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CLUSTERINE POUR SON UTILISATION DANS LE TRAITEMENT DES
MICRO-ANGIOPATHIES THROMBOTIQUES

DESCRIPTION

Domaine technique

La presente invention se rapporte a l'utilisation d'une proteine pour
son utilisation dans le traitement des micro-angiopathies thrombotiques,
ainsi qu'a un procede ex vivo de stratification d'un patient atteint de MAT

Ou susceptible de I'étre.

Dans la description ci-dessous, les reférences entre crochets ([ ])

renvoient a |a liste des references présentee a la fin du texte.

Etat de la technique

La denomination de microangiopathie thrombotique (MAT) regroupe
un ensemble de maladies rares caracterisees par la survenue de lesions
endothéliales qui aboutissent a l'occlusion des vaisseaux de petit calibre
par thrombose et qui ont pour consequence une ischemie tissulaire.
L'ischémie tissulaire est responsable d'une destruction cellulaire et de la
libération dans le milieu extracellulaire par les cellules mourantes de
molecules normalement confinees dans la cellule. Ces molecules de
danger sont pro-inflammatoires et ont une action cytotoxique pour les
cellules de I'hn6te. Des donnees recentes identifient les histones (sous
forme libre ou complexees a 'ADN) comme des molecules de danger dont
le rOle est central au cours des MAT.

Les MAT sont des pathologies qui engagent le pronostic vital, le rein
et le cerveau etant les organes cibles les plus frequemment atteints. Les
formes les plus classigues de MAT sont le purpura thrombotique
thrombocytopenique (PTT), et le syndrome hemolytigue et uremique
(SHU), qui peut étre soit associe a des bacteries, soit non associe a des

bacteries. Le SHU associe a des bacteries est la forme de SHU la plus
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frequente (90% des SHU) ; plusieurs souches de bactéries (Escherichia
coli O157:H7 ; shigelles, pneumocoques, Escherichia coli 0104
notamment) sont actuellement connues pour provoquer la maladie en
secréetant une toxine appelée shiga toxine. Le SHU non associé a des
bactéries représente environ 10% des SHU ou il est retrouve frequemment
en contexte de susceptibilite genetique.

Le nombre de nouveaux cas de PTT est de 5 a 10 cas par million
d’'habitants et par an. La frequence des SHU est egalement tres proche de
ces valeurs.

Les MAT Incluent, en plus de ces formes les plus classiques, le
syndrome de HELLP, qui est une complication grave ou une variante de
pre-eclampsie chez la femme enceinte, caracterisé par une hemolyse, une
augmentation des enzymes hepatiques et une numeration plaguettaire
faible. Il existe egalement des formes secondaires de MAT qui surviennent
dans un contexte specifigue comme par exemple lors de certains
traitements, lors d'une chimiotherapie, lors de cancers ou lors d'une
allogreffe de moelle.

La prise en charge actuelle des formes les plus classiques se fait
generalement par echanges plasmatiques au debut de la prise en charge,
a l'exception du SHU associe a une shiga toxine survenant chez les
enfants. Les echanges plasmatiques visent a apporter de grands volumes
de plasma issu de donneurs volontaires et qui contiennent |la proteine
ADAMTS13 (dans le PTT) ou des proteines du complément (dans le SHU).
D'autres ftraitements y sont souvent associes, en particulier des
corticosteroides. Quand ils sont efficaces, les echanges plasmatiques sont
poursuivis jusqu’a une normalisation durable du taux de plaguettes (au
moins 48 heures) puis Ils sont progressivement espaces. Les échanges
plasmatiques se montrent toutefois dans de nombreux cas peu efficaces.

Dans les situations ou la reponse au traitement standard n'est pas
optimale, des traitements complementaires sont ajoutés. Le traitement le
plus communement utiliseé dans ce contexte, un anticorps anti-CD20

(Rituximab), vise a lutter contre la production d'anticorps par le patient en
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detruisant transitoirement les lymphocytes B. Son utilisation se fait le plus
souvent dans le cadre de protocoles therapeutiques et en concertation
avec le centre de reference.

Chez les patients atteints de SHU idiopathique dit atypique, le
traitement comporte des médicaments capables de bloquer les protéines
du complement a l'origine de la maladie. L'Eculizumab est actuellement le
seul traitement autorisé dans l'indication du SHU atypique. Ce traitement
est extrémement colteux puisqu’un flacon de 300mg d’Eculizumab codte
plus de 4000 euros et qu'en entretien, la posologie est de 1200mg par 14
jours.

Bien que souvent efficaces, ces traitements ont un delal d'action
retarde qui est variable entre individus et selon la nature de la MAT. Or, le
diagnostic etiologique peut prendre plusieurs jours/semaines. Ainsi, si l'on
prend I'exemple du PTT, la mortalité reste actuellement d’environ 15%.

Il existe donc un reel besoin de nouveaux traitements, palliant ces
defauts, Iinconvenients et obstacles de l'art antéerieur, en particulier
agissant plus rapidement et quelle que soit I'etiologie de |la maladie, pour
permettre de diminuer la mortalite de la phase aigue des MAT qui est

principalement precoce.

Description de I'invention

Au terme d'importantes recherches, les inventeurs sont parvenus a
resoudre ce probleme technique.

De maniere surprenante, les inventeurs ont montré que la clusterine
se lie aux histones et qu'elle inhibe I'action inflammatoire et cytotoxique de
celles-cl.

Les Inventeurs ont en effet montré que l|la clusterine se lie aux
histones, moléecules de danger au rlOle central dans les MAT. lls ont
egalement montre que la clusterine neutralise les actions des histones,
d'une part en blogquant la production de molécules pro-inflammatoires,
notamment de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-6 et le TNFa par

les monocytes humains, et d'autre part en bloguant I'induction de |la mort
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des cellules endothéliales, notamment en neutralisant la capacité des
histones a induire la mort des cellules endothéliales. Les inventeurs ont
egalement montré que l'ajout de clusterine a des sérums de malades
contenant des histones diminue leur toxicité vis-a-vis des cellules
endothéliales.

De plus, les inventeurs ont montre que le niveau de clusterine est
correlé a I'etat de sante des patients atteints de MAT. lls ont en effet pu
démontrer que les taux de clusterine sérique sont plus bas chez les
patients atteints de MAT au diagnostic que chez les sujets sains.

L'invention pourrait faciliter la prise en charge des MAT pour
lesquelles les traitements actuels dependent de I'etiologie. L'utilisation de
la clusterine pourrait donc étre proposee a tout patient porteur de MAT
quelle que soit I'étiologie, permettant un traitement plus rapide non
dependant du diagnostic étiologique.

Ainsi, un premier objet se rapporte a la clusterine pour son utilisation
dans le traitement des micro-angiopathies thrombotiques.

La clusterine (Clu), egalement appelee apolipoproteine J, est une
glycoproteine heterodimerique soluble de 80 kDa liee par des ponts
disulfures, fortement conservee pendant [evolution et parmi les
mammiferes. La clusterine est abondante dans les fluides physiologiques
(a des concentrations allant de 100 a 300 ug / ml dans le serum humain a
titre d'exemple) et est induite en reponse a une grande varieté de lesions
cellulaires et tissulaires. Il est connu que la clusterine a une activite
chaperon et est un homologue fonctionnel des petites protéines de choc
thermique (HSP) intracellulaires. Elle se lie aux domaines hydrophobes
des proteines non natives et les cible pour une internalisation mediee par
recepteur et une degradation lysosomale Intracellulaire. Cette fonction
permet a la clusterine d'interagir avec un large spectre de molecules, telles
que les lipides, les composants du systeme du complement, les proteines
formant les plagues amyloides et les iImmunoglobulines.

Le terme « clusterine » possede, dans le cadre de l|la presente

invention, son sens geneéral, et designe une glycoproteine telle que decrite
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ci-avant. La clusterine peut étre une clusterine animale ou une clusterine
humaine. Il peut s'agir d'une clusterine choisie dans le groupe comprenant
une clusterine plasmatique, une clusterine recombinante et une clusterine
synthéetique.

La clusterine plasmatique peut étre obtenue par purification a partir
du plasma, notamment humain, par toute méthode de purification connue
de 'homme du metier, par exemple au moyen d'une immunoaffinite, d'un
echange cationique, d'un fractionnement du plasma et/ou d'une
chromatographie par exclusion de taille.

La clusterine recombinante peut étre obtenue par les techniques
standards de I'ADN recombinant, bien connues de 'homme du métier. Par
exemple, un gene codant une clusterine peut étre introduit au moyen d’un
vecteur dans le genome d'une espece productrice, comme une bacterie,
une cellule mammifere en culture ou un animal transgenique. Les vecteurs
permettant l'introduction, le maintien et I'expression de genes dans une
cellule héte sont connus de I'homme du metier. Geéenéralement, ils
possedent des sequences indispensables a |'expression du gene introdulit,
comme les sequences promotrices, les sequences de polyadenylation, et
les genes de selection. De tels vecteurs peuvent étre choisis parmi ceux
connus de I'homme du métier, par exemple parmi les adenovirus, les
retrovirus, les plasmides ou les bacteriophages, cette liste n'etant pas
limitative. Toute cellule de mammifere peut étre utilisee comme cellule
hote, c'est-a-dire comme cellule exprimant le gene codant pour la
clusterine, par exemple CHO, CHO dhfr- (par exemple CHO DX BIl, CHO
DG44), CHO Lec13, YB2/0, SP2/0, NSO, 293, BHK, Jurkat, Vero ou COS.

La clusterine synthetique peut étre obtenue par toute methode
connue de design de novo de protéines autre que celle utilisee pour la
preparation de protéeine recombinante, comme par exemple par
assemblage sur une matrice.

Quel que soit le mode de preparation de la clusterine, les séquences

de clusterine de nombreuses especes sont connues et peuvent étre
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utilisées dans le cadre de l'invention. Par exemple, |la séquence en acides
amines de la clusterine peut étre celle de la sequence SEQ ID NO:1.
SEQ ID NO:1 Clusterin_ homo sapiens
MMKTLLLFVG LLLTWESGQV LGDQTVSDNE LQEMSNQGSK
YVNKEIQNAV NGVKQIKTLI EKTNEERKTL LSNLEEAKKK
KEDALNETRE SETKLKELPG VCNETMMALW EECKPCLKQT
CMKFYARVCR SGSGLVGRQL EEFLNQSSPF YFWMNGDRID
SLLENDRQQT HMLDVMQDHF SRASSIIDEL FQDRFFTREP
QDTYHYLPFS LPHRRPHFFF PKSRIVRSLM PFSPYEPLNF
HAMFQPFLEM IHEAQQAMDI HFHSPAFQHP PTEFIREGDD
DRTVCREIRH NSTGCLRMKD QCDKCREILS VDCSTNNPSQ
AKLRRELDES LQVAERLTRK YNELLKSYQW KMLNTSSLLE
QLNEQFNWVS RLANLTQGED QYYLRVTTVA SHTSDSDVPS
GVTEVVVKLF DSDPITVTVP VEVSRKNPKF METVAEKALQ
EYRKKHREE

La clusterine utilisée peut étre un variant ayant au moins 70%
d’identité avec la séquence SEQ ID NO:1, par exemple 70, 71, 72, 73, 74,
75,76,77,78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92,93, 94,
95, 96, 97, 98, 99% ou 100% d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 1.
L'identite de sequence peut étre determinee au moyen de toute technique
adaptée connue de I'nomme du metier, par exemple au moyen d'un
algorithme d'alignement de sequence comme BLAST P. En particulier, un
variant de la clusterine peut étre un variant dont la fonction est conservée.
Il peut s’'agir a ce titre d’'une clusterine dans laquelle un résidu d'acide
aminé donne dans la clusterine naturelle est modifie dans le variant sans
alterer ni la conformation ni la fonction globale de la clusterine, y compris,
mais sans s'y limiter, le remplacement d'un acide amine par un acide
amine ayant des proprietes similaires, comme par exemple |la polarite, le
potentiel de liaison a I'nydrogene, I'hnydrophobicité, l'acidite, la basicite,
I'aromaticite, etc. En consequence, un variant designe egalement un

polypeptide qui a au moins 70% d'identité d'acide aminé et qui a les
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mémes proprietes ou fonctions identiques ou substantiellement similaires a
la proteine native ou parentale a laquelle Il est compare.

Sans vouloir étre lie par un mecanisme daction, Il semble que
I'action de la clusterine soit liee a la fonction chaperon des histones de
celle-ci.

Tel qu'utiliseé ici, le terme "histone”™ a sa signification generale. Les
histones sont de petites proteines basiques a forte teneur en lysine ou
arginine et fonctionnent dans I'emballage de 'ADN. Les histones sont tres
conservees et peuvent étre regroupees en cing grandes classes: H1 / HS,
H2A, H2B, H3 et H4 organiseés en deux super-classes des histones du
novau (H2A, H2B, H3 Et H4) et les histones de liaison (HI et HS). Dans le
cadre de l'invention, une proteine d'histone peut étre une histone pleine
longueur, un fragment ou une variante de celle-ci. Une variante d'histone
peut étre modifiee par exemple par la suppression, I'addition et / ou la
substitution d'acides amineés. Alternativement, une histone peut étre
modifiee par acétylation et / ou méthylation de la lysine et de 'arginine. En
general, les modifications ne compromettent pas substantiellement la
nature polycationique de I'histone ou la capacité de I'histone a se localiser
dans un organe.

Avantageusement, la clusterine se lie aux histones de maniere a
iInhiber tout ou partie de l'action inflammatoire et/ou toxique de celles-ci. i
peut s’agir d'une inhibition d’au moins 20%, par exemple 30%, ou 40%, ou
50%, ou 60%, ou 70%, ou 80%, ou 90%, ou 100%, de [I'action
inflammatoire et/ou toxique des histones.

Avantageusement, la clusterine bloque la production de molecules
pro-inflammatoires, notamment de cytokines pro-inflammatoires telles que
I'lL-6 et le TNFa par les monocytes humains. |l peut s’agir du blocage d'au
moins 20%, par exemple 30%, ou 40%, ou 50%, ou 60%, ou 70%, ou 80%,
ou 90%, ou 100%, de la production des molécules pro-inflammatoires.

Avantageusement, la clusterine bloque l'induction de |la mort des
cellules endotheliales, notamment en neutralisant |la capacité des histones

a Induire la mort des cellules endotheliales. |l peut s'agir du blocage d’au
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moins 20%, par exemple 30%, ou 40%, ou 50%, ou 60%, ou 70%, ou 80%,
ou 90%, ou 100%, de lI'induction de la mort des cellules endotheliales.

Dans le cadre de l'invention, tout ou partie des effets cités ci-avant
peut avoir lieu.

Les micro-angiopathies thrombotiques peuvent étre choisies parmi le
purpura thrombotique thrombocytopenique (PTT), le syndrome
hemolytiqgue et uremique (SHU) associe ou non a des bacteries, le
syndrome de HELLP et des formes secondaires de MAT, par exemple
celles survenant lors de certains traitements, lors d'une chimiotherapie,
lors de cancers ou lors d'une allogreffe de moelle.

On entend par « traitement », au sens de la présente Invention,
I'Tadministration de la clusterine a un sujet soit presentant un ou plusieurs
symptémes d’'une MAT, soit diagnostique pour une MAT sans presenter de
symptomes de la MAT, par exemple diagnostiqué a un stade precoce de la
MAT. Avantageusement, le traitement peut étre administre pour traiter
toute MAT, c'est-a-dire que ce soit un SHU, un PTT, un syndrome de
HELLP ou une MAT secondaire, sans que le type de MAT ait ete
necessairement prealablement determiné. Cela présente l'avantage de
pouvoir traiter des patients sans attendre d'avoir defini le sous-type de
MAT, et ainsi eviter l'aggravation de |la maladie, et/ou l'apparition de
symptomes. Alternativement, le traitement peut étre administré apres
dosage de la clusterine, ce dosage permettant de stratifier les patients et
eventuellement de ne proposer le traitement qu'aux patients presentant de
faibles taux de clusterine, qui est un marqueur de la séverite de la maladie.

Avantageusement, le traitement peut étre une amelioration ou une
disparition d’'un ou plusieurs symptomes de la MAT, ou une stabilisation de
tout ou partie des symptomes de la MAT, ou un ralentissement de la
progression de tout ou partie des symptomes de la MAT.

Le traitement peut étre realiseé par |'administration d'une dose
therapeutiqguement efficace de clusterine, qui est une dose minimale
permettant de conferer le benefice therapeutique a un patient. Il peut s'agir

d'une dose determinee par le medecin en fonction de la pathologie, du
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stade de la pathologie, du dosage initial du niveau de clusterine du patient
et/ou du patient. Par exemple, la dose journaliere de clusterine peut étre
comprise entre 0,01 et 1000 mg par adulte par jour. Il peut s'agir par
exemple d’'une dose journaliere de 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 2,95, 5,0, 10,0,
15,0, 25,0, 50,0, 100, 250 ou 500 mg de clusterine. Le dosage peut étre
adapte en fonction du stade de traitement, par exemple étre augmente ou
diminue en cours de traitement en fonction des observations du medecin.

Le traitement peut étre administre par toute voie d’administration
adaptée. Il peut par exemple s'agir d'une administration orale ou d'une
administration parenterale de la clusterine. Dans le cas dune
administration parenterale, Il peut s'agir par exemple d'une administration
intraveineuse, d’'une administration intramusculaire ou d’'une administration
sous-cutanee.

Avantageusement, la clusterine peut étre administree comme decrit
cl-avant, en combinaison avec au moins un autre principe actif ou
traitement connu dans le traitement des MAT. Dans le cas du PTT, Il peut
s'agir d'au moins un traitement choisi parmi les echanges plasmatiques, la
corticotherapie, les immunosuppresseurs, un anti-CD20 comme par
exemple le Rituximab, et un anticorps monoclonal dirige contre le facteur
de von Willebrand comme le Caplacizumab. Dans le cas du SHU typique, I
peut s'agir dau moins un traitement choisi parmi un traitement
symptomatique, les echanges plasmatiques, un anticorps monoclonal
dirige contre la fraction C5 du complement comme par exemple
I'Eculizumab et un anti-CD20 comme par exemple le Rituximab. Dans le
cas du SHU atypique, il peut s’'agir d'au moins un traitement choisi parmi
les echanges plasmatiques et un anticorps monoclonal dirige contre Ia
fraction C5 du complément comme I'Eculizumab. Dans le cas du syndrome
de HELLP, il peut s'agir dau moins un ftraitement choisi parmi la
transfusion et le declenchement de |la naissance si |'etat de |la patiente
s'aggrave.

Un autre objet de linvention se rapporte a une composition

pharmaceutiqgue comprenant de la clusterine pour son utilisation dans le
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traitement des micro-angiopathies thrombotiques, ladite composition ne
comprenant pas de protease du facteur de von Willebrand, ADAMTS13.

Notamment, la composition pharmaceutique de l'invention peut étre
utilisée dans le traitement du SHU et du syndrome de HELLP.

La clusterine est telle que deécrite ci-avant.

La composition pharmaceutique peut comprendre environ 0,01 mg a
environ 1000 mg de clusterine, par exemple d'environ 1 mg a environ 100
mg. Une dose effective de clusterine est generalement fournie a une dose
d’environ 0,0002 mg/kg a environ 20 mg/kg de poids corporel par jour, plus
particulierement d’environ 0,001 mg/kg a 7 mg/kg de poids corporel par
jour.

Typiguement, la composition pharmaceutique peut comprendre, en
plus de la clusterine, un ou plusieurs excipients pharmaceutiguement
acceptables, et eventuellement au moins une matrice a libération
prolongee, telle que des polymeres biodegradables.

"Pharmaceutique” et "pharmaceutiquement acceptable” se referent a
des entités moléculaires ou des compositions dont |la qualite réepond aux
exigences des normes en vigueur. Un vehicule ou un excipient
pharmaceutiguement acceptable se réfere a un agent de remplissage, un
diluant, un mateériau d'encapsulation ou un adjuvant de formulation semi-
solide ou liquide non toxique de tout type adapte. Dans la composition
pharmaceutigue de la presente invention pour la voie orale, sublinguale,
Sous-cutanee, administration iIntramusculaire, Intraveineuse,
transdermique, locale ou rectale, la clusterine, seule ou en combinaison
avec un autre principe actif, peut étre administree dans une forme
d’administration unitaire, eventuellement en melange avec des supports
pharmaceutiques conventionnels, a des animaux et étres humains.

Les formes d'administration unitaires appropriees comprennent des
formes a voie orale telles que des comprimes, capsules de gel, poudres,
granules et suspensions ou solutions orales, les formes d'administration
sublinguales et Dbuccales, les aerosols, Iimplants, les formes

d’administration sous-cutanée, transdermique, topique, intraperitoneale,
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iIntramusculaire, intraveineuse, subdermique, transdermique, intrathecale,
iIntra-artérielle et Intranasale, et les formes d'administration rectale.
Generalement, la composition pharmaceutique peut contenir des
vehicules, qui sont pharmaceutiguement acceptables pour une formulation
injectable. Ceux-ci peuvent étre en particulier des solutions isotoniques,
steriles, salines (comme le phosphate monosodique ou disodique, chlorure
de sodium, potassium, calcium ou magnesium et analogues ou des
melanges de tels sels), ou des compositions seches, en particulier
lyophilisees, qui, par addition, selon les cas, d'eau stérilisee ou de solution
saline physiologique, permettent la constitution de solutions injectables.
Les formes pharmaceutigues adaptées a une utilisation injectable
comprennent des solutions aqueuses steriles ou des dispersions, des
formulations incluant I'nuile de seésame, 'huile d'arachide ou un propylene
glycol aqueux, et des poudres steriles pour la preparation extemporanee
de solutions ou dispersions injectables steriles. Dans tous les cas, la
formulation doit étre sterile et fluide pour pouvolir étre injectee a lI'aide d'une
seringue. Elle doit étre stable dans les conditions classiques de fabrication
et de stockage et doit étre stable pour eviter la contamination par des
microorganismes, comme les bacteries et les champignons. Des solutions
comprenant des composes de l'invention comme base libre ou des sels
pharmacologiguement acceptables peuvent étre préepares dans l'eau de
maniere appropriee eventuellement avec un tensioactif, tel que
I'nydroxypropylcellulose. Les dispersions peuvent egalement étre
preparees en milieu glycérol, polyethyleneglycols Iliquides et leurs
melanges et dans les huiles. Aux conditions de stockage et d'utilisation
ordinaires, ces preparations peuvent contenir un conservateur pour eviter
l|a croissance de microorganismes. La clusterine peut étre formulée sous
une forme neutre ou d'un sel.

Les sels pharmaceutiguement acceptables comprennent les sels
d'addition d'acide (formés avec les groupes amino libres de la protéine) et
qui sont formes avec des acides inorganiques tels que, par exemple, les

acides chlornydrique ou phosphorique, ou des acides organiques tels que
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les acides acetique, oxalique, tartrique, ou mandélique. Les sels formes
avec les groupes carboxyle libres peuvent egalement étre derives de
bases Inorganiques telles que, par exemple, des hydroxydes de sodium,
de potassium, d'ammonium, de calcium ou ferriques, et des bases
organiques telles que l'isopropylamine, la triméthylamine, I'histidine et la
procaine. Le support peut egalement étre un solvant ou un milieu de
dispersion contenant, par exemple, de l'eau, de I'ethanol, du polyol (par
exemple, du glycerol, du propylene glycol et du polyethylene glycol liquide,
etc.), des melanges appropries de ceux-ci et des huiles vegetales. La
fluidite appropriee peut étre maintenue, par exemple, par l'utilisation d'un
revetement, tel que la lecithine, par le maintien de la taille de particule
requise dans le cas de la dispersion et par l'utilisation de tensioactifs. La
prevention de l'action des microorganismes peut étre realisée par addition
d'agent antibacterien et antifongique, par exemple les parabenes, le
chlorobutanol, le phenol, I'acide sorbique ou le thimerosal. Eventuellement,
Il peut étre preferable d'inclure des agents isotoniques, par exemple des
sucres ou du chlorure de sodium. L'absorption prolongee des compositions
Injectables peut étre provoquee par l'utilisation dans la composition
d'agents retardant ['absorption, par exemple le monostearate d'aluminium
et la gelatine. Des solutions injectables steriles peuvent étre preparees en
iIncorporant les composes actifs en quantiteé requise dans le solvant
approprieé avec plusieurs des autres ingredients enumeres ci-dessus, au
besoin, suivie d'une stérilisation par filtration. Geéneralement, les
dispersions peuvent étre preparées par Incorporation des differents
iIngredients actifs sterilises dans un vehicule sterile qui contient le milieu de
dispersion basique et les autres ingrédients possibles, eénumeres ci-
dessus. Dans le cas des poudres steriles pour la preparation de solutions
Injectables steriles, les procedes de preparation preferees sont des
techniques de sechage sous vide et de lyophilisation qui produisent une
poudre de l'ingredient actif plus tout ingredient desiré supplementaire a
partir d'une solution prealablement sterilisee par filtration de celle-ci. Pour

'administration parenterale dans une solution aqueuse, par exemple, la
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solution peut étre convenablement tamponnée si necessaire et le diluant
liquide peut étre d'abord rendu isotonique avec suffisamment de solution
saline ou de glucose. Ces solutions aqueuses sont particulierement
appropriees pour les volies intraveineuse, inframusculaire, sous-cutanee et
intrapéritoneale.

Un autre objet de l'invention se rapporte a un procede ex vivo de
stratification d'un patient atteint de MAT ou susceptible de ['étre,
comprenant les etapes suivantes:

1) Mesure, dans un échantillon biologique dudit patient, du taux Lc de
clusterine, et

2) Comparaison du taux L. mesure a l'etape 1) avec un taux de
clusterine de réference L par calcul du score S1= Lc/Lre,

dans lequel :

. SIS1 <1, le patient est considere comme susceptible de recevoir un

benefice d'un traitement de la MAT par la clusterine,

. SI 91 > 1, le patient n'est pas considere comme susceptible de
recevoir un benéefice d’'un traitement de la MAT par la clusterine.

On entend par « stratification », au sens de |la présente invention,
I'approche théerapeutique ou l'objectif est de selectionner les patients
auxquels administrer un traitement en fonction d'un marqueur predictif, en
'occurrence la clusterine, afin de ne traiter que la sous-population pour
laquelle le traitement est susceptible d'apporter un benéefice parmi ceux
diagnostiques pour une MAT.

Le procede de stratification de I'invention peut donc étre realisé en
amont d'un traitement par la clusterine a des patients diagnostiques pour
une MAT, afin de cibler une population la plus susceptible de recevoir un
benéfice du traitement. En effet, les inventeurs ont montre que les patients
qui presentent des taux bas de clusterine lors du diagnostic de la MAT,

notamment inferieurs ou egal a 200 pg/mL, ont egalement des taux de

plaquettes plus bas et des taux de LDH plus éleves, qui sont deux

marqueurs de la séveérité, au moins hematologique, de la maladie.
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On entend par « échantillon biologique », au sens de la presente
iInvention, tout echantillon Dbiologique obtenu a partir d'un sujet, en
particulier deja diagnostique ou en cours de diagnostic pour une MAT.
L'echantillon doit étre susceptible de contenir de la clusterine. L'echantilion
peut étre par exemple un fluide corporel, pouvant ou non contenir des
cellules, par exemple du sang, que ce soit du serum et/ou du plasma, de
'urine, de la salive ou une biopsie. |l peut eégalement s’agir d'une coupe de
tissu telle que des coupes congelées prises a des fins histologiques. Le
terme "echantillon biologique” englobe egalement tout materiau derive d'un
echantillon biologique, par exemple les cellules (ou leur descendance)
Isolees de l'echantillon, ou des protéines extraites de l'échantillon. Le
traitement d'un echantillon biologique peut impliquer une ou plusieurs
etapes choisies parmi la filtration, la distillation, [|'extraction, la
concentration, l'inactivation de composants Interferants ou l'addition de
reactifs. Lorsque lI'echantillon biologique est un echantillon de sang, Il peut
s'agir de sang total, de sérum ou de plasma.

L'étape de mesure, dans I'échantillon biologique du patient, du taux
Lc de clusterine, peut étre realiseée par tout procede adapte connu de
'nomme du metier. La clusterine mesuree peut étre de la clusterine libre
ou de la clusterine complexee. Cette etape peut par exemple comprendre
la mise en contact de |'echantillon avec un ou plusieurs partenaires de
lilaison capables d’'interagir selectivement avec la clusterine contenue dans
I'echantillon biologique. Un partenaire de liaison peut étre un anticorps,
comme des anticorps monoclonaux ou des aptameres. Des supports
solides pouvant étre utilisés dans la mise en ceuvre de cette etape peuvent
étre par exemple des substrats tels que |la nitrocellulose (par exemple, en
forme de membrane ou de microtitrage), le chlorure de polyvinyle (par
exemple, les feuilles ou les puits de microtitrage), le latex de polystyrene
(par exemple, perles ou plagues de microtitrage), le fluorure de
polyvinylidine, le papier diazote, les membranes de nylon, les billes
activees, ou les billes magnetiguement reactives, cette liste n'‘etant pas

limitative. La clusterine peut ensuite étre revelee avec un second
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partenaire de liaison, comme un anticorps ou un aptamere specifique de la
clusterine. En regle generale, le second partenaire de liaison est un
anticorps specifigue conjugue a une enzyme. Le niveau de clusterine peut
étre mesure en utilisant des techniques d'immunodiagnostic standard, vy
compris des immunodosages tels que la compeétition, la reaction directe ou
les essais de type sandwich. De tels essais comprennent sans y étre
limites a des tests d'agglutination, des immunodosages medies par des
enzymes, tels que des ELISA, des dosages du type biotine / avidine, les
radioimmunodosages, I'immunoelectrophorese ou I'immunopréecipitation. |
peut s'agir par exemple du test de dosage Human Clusterin ELISA KIt,
Thermo Scientific™ Pierce™ commercialisé par Invitrogen ou un test
Quantikine ® ELISAs - R&D Systems, specifique du dosage dans le serum
et le plasma humain.

La valeur de réeférence predeterminée Lt peut étre relative a une
valeur dérivee d’etudes de population, incluant, sans limitation, des sujets
de méme tranche d'age ou d'une tranche d'age similaire, des sujets
appartenant au méme groupe ethnique ou a un groupe ethnique similaire,
et des sujets presentant un méme degre de severite de la maladie. De
telles valeurs de reference predeterminées peuvent éetre derivees
d'analyses statistiques et / ou de données de préediction des risques des
populations obtenues a partir d'algorithmes mathematiques et d'indices
calcules pour l|la maladie. Par exemple, la valeur de reference
predeterminée peut étre derivee du niveau de clusterine dans un
echantillon temoin issu d'un ou plusieurs sujets non atteints de MAT.
Alternativement, une mesure retrospective du niveau de clusterine
d'echantillons de sujets historiqguement correctement classes peut étre
utilisee pour etablir la valeur de reference predeterminée.

On entend par « bénéfice d'un traitement de la MAT », au sens de la
presente invention, une amelioration ou une disparition d’'un ou plusieurs
symptomes de la MAT, ou une stabilisation de tout ou partie des
symptomes de la MAT, ou un ralentissement de |la progression de tout ou

partie des symptomes de la MAT.
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Par exemple, pour la détermination de la valeur de réféerence, le
niveau de clusterine peut étre mesure dans 100 échantillons biologiques
de 100 sujets. Une fois les deux premiers sous-ensembles sépares, des
courbes de Kaplan Meier sont réalisees pour chacun des deux sous-
ensembles, et la valeur p entre les deux sous-ensembles peut étre
calculee. La valeur de reference est ensuite selectionnee de maniere telle
que la discrimination sur la base du critere de la valeur p minimale est la
plus forte. En d'autres termes, le niveau de clusterine correspondant a la
limite entre les deux sous-ensembles pour lequel la valeur p est minimale
est considere comme la valeur de reference predetermineée. Il convient de
noter que la valeur de reference predeterminee n'est pas necessairement
la valeur mediane du niveau de clusterine.

Ainsi, la valeur de réference predeterminée permet une discrimination
entre un patient pouvant étre considere comme susceptible de recevoir un
benéfice d'un traitement de la MAT par la clusterine, et un patient pouvant
étre considerée comme non susceptible de recevoir un benéfice d'un

traitement de la MAT par la clusterine.

D autres avantages pourront encore apparaitre a 'hnomme du metier
a la lecture des exemples ci-dessous, Illustres par les figures annexees,

donnés a titre illustratif.

Breve description des figures

— La figure 1 represente la liaison de la clusterine aux histones.
Les histones H1, H2A, H2B, H3 et H4 (New England Biolabs, Ipswich, MA)
ou de I'’ADN génomigue issu de cellules humaines, ont été immobilisees au
fond de plaques ELISA (1 pg/ml) en tampon carbonate/bicarbonate 10
mM, pH=9.6. Apres saturation, les plaques ont été incubees avec 1 pg/mi
de clusterine humaine recombinante (R&D systems, Abingdon, UK) ou de
serum albumine humaine (HSA ; Sigma, St Louis, MO), couplées a la
biotine. La fixation de Clu ou de HSA aux histones a été mise en evidence

avec de l|la streptavidine couplee a |la peroxidase. Les réesultats sont
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exprimes en densite optigue (moyenne = SD, n=5). La molecule HSA a étée
utilisee comme protéine controle. La fixation de I'’ADN genomique dans les
plagues ELISA a ete verifiee avec un anticorps anti-ADN couple a la

peroxidase (données non presentees).

— La figure 2 représente la quantification par ELISA de I'lL-6, en
pg/ml, dans les surnageants de culture de monocytes humains isoles du
sang de donneurs sains par tri magneétique puis incubes pendant 12 h avec
12.5 pg/ml d'histones, en presence (diagramme 4) ou en absence
(diagramme 3) de 25 ug/ml de clusterine (CLU). Le diagramme 1 est le
temoin de culture des monocytes seuls, et le diagramme 2 est le temoin de

culture des monocytes incubes avec 25 ug/ml de clusterine.

— La figure 3 represente le pourcentage de cellules apoptotiques
mesure dans le cas de cellules endothéliales humaines incubées pendant
15 min soit (1) graphique de gauche : en présence de serums controles
(HNS) en presence ou non d’histones (50 ng/ml) Histones de chez Roche),
soit (2) graphique de droite : avec des serums de patients contenant des
histones endogenes (SS ; n=5, 10% vol/vol) en préesence ou non de 200

ng/ml de Clu.

— La figure 4 represente le dosage de la clusterine serique, en
ug/ml, chez des patients atteints de MAT et des patients sains. (A) La
clusterine serique est mesuree chez des patients sains (carres) et des
patients MAT soit au debut de la MAT (cercles pleins) soit 3 mois apres le
diagnostic (cercles vides). (B) L'evolution de la clusterine serique chez des
patients MAT au diagnostic (points de gauche) et 3 mois apres le
diagnostic  (points de droite). Chaque point represente un patient.
L'analyse statistique a ete realisee au moyen de tests non parametriques.

— La figure 5 represente (A) pour les patients atteints de SHU
typique, le dosage de clusterine serique en ug/mi, au diagnostic de la MAT
(gauche) et apres 3 mois de traitement (droite) par Eculizumab (SOLIRIS) ;
(B) pour les patients atteints de SHU typique, le taux de nucleosomes
circulants (AU) au diagnostic de la MAT (gauche) et apres 3 mois de

traitement (droite) par Eculizumab (SOLIRIS). Les patients ST mediated-
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TMA (SHU typiques) ont ete traites de facon homogene par Eculizumab
(SOLIRIS) selon le méme schema de traitement. (C) et (D) pour les
patients atteints de MAT mediee par le complement, le taux de
nucleosomes circulants (AU) au diagnostic de la MAT (gauche) et apres 3
mois de traitement (droite) par Eculizumab (SOLIRIS); les patients
complement-mediated TMA ont eté traites de facon variable selon le
contexte clinique.

— La figure © represente la concentration en plaquettes, en ¢/l
(gris fonce), en clusterine sérique en ug/mi (gris clair) et en nucléosomes
circulants en UA (gris moyen), chez 7 patients atteints de MAT, de la 1°* 3
la 8°™ injection d’Eculizumab des patients (tHUS, n = 7). La clusterine
serigue, les nucleosomes circulants et la concentration plaguettaire ont ete
mesures juste avant chaque injection d'Eculizumab. Eculizumab était
injecte a repetition toutes les 2 semaines. La 8eme injection s'est produite

a un delai moyen de 2 mois a partir du diagnostic daHUS.

—  Lafigure 7 represente A : la concentration de LDH (Ul/ml), B : la
concentration en nucleosomes circulants (UA), C: la concentration en
plaquettes (g/l), D: la concentration en hémoglobine (g/dl), E: la
concentration en ADAMTS13 (% d’activité) et F : le pourcentage de IECAE
(une unite arbitraire permettant de mesurer l'activité fonctionnelle de la
voie terminale commune du complement par test ELISA, societe Diasorin)
en fonction de la concentration en clusterine serique (ug/ml) chez un
patient au moment du diagnostic d'une tHUS (HUS meédiee par la shiga
foxine).

— La figure 8 represente (A): le dosage de la clusterine serique, en
ug/ml, chez des patients atteints de MAT mediee par la shiga toxine tHUS
(n=8), des patients atteints de MAT mediée par le compléeément aHUS (n=6)
et des sujets sains (n=14) ; (B) le taux de nucleosomes circulants, en AU,
chez des patients atteints de MAT mediee par la shiga toxine (n=8), des
patients atteints de MAT médiée par le complement (n=6) et des sujets

sains (n=14).
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EXEMPLES

Exemple 1: La clusterine neutralise les actions des histones en
bloquant la production de moléecules pro-inflammatoires

Des monocytes humains ont ete isoles du sang de donneurs sains
par tri magnetique (tri positif sur la base de l'expression du marqueur
CD14; Mylteny Biotech, Bergish Gladbach, Germany). Les monocytes
(2x106 cellules/ml) ont ete incubes pendant 12 h avec 12,5 pg/mi
d’histones (Sigma), en présence ou en absence de 25 yg/ml de clusterine
(CLU). L'IL-6 a éte quantifiee par ELISA (Diaclone, Besancon, France)
dans les surnageants de culture. Les resultats sont exprimes en pg/mi
(moyenne = SD, n=0).

Les résultats sont montres en Figure 2.

Exemple 2 : La clusterine protege les cellules endothéliales de la mort
Induite par des serums contenant des histones.

Des cellules endothéliales humaines (HDMEC de chez Promocell)
sont incubées pendant 15 min soit en présence de serums contréles (HNS
, iIdem) en presence ou non d histones (50 ng/ml Histones de chez Roche),
soit avec des seérums de patients contenant des histones endogenes (SS ;
n=5, 10% vol/vol) en présence ou non de 200 ng/ml de Clu. Aprées 15 min,
les cellules endothéliales sont marquees avec de l'annexine V et de
'lodure de propidium (Kit Becton Dickinson) afin d'évaluer le pourcentage
de cellules apoptotiques par cytometrie en flux.

Les resultats sont montrés en Figure 3.

Exemple 3 : Le niveau de clusterine est associé a l'activité de la MAT
Les taux de clusterine sérique sont plus bas chez les patients atteints
de MAT (TMA) au diagnostic que chez les sujets sains (healthy subjects).
Le taux de clusterine sérique a ete dose chez 11/14 patients au 3ieme
mois du diagnostic de MAT, apres ftraitement. |l ne differait pas

significativement de celul de la population de sujets sains, mais était
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significativement plus eleve qu'au diagnostic. La clusterine a eté dosee par
ELISA (R&D Systems) dans des serums de sujets sains et de patients
atteints de MAT.

Les résultats sont montres en Figure 4.

Exemple 4 : Le déficit en clusterine est observé dans difféerents types
de MAT

Un dosage de la clusterine, des histones et d'un marqueur
d'activation de la voie terminale commune dans le sérum est effectue chez
des patients atteints d'un SHU typique (20 cas) ou atypique (10 cas), d’'un
PTT (30 cas) et/ou du syndrome de HELP (50 cas), au diagnostic et en
sulvi. Ces dosages sont realises par des techniques ELISA commerciales.

Les reésultats attendus permettent d'etablir des associations
statistiques et/ou des correlations avec les principaux criteres biologiques
de sulvi des patients (taux de plaquettes, LDH, haptoglobine, marqueurs
d'atteinte rénale (creatininémie, rapport alouminurie/creatininurie, etc..) ou
des marqueurs d'atteinte extra-renale si  applicable (troponine,
ASAT/ALAT, gammaGT...).

Exemple 5 : La clusterine est un cytoprotecteur endothelial dans les
syndromes de MAT

Des cellules endotheliales microvasculaires sont Iincubees en
presence de serums de patients affectes de SHU, de PTT ou du syndrome
de HELLP avec ou sans ajout de clusterine recombinante (dose cible 25
ug/mL) pendant 2h, 6h ou 24h. L'analyse de la mort cellulaire (apoptotique
ou necrotique) est realisee par marquage en cytometrie de flux (annexine-
5, lodure de propidium).

Il est attendu que les histones et nucleosomes circulants dans les
serums des patients atteints de MAT engendrent des lesions endothéliales,
et que l'addition de clusterine protege les cellules endotheliales de la mort

iInduite par ces elements toxiques.
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Exemple 6 : La clusterine démontre un effet in vivo dans un modele

murin de SHU typique

Deux types d'analyses sont realises.

1) Etude de la toxicite renale induite par la STX dans des souris C57BL/6J
invalidees pour le gene de la clusterine (KO Clu) pour mettre en
evidence une aggravation de la toxicite renale et des marqueurs
biologiques de SHU (thrombopenie, anemie) en 'absence de clusterine

Dans une premiere partie des expéeriences, une dose sub-letale est
recherchée afin de suivre plus préciseément les marqueurs du SHU que
sont I'anemie, la thrombocytopenie et I'insuffisance renale. Les doses de
025 pg/g, 300 pg/g et 100 pg/g sont testees sur des animaux sauvages (10
souris par dose, plus 10 souris contrOles). Les souris sont pesees
quotidiennement, le poids est utilise comme Iindicateur de toxicite car la
perte de poids est corrélée dans le modele murin avec la maladie.

Une fois la dose etablie, les souris WT et les souris clusterine-KO
sont injectees par voie intra-peritoneale par la dose choisie de STX ou par
du PBS et sont ensuite suivies par prelevement de sang sur lequel une
numeération formule sanguine est faite. L'hémoglobine est dosee en
parallele afin de calculer un index d'anemie. Le serum est aussi analyse
pour les marqueurs d'insuffisance renale (creatinine et cystatine). Les reins
sont preleves pour analyser les depots de proteine C3, marqueur de
lésions renales.

2) Etude du rile protecteur et therapeutique de |la clusterine dans la MAT
dans un modele murin de SHU dans les souris C57BL/6J normales (non
deficientes en clusterine)

Les souris WT sont injectées par voie intra-péritoneale par la dose
choisie de STX ou par du PBS. Les souris sont traitees par injections
regulieres de clusterine murine recombinante (1 mg/kg). Le suivi est
effectue par prelevement de sang sur lequel une numeration formule
sanguine est faite. L'hemoglobine est dosee en parallele afin de calculer

un Index d'anemie. Le serum est aussi analysé pour les marqueurs
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d'insuffisance renale (creatinine et cystatine). Les reins sont préeleves pour
analyser les depots de proteine C3, marqueur de lesions renales.

Il est attendu que :

- Il existe une correlation entre I'absence de clusterine et ['aggravation
de la toxicite renale et des marqueurs biologiques de SHU (thrombopenie,
anemie)

- les resultats permettent de demontrer le role non redondant de la
clusterine pour contrOler une toxicité induite par shiga toxine dans un
modele murin

- les resultats demontrent un role protecteur et therapeutique de la
clusterine dans la MAT dans un modele murin de SHU et mettent en
evidence une amelioration de la fonction renale et des parametres
d’hemolyse et de thrombopéenie des souris supplementees par rapport au

groupe controle.
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REVENDICATIONS

1. Clusterine pour son utilisation dans le ftraitement des micro-

angiopathies thrombotiques.

2. Clusterine pour son utilisation selon |la revendication 1, ladite

clusterine etant une clusterine humaine de sequence SEQ ID NO : 1.

3. Clusterine pour son utilisation selon la revendication 1, ladite
clusterine ayant une sequence peptidigue présentant au moins 70%, de

préférence au moins 80% d’identité avec la séquence SEQ ID NO : 1.

4. Clusterine pour son utilisation selon ['une quelconque des
revendications precedentes, ladite clusterine etant choisie parmi une
clusterine recombinante, une clusterine plasmatique et une clusterine

synthetique.

5. Clusterine pour son utilisation selon l'une quelconque des
revendications precedentes, dans laquelle les micro-angiopathies
thrombotiqgues sont choisies parmi  le purpura thrombotique
thrombocytopenique (PTT), le syndrome hemolytique et uremique (SHU)
associe ou non a des bacteries, le syndrome de HELLP et une MAT

secondaire.

6. Clusterine pour son utilisation selon ['une quelconque des
revendications precedentes, dans laquelle ledit traitement comprend une

administration orale ou parenterale de ladite clusterine.

/. Clusterine pour son utilisation selon la revendication 6, dans
laguelle ladite administration parentérale est sélectionnée dans le groupe
comprenant une administration Intraveineuse, une administration

INntramusculaire et une administration subcutanée.
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8. Composition pharmaceutigue comprenant de la clusterine pour
son utilisation dans le traitement des micro-angiopathies thrombotiques,
ladite composition ne comprenant pas de protéase du facteur de von
Willebrand.

9. Composition pharmaceutique selon la revendication 8, dans
laquelle ladite clusterine est telle que définie dans 'une quelconque des

revendications 2 a 4.

10. Composition pharmaceutique selon la revendication 8 ou 9, ladite

composition pharmaceutique etant sous la forme d'une solution injectable.

11. Procedeé ex vivo de stratification d'un patient atteint de MAT ou
susceptible de I'étre, comprenant les etapes suivantes:
1) Mesurer, dans un eéchantillon biologique dudit patient, le taux Lc
de clusterine, et
2) Comparaison du taux L mesure a l'etape 1) avec un taux de
clusterine Lres par calcul du score S1= Lc/Lrer,
dans lequel :
e SiST1 <1, le patient est considére comme susceptible de
recevoir un béenéefice d'un traitement de la MAT par |la clusterine,
e SI ST > 1, le patient n'est pas considere comme susceptible
de recevoir un beénéfice d'un traitement de la MAT par la

clusterine.
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AA Serum clusterin (ug/mL)

BB At diagnosis n=14

CC 3 months from diagnosis n=11
DD Healthy subjects n=18

—E At TMA diagnosis n=11

-F Month 3 after diagnosis n=11
GG TMA patients
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