La quantité d'ARNm cible LILRB2 relative a la quantité d'ARNm du
géne de référence HPRT1I a été analysée par la technique de
quantification relative avec le LightCycler Relative

Quantification Software (Roche Molecular Biochemicals). La "Second
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Derivative Maximum Method" du logiciel LightCyclerTM (Roche) a été
utilisée pour déterminer automatiquement le Crossing Point (Cp)
pour chaque échantillon. La valeur du Cp a été définie comme le
nombre de cycles pour lequel la fluorescence était
significativement différente du bruit de fond.

Cing dilutions en séries au 1/10 ont été réalisées en
quadruplicate avec chaque standard afin de générer une courbe
d’étalonnage exprimant le Cp en fonction du logarithme du nombre
de copies. Les dilutions de standard ont été optimisées afin que
la courbe d’étalonnage couvre le niveau d’expression attendu pour
le géne cible et le géne de référence. Les courbes standards
relatives décrivant 1’efficacité de PCR pour le gene cible et le
géne de référence ont été générées et utilisées pour réaliser une
quantification relative appelée CRNQ (calibrated normalized
relative quantities) décrite par Jan Hellemans et al. (gBase
relative quantification framework and software for management and
automated analysis of real-time quantitative PCR data. Genome
Biology 2007)

La figure 5 annexée montre la corrélation entre 1’intensité de
fluorescence du probeset (207697 x at) obtenue avec la plateforme
Affymetrix et les mesures CNRQ obtenues en RT-gPCR sur la cohorte
de découverte pour le géne LILRB2. Les résultats montrent une
corrélation significative (0.81[0.72-0.86]) entre les résultats
Affymetrix et ceux de RT-PCR quantitative, confirmant la

pertinence du géne.

Spearman coefficient correlation r 0,8075
Intervalle de confiance 95% 0,7254 to 0,8670
Spearman test significativité P value < 0,0001

2.4 Validation biologique:

Afin de wvalider 1l’association entre 1l’expression de LILRB2 et
la prédiction de survie chez les patients en choc septique,
l’expression des ARNm de LILRB2 a été mesurée par RT-PCR
quantitative sur une cohorte de wvalidation (incluant 262 patients
en choc septique, avec 172 survivants et 90 non survivants

(décédés dans les 28 premiers jours) (cf. tableau 3)
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La figure 6 présente les CNRQ de LILRB2 pour les patients

survivants (S) et non survivants (NS).

Un modele logistique a été utilisé pour décrire 1'association
entre LILRB2 et la probabilité de déces. Le modele logistique
décrit la probabilité de mourir avant le 28°™ Jjour. La mesure
d'association entre la probabilité de décés et la covariable est
1/0dds Ratio (CR) . Cette mesure d'association peut étre
interprétée comme un risque relatif. Par exemple, un OR = 2 pour
le groupe 1 wversus le groupe 2 signifie que la probabilité de
déces pour les patients du groupe 1 est égal a 2 fois 1la

probabilité de mourir pour les patients du groupe 2.

L’'0dds Ratio pour un incrément de 1 point du CNRQ de LILRB2 est

0.47 (p=0.0028). L'Odds Ratio entre les patients présentant des
valeurs de CNRQ pour LILRB2 = 1.3 (3éme quartile) et 0.5 (1%
quartile) est 0.55. Ainsi, les patients avec un niveau
d’expression de LILRB2 élevé ont une probabilité de déces
significativement plus faible de décéder que les patients avec un

niveau d’'expression plus faible.

La figure 7 représente la courbe ROC de 1l’association entre les
valeurs de LILRB2 et la probabilité de déceés chez les patients en

choc septique.

LILRB2Z est également associé a la date de survie des patients en
choc septique (et non seulement a la probabilité de déces dans les
28 premiers jours). La figure 8 représente la courbe de survie de
Kaplan Meier pour les patients en choc septique a Jl présentant
des wvaleurs de CNRQ pour LILRB2 au-dessus de la médiane (0,806)

caractéres gras et en dessous de la médiane en caractéres normaux.
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REVENDICATIONS

1. Procédé pour établir in vitro un pronostic de sévérité chez un
patient en choc septique, comprenant les étapes suivantes:

(i) a partir d'un échantillon biologique provenant dudit patient,
on mesure in vitro le niveau d’expression du produit d’expression
d"au moins un geéne choisi parmi les geénes 1lilrb2 et 1ilrbl, (ii) on
compare le niveau d’expression du produit d’expression dudit au
moins un géne avec un niveau d’expression contrdle de bon
pronostic de sévérité pour le produit d’expression du méme geéne,
dans lequel un niveau d’expression du produit d’expression dudit
au moins un géne en-dessous dudit niveau d’expression contrdle est

indicatif d'un mauvais pronostic de sévérité pour le patient.

2. Procédé selon la revendication 1, dans lequel

(i) on mesure le niveau d’expression du produit d’expression du
géne 1ilrb2, (ii) on compare le niveau d'expression du produit
d’expression du géne 1lilrb2 avec le niveau d'expression contrdle
du géne 1ilrb2,

dans lequel le niveau d’expression du produit d’expression du geéne
1ilrb2 du patient au-dessous du niveau d’expression contrdle est

indicatif d'un mauvais pronostic pour le patient.

3. Procédé selon la revendication 1, dans lequel

(i) on mesure le niveau d’expression du produit d’expression du
géne 1ilrb2 et le niveau d’expression du produit d’expression du
géne 1ilrbl du patient, (ii) on compare le niveau d’expression du
produit d'expression du géne 1lilrb2 et du géne 1lilrbl du patient
respectivement avec le niveau d'expression contrdle de chaque
géne,

dans lequel un niveau d’expression du produit d’expression du geéne
1ilr2 et du géne 1ilrbl du patient au-dessous respectivement du
niveau d’expression contrdle seuil prédéterminé de chagque géne est

indicatif d'un mauvais pronostic pour le patient.



10

15

20

25

30

35

WO 2014/108646 PCT/FR2014/050039
25

4. Procédé selon la revendication 1, dans lequel ledit échantillon
biologique est choisi parmi le sang, le plasma, le sérum, la
salive, 1l'urine, le liquide céphalo-rachidien, le liguide pleural

et le liquide péritonéal.

5. Procédé selon 1la revendication 1, dans lequel 1le produit
d’expression du géne est un ARN, de préférence un ARN messager ou

un ADNc.

6. Procédé selon la revendication 1, dans lequel le produit

d’expression est une protéine ou un polypeptide.

7. Procédé selon la revendication 5, dans lequel le niveau
d’expression de 1’ARN est déterminé a 1’aide d’au moins une sonde

d"hybridation spécifique du produit d’expression.

8. Procédé selon la revendication 7, dans lequel le niveau
d’expression de 1'ARN est déterminé par une amplification

enzymatique gquantitative.

9. Procédé selon 1la revendication 6, dans lequel 1le niveau
d’expression du polypeptide est déterminé par un dosage

immunologique quantitatif.

10. Procédé pour réaliser in vitro un suivi d'un patient en choc
septique, par mesure de 1'évolution du niveau d'expression du
produit d’expression d’au moins un geéne choisi parmi les geénes
1ilrb2 et 1lilrbl chez ledit patient, dans lequel

(i) on mesure le niveau d’expression dudit au moins un géne
dans un échantillon du patient prélevé a J1,

(ii) on mesure le niveau d’expression dudit au moins un géne
dans un échantillon du patient prélevé a Jx,

dans lequel une augmentation dudit niveau d’expression dudit
au moins un geéne entre Jl et Jx indique que le patient évolue vers

un bon pronostic de sévérité.
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11. Procédé selon la revendication 10, dans lequel ledit niveau

d'expression est mesuré par amplification quantitative.

12. Procédé selon la revendication 10, dans lequel le niveau

d’ "expression est mesuré par un dosage immunologique quantitatif.
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