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Protéines 28KDa GST provenant de schistosomes pour leur utilisation dans
le traitement des maladies inflammatoires auto-immunes engendrant une

réponse de type Th1 et/ou Th17

La présente invention concerne des protéines particulieres qui sont des
glutathion-S-transférases provenant de différents parasites schistosomes, pour
leur utilisation dans le traitement de maladies inflammatoires auto-immunes telles
que la maladie de Crohn ou la sclérose en plaques. La présente invention
concerne également les fragments desdites protéines, les séquences dériveées
de ces protéines et homologues a ces protéines pour autant que ces séquences
et ces fragments puissent engendrer une réponse anti-inflammatoire.

La présente invention concerne également une composition
pharmaceutique comprenant les objets précités et au moins un excipient
pharmacologiquement acceptable.

Dans les pays développés, les maladies inflammatoires chroniques liées a
un deéréglement du systéme immunitaire (maladies inflammatoires auto-
immunes) touchent environ 8% de la population. Parmi les maladies
inflammatoires auto-immunes les plus répandues, on peut citer, les maladies
inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI) et la sclérose en plaques.

Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (maladie de Crohn et
rectocolite hémorragique) sont de plus en plus fréquentes dans les pays dits
« développés ». Récemment, on assiste malheureusement, dans ces pays, a
une augmentation des cas pédiatriques de ces pathologies. Par ailleurs, ces
maladies, commencent a faire leur apparition dans les pays dits « en voie de
développement », du fait probablement du changement des habitudes
alimentaires et des conditions sanitaires. Les traitements classiques des
maladies inflammatoires  chroniques auto-immunes sont a base
d’'immunosuppresseurs et/ou de corticostéroides. Ces traitements ne sont pas
denues d’effets secondaires graves.

Ainsi, pour ce qui est de la maladie de Crohn, ['azathioprine, le

meéthotrexate ou la cyclosporine, qui sont des immunosuppresseurs, présentent
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une efficacité variable et peuvent étre associés a des effets secondaires graves
comme des syndromes lympho-prolifératifs ou des fibroses hépatiques.

Les formes aigles de la maladie de Crohn sont traitées avec des
corticostéroides dont la toxicité est élevée et qui favorisent I'apparition de
I'ostéoporose, du diabéte et des infections opportunistes.

Les thérapies biologiques mettent en ceuvre l'inhibition du TNF via des
anticorps monoclonaux anti-TNF. Ces thérapies permettent de réduire les
hospitalisations et les interventions chirurgicales mais engendrent des risques
d’infection, de lymphome ou de défaillance cardiaque. De plus, certains patients
ne sont pas réactifs a ce type de thérapie qui reste, de plus, trés colteuse. Par
ailleurs, chaque récidive de la maladie risque d’engendrer des conséquences
invalidantes pour le patient, comme par exemple, la pose d'une poche de
récupération des féces. La qualité de vie du patient est grandement diminuée.

Dans les formes pédiatriques de ces maladies, et en particulier dans le cas
de la maladie de Crohn dont l'incidence a beaucoup augmenté lors des dix
dernieres années, [l'arsenal thérapeutique est trés Ilimité. Les
immunosuppresseurs ne peuvent pas étre utilises.

Il'y a donc un besoin réel et urgent de mettre au point un nouveau
traitement préventif et/ou curatif des maladies inflammatoires chroniques liées a
un déreglement du systeme immunitaire engendrant une réponse inflammatoire
de type Th1 et/ou Th17, comme la maladie de Crohn ou la sclérose en plaques,
par exemple.

Un premier but de la présente invention est de proposer un nouveau
principe actif pour son utilisation dans le traitement préventif et/ou curatif des
maladies inflammatoires chroniques engendrant une réponse inflammatoire de
type Th1 et/ou Th17.

Un autre but de la présente invention est de proposer un principe actif pour
son utilisation dans le traitement préventif et/ou curatif des maladies précitées qui
présente une faible toxicité et peu ou pas d’effets secondaires.

Un autre but de la présente invention est de proposer un principe actif pour
son utilisation dans le traitement des maladies précitées qui soit susceptible

d’étre administré aux enfants.
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Au moins un de ces buts est atteint au moyen d’'un produit choisi parmi une
protéine, un fragment de ladite protéine, une séquence dérivée et une séquence
homologue de ladite protéine. Selon l'invention, de maniére caractéristique,

- ladite protéine comprend ou est constituée par la protéine 28KDa
Glutathion  S-transférase d'un schistosome choisi parmi Schistosoma
haematobium, Schistosoma mansoni, Schistosoma bovis représentée
respectivement par les séquences SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, et SEQ ID
NO:3;

- ledit fragment est un fragment d’'une desdites protéines sous reserve
qu’il induise une réponse immunitaire de type Th2, ledit fragment comportant, de
préférence, au moins la région comprise de I'acide aminé en position 15 a I'acide
aminé en position 60, notamment la région comprise de I'acide aminé en position
20 a I'acide aminé en position 50, de préférence la région comprise de l'acide
aminé en position 24 a I'acide aminé en position 43 et la région comprise de
I'acide aminé en position 170 a I'acide aminé en position 220, notamment la
région comprise de I'acide aminé en position 180 a I'acide aminé en position 215,
de préférence la région comprise de l'acide aminé en position 190 a I'acide
aminé en position 211 de la séquence SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID
NO:3;

- ladite séquence dérivée est dérivée d’'une desdites séquences SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2 et SEQ ID NO: 3 ou desdits fragments précités et
obtenue notamment par suppression, substitution ou ajout d’'un ou plusieurs
acides aminés, sous réserve que cette séquence dérivée induise une réponse de
type Th2 ;

- ladite séquence homologue est une séquence homologue d’'une desdites
séquence SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 et SEQ ID NO: 3 ou d'un desdits
fragments, et présente notamment une identité d’au moins 80% et notamment
d’au moins 85% avec une desdites séquences SEQ ID NO : 1, SEQID NO: 2 et
SEQ ID NO: 3, sous réserve que ladite séquence homologue induise une
réponse de type Th2 ;
pour son utilisation dans le traitement préventif et/ou curatif d’'une maladie
inflammatoire chronique liée a un déréglement du systéme immunitaire générant

une reponse immunitaire de type Th1/Th17.
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Selon un mode particulier, I'invention concerne un produit choisi parmi une
protéine, un fragment de ladite protéine, une séquence dérivée et une séquence
homologue de ladite protéine, et de maniére caractéristique :

- ladite protéine comprend ou est constituée par la protéine 28KDa
Glutathion S-transférase d'un schistosome choisi parmi Schistosoma
haematobium, Schistosoma mansoni, Schistosoma bovis représentée
respectivement par les séquences SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, et SEQ ID
NO:3;

- ledit fragment est un fragment d’'une desdites protéines sous reserve
qu’il induise une réponse immunitaire de type Th2 et/ou diminue la réponse de
type Th1, ledit fragment comportant, au moins une région comprise parmi les
régions suivantes : la région comprise de I'acide aminé en position 15 a I'acide
aminé en position 60, la région comprise de I'acide aminé en position 20 a 'acide
aminé en position 50, la région comprise de I'acide aminé en position 24 a 'acide
aminé en position 43, la région comprise de l'acide aminé en position 170 a
I'acide aminé en position 220, notamment la région comprise de I'acide aminé en
position 180 a I'acide aminé en position 215, de préférence la région comprise de
I'acide aminé en position 190 a I'acide aminé en position 211 de la séquence
SEQIDNO:1,SEQIDNO:20uSEQIDNO:3;

- ladite séquence dérivée est dérivée d’'une desdites séquences SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2 et SEQ ID NO : 3 ou d’'un desdits fragments préecités et
obtenue notamment par suppression, substitution ou ajout d’'un ou plusieurs
acides aminés, dans la séquence SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO
: 3, ladite séquence dérivée comprenant au moins une région comprise parmi les
régions suivantes : la région comprise de 'acide aminé en position 15 a I'acide
aminé en position 60, la région comprise de I'acide aminé en position 20 a 'acide
aminé en position 50, la région comprise de I'acide aminé en position 24 a 'acide
aminé en position 43, la région comprise de l'acide aminé en position 170 a
I'acide aminé en position 220, la région comprise de I'acide aminé en position
180 a I'acide aminé en position 215 et la région comprise de I'acide aminé en
position 190 a I'acide aminé en position 211 de la séquence SEQ ID NO : 1, SEQ
ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3 ; ceci entrainant I'induction d’'une réponse Th2 et/ou
la diminution de la réponse Th1 ; et
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- ladite séquence homologue est une séquence homologue d’'une desdites
séquence SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 et SEQ ID NO: 3 ou d'un desdits
fragments, et présente une identité d’au moins 80% et notamment d’au moins
85% avec au moins 'une des régions suivantes desdites séquences : la région
comprise de I'acide aminé en position 15 a I'acide aminé en position 60, la région
comprise de I'acide aminé en position 20 a I'acide aminé en position 50, la région
comprise de I'acide aminé en position 24 a I'acide aminé en position 43, la région
comprise de I'acide aminé en position 170 a I'acide aminé en position 220, la
région comprise de I'acide aminé en position 180 a I'acide aminé en position 215,
et la région comprise de I'acide aminé en position 190 a I'acide aminé en position
211 de la séequence SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3 ; ou avec
la totalité de I'une des séquences SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO
: 3; ceci entrainant l'induction d’'une réponse Th2 et/ou la diminution de la
réponse Th1.
pour son utilisation dans le traitement préventif et/ou curatif d’'une maladie
inflammatoire chronique liée a un déréglement du systéme immunitaire générant
une réponse immunitaire de type Th1/Th17.

Selon l'invention le fragment est un fragment d’'une desdites proteéines et
comporte de préférence, au moins la région comprise de l'acide aminé en
position 15 a I'acide aminé en position 60, notamment la région comprise de
I'acide aminé en position 20 a I'acide aminé en position 50, de préférence la
région comprise de I'acide aminé en position 24 a I'acide aminé en position 43 et
la région comprise de I'acide aminé en position 170 a I'acide aminé en position
220, notamment la region comprise de I'acide aminé en position 180 a I'acide
aminé en position 215, de préférence la région comprise de I'acide aminé en
position 190 a I'acide aminé en position 211 de la séquence SEQ ID NO: 1,
SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3, ceci entrainant I'induction d’'une réponse Th2
et/ou la diminution de la réponse Th1.

Lorsque le produit de I'invention est une séquence dérivée d’une desdites
séquences SEQID NO : 1, SEQ ID NO : 2 et SEQ ID NO : 3, cette derniére peut
avantageusement comporter au moins la région comprise de l'acide aminé en
position 15 a I'acide aminé en position 60, notamment la région comprise de
I'acide aminé en position 20 a I'acide aminé en position 50, de préférence la
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région comprise de I'acide aminé en position 24 a I'acide aminé en position 43 et
la région comprise de I'acide aminé en position 170 a I'acide aminé en position
220, notamment la region comprise de I'acide aminé en position 180 a I'acide
aminé en position 215, de préférence, la région comprise de l'acide aminé en
position 190 a I'acide aminé en position 211 de la séquence SEQ ID NO : 1,
SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3, ceci induisant une réponse Th2 et/ou la
diminution de la réponse Th1.

Lorsque le produit de l'invention est une séquence homologue telle que
précitée, elle comporte avantageusement au moins la région comprise de I'acide
aminé en position 15 a l'acide aminé en position 60, notamment la région
comprise de l'acide aminé en position 20 a I'acide aminé en position 50, de
préférence la région comprise de I'acide aminé en position 24 a 'acide aminé en
position 43 et la région comprise de I'acide aminé en position 170 a I'acide aminé
en position 220, notamment la région comprise de I'acide aminé en position 180
a l'acide aminé en position 215, de préférence la région comprise de l'acide
aminé en position 190 a 'acide aminé en position 211 de la séquence SEQ ID
NO : 1, SEQID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3, ceci induisant une réponse Th2 et/ou
la diminution de la réponse Th1.

La séquence homologue peut donc comprendre au moins une des régions
précitées ou toutes les régions précitées. Ces régions pouvant étre identiques
aux régions correspondantes des séquences SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2 et
SEQ ID NO 3 ou présenter chacune une homologie d’au moins 80% et de
préférence d’au moins 85% avec la région correspondante d’une des séquences
précitées. Le pourcentage d’homologie peut étre différent pour chaque région.

On définit, selon la présente invention une réponse de type Th1 comme
étant caractérisée par la présence de lymphocytes produisant des cytokines
comme I'lFN gamma mais ne produisant pas d’'IL-4 ou d'IL-5. Cette réponse
conduit également a la production de TNF.

Une réponse de type Th2 est caractérisée par la présence de lymphocytes
produisant des cytokines comme I'lL-4, I'IL-5 ou I'lL-13 mais sans production

d”IFN gamma.
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La réponse de type Th17 est une réponse inflammatoire ou les
lymphocytes produisent de I'lL-17 ou de I'lL-25, en plus du TNF produit par de
nombreux types cellulaires.

On mesure donc le type de réponse en évaluant les cytokines produites
soit par les cellules elles-mémes (par cytométrie en flux) quand on a accés aux
cellules, soit par PCR dans les tissus.On parle de « type » de réponse ; le type
de réponse correspond a la réponse majoritaire des cellules ou de I'organisme.
En pratique, il y a toujours des réponses mixtes. Un moyen de mesurer la
réponse Th1 versus Th2 est de mesurer le rapport IFNgamma / IL-4.

Les pathologies auto-immunes générent souvent des réponses mixtes et
surtout pro-inflammatoires, d’ou l'utilisation des biothérapies a base d’anti-TNF.

Selon un mode de réalisation, ladite protéine est représentée par la
séquence SEQ ID NO: 1 (28 GST glutathion transférase de Schistosoma
haematobium), ledit fragment est un fragment de ladite protéine comprenant
notamment la région comprise de I'acide aminé en position 15 a I'acide aminé en
position 60, notamment la région comprise de I'acide aminé en position 20 a
I'acide aminé en position 50, de préférence la région comprise de I'acide aminé
en position 24 a I'acide aminé en position 43 et la région comprise de l'acide
aminé en position 170 a I'acide aminé en position 220, notamment la région
comprise de l'acide aminé en position 180 a I'acide aminé en position 215, de
préférence la région comprise de I'acide aminé en position 190 a I'acide aminé
en position 211, ladite séquence dérivée est obtenue a partir de SEQ ID NO : 1
et ladite séquence homologue présente une identité telle que précitée avec la
séquence SEQ ID NO : 1.

Selon un autre mode de réalisation particulier, ledit produit est le produit
d’expression d'une séquence nucléotidique codant pour :

- la protéine 28KDa Glutathion-S-transferase représentée par SEQ ID
NO :1;0u

- un fragment de ladite protéine représentée par SEQ ID NO: 1, ledit
fragment comportant ou étant constitué d’au moins la région comprise de I'acide
aminé en position 15 a l'acide aminé en position 60, notamment la région
comprise de l'acide aminé en position 20 a I'acide aminé en position 50, de

préférence la région comprise de I'acide aminé en position 24 a I'acide aminé en
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position 43 et la région comprise de I'acide aminé en position 170 a I'acide aminé
en position 220, notamment la région comprise de I'acide aminé en position 180
a l'acide aminé en position 215, de préférence la région comprise de l'acide
aminé en position 190 a I'acide aminé en position 211 de la séquence SEQ ID
NO:1;ou

- une séquence dérivée telle que précitée ; ou

- une séquence homologue telle que précitée ;
ladite séquence nucléotidique codante correspondant notamment a la séquence
SEQ ID NO : 4.

Selon un mode réalisation particulier, la protéine est le produit
d’expression de ladite séquence codante SEQ ID NO : 4 dans Saccharomyces
cerevisiae ou dans Escherichia coli.

Selon l'invention, la maladie précédemment définie est choisie parmi les
maladies inflammatoires auto-immunes suivantes : la maladie de Berger, la
maladie de Basedow, la thyroidite d'Hashimoto, le myxoedéme primaire, la
maladie cceliaque, la rectocolite hémorragique, la maladie de Crohn, I'arthrite
rhumatoide, la cirrhose biliaire primitive, la cholangite sclérosante primitive, les
anémies hémolytiques auto-immunes, I'anémie de Biermer (Anémie pernicieuse),
le lupus érythémateux, le syndrome de CREST, le diabéte de type 1, la
sclérodermie, le pemphigus vulgaire, la pemphigoide bulleuse, I'épidermolyse
Bulleuse Acquise, la dermatite herpétiforme, la myasthénie, le syndrome
myasthénique de Lambert-Eaton, la polymyosite, le syndrome de Goujerot-
Sjogren, la sclérose en plaques, la maladie de Graves et le psoriasis.

Selon I'invention, le traitement de la pathologie précitée peut s’appliquer a
tout patient, humain ou animal. Il s’applique en particulier a I'étre humain, adulte
ou enfant. Selon 'invention, le traitement peut concerner plus particuliérement un
enfant et plus particulierement le traitement préventif chez I'enfant.

On définit par «enfant», un individu agé de 0 a 18 ans, plus
particulierement agé de 9 a 18 ans.

La présente invention concerne également une composition
pharmaceutique, ladite composition comprenant, en tant qu’agent actif, un
produit selon linvention et un excipient pharmacologiquement acceptable,

notamment pour le traitement préventif et/ou curatif d'une maladie inflammatoire
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chronique liée a un déréglement du systéme auto-immunitaire générant une
réponse immunitaire de type Th1 et/ou Th17.

Par « pharmacologiquement acceptable », on entend au sens de la
présente invention, tout excipient susceptible d’'étre injecté, ingéré ou au moins
appligué sur la peau sans engendrer de réaction secondaire qui serait, de
maniére statistique, supérieure au bénéfice procuré par le traitement.

Selon l'invention, la composition est avantageusement utilisée dans le
traitement préventif et/ou curatif d’'une maladie choisie parmi les maladies
inflammatoires auto-immunes suivantes : la maladie de Berger, la maladie de
Basedow, la thyroidite d'Hashimoto, le myxoedeme primaire, la maladie
cceliaque, la rectocolite hémorragique, la maladie de Crohn, |'arthrite rhumatoide,
la cirrhose biliaire primitive, la cholangite sclérosante primitive, les anémies
hémolytiques auto-immunes, I'anémie de Biermer (Anémie pernicieuse), le lupus
erythémateux, le syndrome de CREST, le diabéte de type 1, la sclérodermie, le
pemphigus vulgaire, la pemphigoide bulleuse, I'épidermolyse Bulleuse Acquise,
la dermatite herpétiforme, la myasthénie, le syndrome myasthénique de Lambert-
Eaton, la polymyosite, le syndrome de Goujerot-Sjogren, la sclérose en plaques,
la polyarthrite rhumatoide, la maladie de Graves et le psoriasis, en particulier les
formes pédiatriques de ces pathologies, lorsqu’elles existent, et notamment le
traitement a titre préventif et plus particulierement le traitement préventif des
formes pédiatriques.

L’action immunogéne du produit et/ou de la composition selon l'invention
peut étre la réduction ou la suppression de la réaction inflammatoire (de type Th1
notamment) et/ou l'induction d'une réponse immune de type Th2 via, par
exemple, la sécrétion de certaines interleukines.

La présente invention concerne également ladite composition
pharmaceutique en tant que vaccin et utilisable pour le traitement d’'une maladie
auto-immune engendrant une réponse de type Th1 et/ou Th17 et en particulier
pour le traitement des pathologies précitées. Ce vaccin peut s’adresser
notamment aux enfants.

Selon l'invention, la composition peut comprendre un adjuvant, notamment
un adjuvant choisi parmi les sels d’aluminium et plus particulierement I’hydroxyde

d’aluminium. L’hydroxyde d’aluminium est un adjuvant de la réponse immunitaire
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utilisé en vaccinologie et compatible avec I'usage humain. Formant un réseau
ionique, les protéines antigéniques s’y adsorbent aprés quelques minutes
d’incubation. Ce complexe crée un dépbt transitoire permettant un recrutement
cellulaire et favorisant la réponse antigénique de type Th2.

Le terme « sels d’aluminium » désigne tous les sels existants a I'état naturel
ou non de lI'aluminium. Il s’agit, par exemple, du sulfate d’aluminium (hydraté ou
non), du phosphate d’aluminium, de I'alun (KAI(SO4)2.12H20), de I'hydroxyde
d’aluminium ou de tout autre sel de formule (BAI(SO4)2.12H20).

Selon I'invention, la concentration en adjuvant est comprise de 0,5 mg/ml a
2 mg/ml, notamment de 0,3 mg/ml a 1 mg/ml et en particulier de 220 yg/ml a 280
pug/ml et de préférence sensiblement egale a 250 pg/ml.

Comme illustré ci-apres, de bons résultats sont obtenus avec I'hydroxyde
d'aluminium a une concentration comprise dans la plage de concentrations
precitée et notamment de 250 ug/ml.

La présente invention concerne également un produit choisi parmi une
protéine, un fragment de ladite protéine, une séquence dérivée et une séquence
homologue de ladite protéine, caractérisé en ce que :

- ladite protéine comprend ou est constituée par la protéine 28KDa
Glutathion S-transférase de Schistosoma japonicum ou par la protéine 26KDa
Glutathion  S-transférase  de  Schistosoma  japonicum  représentées
respectivement par les séquences SEQ ID NO : 5, et SEQ ID NO : 6,

- en ce que ledit fragment est un fragment d’une desdites protéines sous
réserve qu’il induise principalement une réponse immunitaire de type Th2,

- en ce que ladite séquence dérivée est dérivée d’une desdites séquences
SEQ ID NO: 5, et SEQ ID NO : 6 ou desdits fragments précités et obtenue
notamment par suppression, substitution ou ajout d’'un ou plusieurs acides
aminés, sous réserve que cette séquence dérivée induise principalement une
reponse de type Th2.

- et en ce que ladite séquence homologue est une séquence homologue
d’'une desdites séquence SEQ ID NO: 5, et SEQ ID NO: 6 ou d'un desdits
fragments, et présente notamment une identité d’au moins 80% et notamment
d’au moins 85% avec une desdites séquences SEQ ID NO : 5, et SEQ ID NO : 6,

sous reéserve que ladite séquence homologue induise principalement une
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réponse de type Th2; pour son utilisation dans le traitement préventif et/ou
curatif d’'une maladie inflammatoire chronique liée a un déréglement du systéme
immunitaire générant une réponse immunitaire de type Th1 et/ou Th17, en
particulier chez un enfant.

La maladie inflammatoire chronique liée a un déréglement du systeme
immunitaire générant une réponse immunitaire de type Th1 et/ou Th17 peut étre
choisie parmi la maladie de Crohn, la rectocolite hémorragique, la sclérose en
plaques, la polyarthrite rhnumatoide, le diabéte de type1 (auto-immun), la maladie
de Graves et le psoriasis

La présente invention concerne également une composition
pharmaceutique comprenant en tant que qu’ingrédient actif, au moins un des
produits tels que précités en référence a Sj28GST et Sj26GST et un excipient
pharmacologiquement acceptable.

Cette composition peut également comporter un adjuvant tel que précité et
en particulier 'hydroxyde d’aluminium. La quantité d’adjuvant peut étre telle que
précitée.

La protéine native 28kDa glutathion S-transférase native est une protéine
exprimée par les parasites schistosomes, vers plats, responsables de la
bilharziose. Il existe plusieurs espéces de schistosomes. Schistosoma mansoni
est responsable chez 'Homme, de bilharziose intestinale, en Afrique et au Brésil.
Schistosoma haematobium est responsable, chez I'Homme, de bilharziose
urinaire en Afrigue et Péninsule arabique. Chaque espéce de schistosome
exprime une 28kDa glutathion S-transférase qui lui est propre. Ainsi, I'espéce
Schistosoma mansoni exprime la Sm28GST, I'espéce Schistosoma
haematobium exprime la Sh28GST, Schistosoma bovis (schistosome infectant le
bétail) exprime la Sb28GST et I'espéce Schistosoma japonicum (touchant |'Asie
du sud-est —Philippines et sud Chine-) exprime la Sj28GST et la Sj26GST. Les
genes codant ces protéines sont connus et/ou I'Homme du Métier est capable de
les identifier. L'Homme du Métier est donc a méme de produire de maniére
recombinante les protéines précitées et les produits de I'invention.

Les protéines Sh28GST, Sm28GST, Sb28GST, Sj28GST et Sj26GST ont
des séquences qui sont identifiées et répertoriées dans les bases de données,
notamment, sur le site http://www.uniprot.org/uniprot/P30114. Les protéines
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Sb28GST et Sh28GST sont identiques a 97% alors que les protéines Sh28GST
et Sm28GST sont identiques a 91%.

Les séquences SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO : 5 et SEQ ID NO : 6 ci-aprés représentent respectivement les séquences
des protéines Sh28GST, Sm28GST, Sb28GST, Sj28 GST et Sj26GST.

Il est connu que les parasites induisent une réponse immunitaire de la part
de I'néte infesté. Ainsi, il est connu que le schistosome a une action sur le
systeme immunitaire de I'h6te qu’il infeste de maniére a ce que ce dernier ne le
rejette pas. La réaction immunitaire de I'héte commence par une réaction de type
Th1, de courte durée puis se poursuit par une réaction de type Th2 et enfin par
une réaction T régulatrice. Lorsque se produit la réponse T régulatrice, I'n6te
infecté et le parasite coexistent.

Il est connu que les maladies inflammatoires chroniques liées a un
déréglement du systéme immunitaire engendrent chez les patients, une réponse
immunitaire anormale vers les auto-antigénes, ce qui induit une inflammation.
Dans les cas de la maladie de Crohn et de la rectocolite hémorragique, on
observe une inflammation de la muqueuse intestinale caractérisée par des
ulcérations et une infiltration des cellules inflammatoires recrutées par des
cytokines et chimio-attractants de type Th1, entre autres.

Dans le cas de la sclérose en plaques, on observe une inflammation locale
de la gaine de myéline des axones du cerveau et de la moelle épiniere qui
engendre une demyelinisation des fibres nerveuses.

Les inventeurs ont montré que, de maniére surprenante, la protéine
Sh28GSTpermet, en engendrant une réponse anti-inflammatoire de type Th2,
de réduire la réponse de type Th1. Cette diminution de la réponse de type Th1
permet de réduire les symptdmes liés a la maladie précitée, en particulier
I'inflammation. La protéine agissant, notamment sur les interleukines qui sont
présentes dans tout l'organisme, elle permet donc de traiter, de maniére
préventive ou curative, une maladie telle que précitée affectant n’importe quel
organe ou méme l'organisme entier. Les mémes effets peuvent étre envisagés
pour tous les produits de l'invention.

De plus, il est connu qu’il existe un lien entre inflammation et cancer, la

premiére favorisant 'apparition du second. La protéine selon I'invention peut
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ainsi en réduisant directement ou indirectement l'inflammation chronique, réduire
voir éliminer les cancers induits par l'inflammation chronique liée a la maladie
inflammatoire auto-immune. Ainsi, la rectocolite hémorragique et la maladie de
Crohn sont des facteurs de sur risque du cancer colorectal.

Les résultats ci-aprés confirment I'effet de la protéine Sh28GST dans le
traitement (notamment preventif) de la maladie de Crohn qui est une maladie
inflammatoire auto-immune engendrant une réponse de type Th1.

La protéine selon l'invention, quel que soit le schistosome dont elle provient
et quel que soit son poids moléculaire peut étre naturelle isolée (native) ou
recombinante.

Dans toute la présente demande de brevet, les termes de « 28KDa
glutathion S-transférase recombinante » (rSh28GST) désignent toute protéine
obtenue de maniere recombinante par insertion dans un organisme hoéte de la
séquence totale codant pour la Sh28GST (SEQ NO : 4) ou d'une fraction de
cette séquence. Cette synthese peut étre effectuée dans différentes cellules
hétes, bactéries, levures ou cellules supérieures, en fonction du vecteur dans
lequel la séquence codante est insérée et des signaux de contrble d’expression.
La protéine recombinante selon la présente invention peut présenter une
structure primaire identique a celle de la protéine Sh28GST native, présente
chez Schistosoma haematobium, mais elle peut aussi étre un dérivé de celle-ci
ou une protéine Sh28GST incomplete (fragment de protéine) mais ayant une
activité immunogene. Cette protéine ou ce fragment de protéine peut également
étre fusionné a une autre protéine (ou fragment de protéine), suite a une
manipulation genétique des segments d'ADN correspondants, afin de favoriser
une meilleure expression de la protéine dans la cellule héte ou éventuellement
de provoquer son excrétion hors de la cellule.

Dans les exemples, le terme de rSh28GST désigne la protéine produite
dans Saccharomyces cerevisiae par l'insertion de la séquence nucléotidique
codante SEQ NO : 4.

La protéine rSh28GST est bien connue. Ainsi, I'article «Crystal structure of
the 28KDa glutathione S-transferase from Schistosoma haematobium» précité
cite une méthode de production de la Sh28GST recombinante selon l'invention
dans Escherichia coli. De méme, l'article « Vaccine potential of a recombinant
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glutathione S-transferase cloned from Schistosoma haematobium in primates
experimentally infected with an homologous challenge » publié dans la revue
Vaccine en 1999, cite une protéine Sh28GST recombinante produite dans une
souche spécifique de Saccharomyces cerevisiae.

La protéine recombinante de l'invention n'est néanmoins pas limitée a ces
deux exemples précités, les technologies permettant le clonage et I'expression
d'un géne étranger ou d’un fragment de gene étranger, dans différentes cellules
hétes étant connues de 'Homme du Métier.

La production de la protéine recombinante dans ces bactéries est déja
connue et parfaitement maitrisée. En effet, la protéine rSh28GST recombinante
fait I'objet d’essais cliniques pour la vaccination contre la bilharziose (projet
Bilnvax). Cette protéine recombinante est donc produite a I'échelle industrielle ;
sa production et sa purification, notamment a des fins thérapeutiques, sont donc
parfaitement maitrisées.

En effet, comme décrit plus en détails ultérieurement, le produit selon
l'invention permet d’obtenir un effet préventif sur la pathologie précitée.
L’administration de la protéine ou du fragment de protéine avant I'épisode
inflammatoire de la pathologie permet d’obtenir une diminution de I'inflammation
et un basculement de la réponse immunitaire de I'organisme du patient d’une
réponse de type Th1, caractéristigue de la pathologie, vers une réponse de type
Th2, lors d’'une poussée de la maladie. C’est le changement de type de réponse
immunitaire observé aprées traitement avec la protéine et/ou le fragment de
protéine selon l'invention qui permet de traiter a titre préventif les maladies
inflammatoires chroniques de divers organes et méme des maladies atteignant
un systéme tout entier, comme par exemple, le systéme nerveux. On entend par
« traitement préventif », tout traitement qui, administré avant la poussée
inflammatoire, permet de supprimer une poussee inflammatoire ou de diminuer
en intensité et/ou en durée une poussée inflammatoire et/ou qui est capable
d’allonger la durée de temps entre deux poussées inflammatoires. L'effet du
traitement peut étre évalué sur I'état inflammatoire de I'organe ou du systéme
concerne.

On entend par traitement curatif, tout traitement qui administré lors d’une

poussée inflammatoire, permet d’atténuer ou de supprimer la poussée, en
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particulier I'un des symptédmes (notamment I'inflammation locale, par exemple de
la paroi intestinale) liés a la poussée.

Comme expliqué ultérieurement, le produit selon l'invention agit a travers la
diminution de Ila sécrétion d’interleukines spécifigues d'une réponse
inflammatoire de type Th1 et/lou la production accrue d’interleukines
correspondant a une réponse immune de type Th2. Ces interleukines circulent
dans tout l'organisme et leur diminution ou leur augmentation affecte
potentiellement tous les organes.

On verra ultérieurement que le produit selon linvention permet la
production d’interleukines ayant un réle régulateur (IL-10) dans les maladies
chroniques inflammatoires liées a un déréglement du systéme immunitaire
engendrant une réponse de type Th1 et/ou Th17. Il était connu que I'infestation
par des vers parasitaires de type ascaris des patients atteints de sclérose en
plaques réduit I'évolution de la maladie (voir « Association between parasite
infection and immune responses in multiple sclerosis » Annals of Neurology
2007). En revanche rien n’indiquait qu'une protéine spécifique de Schistosoma
pouvait avoir un effet curatif et ou préventif sur une pathologie affectant tout le
systeme nerveux d'un organisme. C’est donc le mérite des inventeurs d’avoir
testé le produit selon I'invention sur une maladie inflammatoire chronique liée a
un déréeglement du systéme immunitaire appartenant aux maladies
neurologiques et affectant tout le systéme nerveux, comme, notamment, la
sclérose en plaques.

Le patient visé par le traitement n’est pas limité selon l'invention. Il peut
s’agir, d'un animal, d’'un mammifére, plus particulierement d’un étre humain. Il
peut également s’agir d’'un enfant. Le projet Bilhvax a en effet montré la parfaite
innocuité de la protéine recombinante rSh28GST selon l'invention chez les
enfants agés de 5 a 12 ans. Les produits selon I'invention peuvent donc étre
utilisés pour le traitement des cas pédiatrigues des maladies inflammatoires
chroniques liées a un déréglement du systéme immunitaire, et en particulier des
cas pédiatriques de ces maladies. Ainsi, en cas de forte suspicion d'un facteur
genetique provoquant ladite maladie ou rendant le patient plus susceptible de
développer la maladie (cas d’'un enfant dont les deux parents ont développe la
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maladie de Crohn, par exemple), le produit selon l'invention pourra étre
administre a titre preéventif.

Avantageusement, la composition est administrée a une dose de protéine
allant de 50ug/Kg a 1000ug/Kg. La dose peut étre égale a 50ug/Kg, 500ug/Kg ou
1000pg/Kg.

La concentration de protéine purifiée administrée par enfant est, par
exemple, égale a 253 ug (ce qui correspond a une dose finale de 100 ug du
vaccin Bilhvax comprenant la rSh28GST28 plus I'hydroxyde d’aluminium a une
concentration de 1 mg/ml): La dose de protéine peut étre, par exemple
supérieure ou égale a 100 ug et inférieure ou égale a 500 ug de protéine.

Le mode d’administration de la composition de l'invention n’est pas limité
selon l'invention. La composition peut étre injectée par voie sous-cutanée ou
administrée par voie muqueuse, par exemple. La composition selon 'invention
peut étre administrée, par exemple, sous la forme d’un spray nasal ou buccal,
d’'un suppositoire, d’'un comprimé, d'un lyophilisat, d’'une gélule, d’'un sirop, d’'une
solution injectable par voie intraveineuse, sous-cutanée ou intra musculaire,
d’'une pommade ou gel pour application topique.

La présente invention, ses caractéristiques et les difféerents avantages
gu’elle procure apparaitront mieux a la lecture de la description qui suit et fait
référence a des exemples cités a titre non limitatif et aux figures annexées
suivantes, sur lesquelles :

- La figure 1 représente les scores macroscopiques et histologiques
obtenus pour différents groupes de rats, le groupe 1 étant le groupe traité avec la
protéine de l'invention avant I'induction de la colite, le groupe 2 étant le groupe
infecté avec Schistosoma mansoni avant I'induction de la colite par le TNBS et le
groupe 3 étant le groupe témoin. Le groupe 1 est représenté par le chiffre 1 sur
I'axe des abscisses, le groupe 2 est représenté par le chiffre 2 sur I'axe des
abscisses et le groupe 3 est représenté par le chiffre 3 sur 'axe des abscisses.
Le score macroscopique est représenté par la colonne comportant les rayures
diagonales et le score histologique est représenté par la colonne blanche. Les
scores macroscopiques et histologiques sont quantifiés par I'axe des ordonnées ;

- La figure 2 représente le rapport du taux de myéloperoxidase (MPO) sur
le taux de protéines totales dans les groupes de rats cités en référence a la
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figure 1, le groupe 1 étant représente par le chiffre 1 sur I'axe des abscisses, le
groupe 2 étant représenté par le chiffre 2 sur 'axe des abscisses et le groupe 3
étant représenté par le chiffre 3 sur I'axe des abscisses. L’axe des ordonnées
représente le rapport du taux de MPO sur le taux de protéines totales exprimé en
ng/mg ;

- La figure 3 représente la quantité d’ARN messager codant pour les
interleukines IL-1b, IL-13, IL-5 et IL-10 dans les mémes groupes de rats que
ceux utilisés en référence a la figure 1, le groupe 1 étant représenté par le chiffre
1 sur I'axe des abscisses, le groupe 2 étant représenté par le chiffre 2 sur I'axe
des abscisses et le groupe 3 étant représenté par le chiffre 3 sur I'axe des
abscisses. La quantit¢é d’ARN messager codant pour l'interleukine IL-1b est
représentée par les colonnes comportant des fines rayures diagonales, la
quantité d’ARN messager codant pour l'interleukine IL-13 est représentée par les
colonnes comportant des grosses rayures diagonales, la quantité d’ARN
messager codant pour linterleukine IL-5 est représentée par les colonnes
blanches et la quantité d’ARN messager codant pour linterleukine IL-10 est
représentée par les colonnes comportant des rayures verticales. L’axe des
ordonneées représente les quantités d’ARN messager en U.A. ;

- La figure 4 représente le rapport du taux d’ARN messager codant pour
I'arginase de type | (Arg) sur le taux d’ARN messager codant pour |'oxyde
nitrique synthétase inductible (iNOS) dans les mémes groupes de rats que ceux
utilisés en référence a la figure 1, le groupe 1 étant représenté par le chiffre 1 sur
I'axe des abscisses, le groupe 2 étant représenté par le chiffre 2 sur I'axe des
abscisses et le groupe 3 étant représenté par le chiffre 3 sur I'axe des abscisses.
L’axe des ordonnées représente le rapport du taux d’ARN messager codant pour
I'arginase de type | (Arg) sur le taux d’ARN messager codant pour |'oxyde
nitrique synthétase inductible (iNOS) ;

- La figure 5 représente les scores macroscopiques et histologiques
obtenus pour différents groupes de souris, le groupe 1 étant le groupe témoin, le
groupe 2 étant le groupe traité avec de l'acide 5-aminosalicylique avant
I'induction de la colite, le groupe 3 étant le groupe traité avec la protéine selon
I'invention avant I'induction de la colite et le groupe 4 étant le groupe qui recoit
une injection d’éthanol avant l'induction de la colite. Le groupe 1 est représenté
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par le chiffre 1 sur I'axe des abscisses, le groupe 2 est représenté par le chiffre 2
sur I'axe des abscisses, le groupe 3 est représenté par le chiffre 3 sur I'axe des
abscisses et le groupe 4 est représenté par le chiffre 4 sur 'axe des abscisses.
Le score macroscopique est représenté par les colonnes comportant des rayures
diagonales et le score histologique est représenté par les colonnes blanches.
Les scores macroscopiques et histologiques sont quantifiés par l'axe des
ordonnées ;

- La figure 6 représente le rapport du taux de myéloperoxidase sur le taux
de protéines totales dans les groupes de souris cités en référence a la figure 5,
le groupe 1 étant représenté par le chiffre 1 sur 'axe des abscisses, le groupe 2
étant représenté par le chiffre 2 sur 'axe des abscisses, le groupe 3 étant
représenteé par le chiffre 3 sur I'axe des abscisses et le groupe 4 étant représenté
par le chiffre 4 sur I'axe des abscisses. L'axe des ordonnées représente le
rapport du taux de MPO sur le taux de protéines totales exprimé en ng/mg ;

- La figure 7 représente la quantité d’ARN messager codant pour
I'interleukine IL-1bdans les mémes groupes de souris que ceux utilisés en
référence a la figure 5, le groupe 1 est représenté par le chiffre 1 sur I'axe des
abscisses, le groupe 2 est représenté par le chiffre 2 sur I'axe des abscisses, le
groupe 3 est représenté par le chiffre 3 sur I'axe des abscisses et le groupe 4 est
représenté par le chiffre 4 sur I'axe des abscisses. L'axe des ordonnées
représente la quantité d’ARN messager en U.A. ;

- La figure 8 représente la quantité d’ARN messager codant pour les
interleukines IL-5 et IL-13 dans les mémes groupes de souris que ceux utilisés
en référence a la figure 5. Le groupe 1 est représenté par le chiffre 1 sur I'axe
des abscisses, le groupe 2 est représenté par le chiffre 2 sur 'axe des abscisses,
le groupe 3 est représenté par le chiffre 3 sur I'axe des abscisses et le groupe 4
est représenté par le chiffre 4 sur I'axe des abscisses. La quantit¢ d’ARN
messager codant pour linterleukine IL-5 est représentée par les colonnes
blanches et la quantité d’ARN messager codant pour l'interleukine IL-13 est
représentée par les colonnes comportant des rayures diagonales. L'axe des
ordonneées représente la quantité d’ARN messager en U.A. ;

- La figure 9 représente la quantité d’ARN messager codant pour

l'interleukine IL-10 dans les mémes groupes de souris que ceux utilisés en
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référence a la figure 5. Le groupe 1 est représenté par le chiffre 1 sur I'axe des
abscisses, le groupe 2 est représenté par le chiffre 2 sur I'axe des abscisses, le
groupe 3 est représenté par le chiffre 3 sur I'axe des abscisses et le groupe 4 est
représenté par le chiffre 4 sur I'axe des abscisses. L'axe des ordonnées
représente la quantité d’ARN messager en U.A. ;

- La figure 10 représente le rapport du taux d’ARN messager codant pour
I'arginase de type | sur le taux d’ARN messager codant pour I'oxyde nitrique
synthétase inductible dans les mémes groupes de souris que ceux utilisés en
référence a la figure 5. Le groupe 1 est représenté par le chiffre 1 sur I'axe des
abscisses, le groupe 2 est représenté par le chiffre 2 sur I'axe des abscisses, le
groupe 3 est représenté par le chiffre 3 sur I'axe des abscisses et le groupe 4 est
représenté par le chiffre 4 sur I'axe des abscisses. L’'axe des ordonnées
représente le rapport du taux d’ARN messager codant pour I'arginase de type |
sur le taux d’ARN messager codant pour I'oxyde nitrique synthétase inductible ;

- La figure 11 représente I'analyse des poids des différents groupes de
rats a J35 dans I'étude de I'encéphalite allergique expérimentale (modeéle de la
sclérose en plaques). Le groupe A correspond au groupe de rats ayant regu
deux injections de 5ug/Kg de rSh28GST en combinaison avec de I'hydroxyde
d’aluminium (alum) avant I'induction de 'EAE, il est représenté en abscisse par la
lettre A, le groupe B correspond au groupe de rats ayant regu deux injections de
0,5ug/Kg de rSh28GST en combinaison avec I'hydroxyde d’aluminium (alum)
avant I'induction de I'EAE, il est représenté en abscisse par la lettre B, le groupe
C correspond au groupe de rats ayant regu deux injections d’hydroxyde
d’aluminium seul avant I'induction de I'EAE, il est représenté en abscisse par la
lettre C, le groupe D correspond au groupe de rats n'ayant regu aucune injection
avant I'induction de I'EAE, il est représenté sur I'axe des abscisses par la lettre
D. L’axe des ordonnées représente le poids des rats des différents groupes.

- La figure 12 représente I'analyse des poids (en g) des différents groupes
de rats cités en référence a la Figure 11, a J42, les lettres de référence des
groupes sont indiquées sur I'axe des abscisses tandis que le poids des rats est
indiqué sur I'axe des ordonnées ;

- La figure 13 représente I'analyse des poids (en g) des différents groupes
de rats cités en référence a la Figure 11, a J48 les lettres de référence des
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groupes sont indiquées sur I'axe des abscisses tandis que le poids des rats est
indiqué sur I'axe des ordonnées; et

- La figure 14 représente les scores cumulés pour les différents groupes
de rats cités en référence ala Fig. 11, les lettres de référence des groupes sont
indiquées sur I'axe des abscisses tandis que les scores cumulés sont indiqués
sur 'axe des ordonnées ; en référence a la figure 14, les rats des groupes A et C
ont regu trois injections, respectivement a JO, J14 et J28, de 5ug/Kg de
rSh28GST en combinaison avec de I'hydroxyde d’aluminium (alum) pour le
groupe A et d’alum seul pour le groupe C, avant I'induction de I'EAE a J35 ;

Pour les figures 11 a 13, les résultats sont présentés sous forme de box-
and-whisket plots. Les tests statistiques de Kruskal-Wallis et Mann Whitney ont
éte réalisés afin de déterminer les différences significatives entre les rats des
différents groupes. * P < 0.05.

PARTIE EXPERIMENTALE
Modéle de la maladie de Crohn

Protocole expérimental de la colite induite chez le rat par le TNBS (modéle de la

maladie de Crohn)

Les animaux utilisés sont des rats Sprague Dawley males (180 a 250g). On pése
les animaux puis on supprime la nourriture la veille de maniére a ce gqu’ils soient
a jeun le jour de l'induction de la colite. Les rats sont endormis au pentobarbital
(40mg/kg) en injection intra-péritonéale. On injecte intra-rectalement 250ul d’'une
solution de TNBS (2,4,6 TrinitroBenzene Sulfonic Acid) dilué dans de I'éthanol
100% (volume pour volume) a raison de 80 mg par kg de rat. On évalue la colite
96h apres l'injection de TNBS : les animaux sont peses et sacrifies avec une
injection de 300ul de T61 en intracardiaque. On préléve le colon pour évaluer le
score macroscopique. Une section transversale de colon a 4 cm du rectum est
egalement prélevée puis épinglée sur un morceau de liege afin d’y étre plongée
dans un bain de paraformaldéhyde a 4% pendant 24 heures puis dans un bain
d’éthanol a 70% avant déshydratation et inclusion en paraffine pour évaluer le
score histologique.

Protocole expérimental de la colite induite chez la souris par le TNBS (modéle de

la maladie de Crohn)
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Les animaux sont des souris males de fond génétique C57BL/6. Elles sont
anesthésiées avec un mélange de xylasine-kétamine a la dose de 50mg/kg
chacun par voie sous-cutanée. La colite est induite intra-rectalement avec 40yl
de solution de TNBS dilué dans de I'éthanol 100% (volume pour volume) a
raison de 150 mg par kg de souris. Pour les injections intra-rectales d’éthanal, il
s’agit d’éthanol a 50%. (Contréle solvant).

Protocole expérimental d’infestation par Schistosoma mansoni

Les rats sont anesthésiés avec un mélange de valium (8mg/kg) et de kétamine
(75mg/kg) en injection intra-péritonéale puis rases au niveau de I'abdomen. Une
solution contenant 2000 cercaires (larves infectantes) de Schistosoma mansoni
est déposée pendant 30 minutes sur I'abdomen des animaux, les cercaires
pénétrent par voie transcutanée. Cette infestation représente le « gold
standard » de I'expérience.

Protocole d’étude de la rSh28GST dans la sclérose en plagues (Maladie auto-

immune de type Th1)

Ce modele d’étude de la sclérose en plaques comprend l'injection d’un
peptide encéphalitogéne de protéines de la myeéline (MBP,) pour I'induction d’'une
maladie auto-immune, appelée EAE (encéphalite allergique expérimentale).

Afin de démontrer le caractere préventif de la rSh28GST, on injecte a rats Lewis
de 4 semaines une dose de 5ug/Kg de rSh28GST en mélange avec de
I'nydroxyde d’aluminium (voir le paragraphe « préparation de la composition
testée »). Quatre semaines plus tard, on induit 'EAE (J=35). On effectue un
score clinique a J=44 (premiére poussee). Le pic de I'EAE se situe a J=48. On
observe a J=55, la récupération plus ou moins compléte de I'animal. On mesure
tout au long du protocole la perte de poids de I'animal, on effectue un score
clinique, on quantifie les infiltrats inflammatoires et 'on mesure la démyélinisation
a des points critiques (IHC).

Protocole pour montrer l'effet curatif de la rSh28GST dans le cas de la sclérose

en plaques
On utilise un modéle de rat EAE. On immunise les rats Lewis avec une

composition de la rSh28GST et de I'hydroxyde d’aluminium en méme temps que
I'induction de 'EAE, éventuellement a des points critiques de la maladie. La dose
injectée est égale a 5ug/Kg, 50ug/Kg, 500ug/Kg et 1000ug/Kg (ces chiffres
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faisant référence a la dose de rSh28GST, la concentration en hydroxyde
d’aluminium étant toujours comme indiqué dans le paragraphe « préparation de
la composition testée ») On analyse ensuite les différentes populations cellulaires
d’'intéréts.

Protocole d’étude de la polyarthrite rhumatoide(PR)

On réalise 2 injections de collagéne (auto antigéne) par voie intra-
dermigue a la base de la queue des souris et on mesure l'arthrite de la patte
aprés 21 jours selon un score classique. On effectue ensuite le suivi des
paramétres immunologiques (Anticorps, cytokines, cellules régulatrices).

Pour la détermination de I'effet préventif, on injecte avant les deux injections de
collagéne une dose de 1000ug/Kg de rSh28GST mélangé a de I'hydroxyde
d’aluminium (voir le paragraphe « préparation de la composition testée »). Pour
démontrer I'effet curatif, on réalise une injection de la composition testée
(1000pg/Kg pour la protéine rSh28GST) en méme temps que les deux injections
de collagéne précitées.

Dosage de la myéloperoxidase (MPO)

Le taux de myéloperoxydase contenue dans les tissus coliques est évalué par la
méthode immunologique de type ELISA Sandwich (« Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay ») et est rapporté au taux de protéines contenues dans
ce méme tissu colique.

Le tissu colique (contenant la MPO en cas d’inflammation) est tout d’abord broyé
afin d’en obtenir un homogénéisat. Celui-ci est déposé dans un puits de la
plaque déja recouvert avec un anticorps anti-MPO. La réaction antigéne (ici
MPO)-anticorps anti-MPO se réalise alors. Un second anticorps dirigé contre la
molécule de MPO et marqué par la biotine est ensuite ajouté et est révélé grace
a l'addition de streptavidine (trés affine pour la biotine) couplée avec un
chromogéne. En présence de son substrat, ce dernier libére une substance
colorée dont la densité optique est évaluée par un spectrophotometre. La densité
optigue mesurée est proportionnelle a la quantité de protéine MPO contenue
dans I'homogénéisat du tissu colique.

Préparation de [la composition testée (protéine rSh28GST+ hydroxyde

d’aluminium)
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La protéine rSh28GST utilisée est la protéine recombinante produite dans
Saccharomyces cerevisiae et fabriquée par la société Eurogentec. La séquence
totale du géne représentée par la séquence SEQ ID NO: 4 est utilisée. La
protéine se présente sous forme lyophilisée, une fiole contient 165ug (+ ou — 5%)
de protéines. La composition pharmaceutique est reconstituée avec 660ul de gel
d’hydroxyde d’aluminium (2%) dilué au 10°™ dans du sérum physiologique dans
une fiole de protéine d’ou une concentration de 250ug/ml. La composition ainsi
obtenue est injectée en sous-cutanée aux animaux a la méme concentration.
C'est ce mélange rSh28GST + hydroxyde d’aluminium qui est injecté aux
animaux dans tous les protocoles expérimentaux. Les doses indiquées
correspondent a la dose en protéine rSh28GST.

Rapport « Arginase I/ Nitric Oxyde Synthétase 2 »

Le rapport repreésente le taux d’ARN messager codant pour 'arginase | (Arg) sur
le taux d’ARN messager codant pour la nitric oxyde synthétase inductible (iNOS)
de type 2 pour un échantillon colique donné. Le taux d’ARN messager est obtenu
par une methode de réaction en chaine par polymérase en temps réel (RT-
PCR). Il s’agit d'une technique de biologie moléculaire d’amplification in vitro
d’ADN. A chaque cycle d’amplification, la quantité d’ADN total est mesurée grace
a une sonde fluorescente ; la cinétique de I'ensemble des cycles d’'amplification
permet d’obtenir une quantification de '’ARN messager initial.

Expression de 'ARN messager des interleukines IL-1b, IL-13, IL-5 et IL-10

La présence et la quantification de 'ARN messager de différentes interleukines
dans les tissus coliques sont obtenues en utilisant la méthode de PCR en temps
réel expliquée au point précédent.

Résultats expérimentaux chez le rat

Trois groupes de rats Sprague Dawley sont constitués. Le groupe 1 recgoit 2
injections par voie sous cutanée d'une composition telle que précitée
(rSh28GST+hydroxyde d’aluminium) a une dose de 50ug/kg (pour la protéine
rSh28GST) la premiére a J=0 et la seconde a J=28. Le groupe 2 (« gold
standard ») est infesté par 2000 cercaires de Schistosoma mansoni a J=0. Le
groupe 3 est le groupe témoin. A J=35, la colite est induite chez les rats des trois
groupes par une injection intra-rectale de TNBS, puis le sacrifice a lieu a J=39.

Scores macroscopique et histologiqgue
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Comme représente sur la figure 1, on constate que l'inflammation de la paroi
intestinale des rats des groupes 1 et 2 est diminuée par rapport a celle des rats
du groupe 3. De plus, le score histologique confirme le score macroscopique.
Dosage de la myéloperoxidase (MPO)

La myéloperoxydase est une enzyme présente dans les granulocytes
neutrophiles et également un marqueur d’inflammation. Comme représenté sur la
figure 2, on remarque que la quantité de MPO dans les tissus coliques des rats
du groupe 1 et du groupe 2 est réduite par rapport a la quantité présente dans
les tissus coliques des rats du groupe 3. Ces résultats montrent que l'injection de
la protéine rSh28GST permet de réduire de maniére significative la sécrétion de
MPO lors d’'une colite inflammatoire.

Interleukines IL-1b, IL-13, IL-5 et IL-10

L'IL-1b est une interleukine secrétée lors d'une réponse immunitaire

inflammatoire de type Th1. Comme représenté sur la figure 3, on constate que la
quantitée d’ARN messager codant pour cette interleukine est réduite dans les
tissus coliques des rats des groupes 1 et 2 (plus encore dans le groupe 1 que
dans le groupe 2). Ces résultats montrent que linjection de la protéine
rSh28GST réduit la réponse immunitaire de type Th1 de maniére plus prononcee
que l'infection par Schistosoma mansoni a JO.

Les interleukines IL-5 et IL-13 sont sécrétées lors d’une réponse immunitaire de
type Th2. Comme représenté sur la figure 3, la quantité d’ARN messager codant
pour ces deux interleukines est augmentée dans les tissus coliques des rats du
groupe 1 par rapport aux tissus des rats du groupe 3. La quantit¢ d’ARN
messager codant I'lL-5 et I'lL-13 est plus importante dans le groupe 1 que dans
le groupe 2. Ces résultats montrent que la protéine rSh28GST induit une forte
expression de 'ARN messager de I'lL-5 et de I'lL-13. La protéine rSh28GST
permet donc d’induire une réponse immunitaire de type Th2 qui contrebalance la
réponse immunitaire de type Th1 retrouvée dans le cas de la colite induite au
TNBS.

Il a été démontré que des patients atteints de maladie de Crohn réagissaient
favorablement a un traitement a base d’interleukine 10 (voir Braat H, Rottiers P,
Hommes DW, Huyghebaert N, Remaut E, Remon JP, van Deventer SJ,
Neiryncik S, Peppenlenbosch MP, Steidler L (June 2006) « A phase | trial with
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transgenic bacteria expressing Interleukin-10 in Crohn’s disease » Clin.
Gastroenterol. Hepatol.4 (6): 754-9. doi:10.1016/j.cgh.2006.03.028. PMID
16716759). Comme représenté sur la figure 3, la présence d’ARN messager
codant pour I'lL-10 dans les tissus coliques des rats du groupe 1 est plus
importante que celle des rats du groupe 2. Ces résultats montrent que la protéine
rSh28GST induit la production d’ARN messager codant pour I'lL-10, ce qui est un
facteur favorable dans le cas du traitement curatif de la maladie de Crohn. Par
ailleurs, I'lL-10 est sécrétée lors d'une réponse immunitaire de type Th2 ce qui
concorde avec les résultats illustrés dans la Figure 3.

Rapport « Arginase I/ Nitric Oxyde Synthétase 2 »

L'arginase de type | est une enzyme, utilisée ici comme marqueur, qui
caractérise les macrophages M2 dits alternatifs, présents dans des réactions
immunitaires anti-inflammatoires Th1 ; la nitric oxyde synthétase de type 2 est
elle aussi une enzyme, mais utilisee comme marqueur caractérisant les
macrophages dits classiques présents dans des réactions immunitaires pro-
inflammatoires Th2. Le rapport entre ces deux enzymes refléte la présence au
sein des tissus coliques de tel ou tel type de macrophages, et permet d’apprécier
la balance entre les deux réponses immunitaires Th1 et Th2.

Comme représenté sur la figure 4, la protéine rSh28GST permet de favoriser la
réponse de type Th2 qui vient ainsi contrebalancer la réponse de type Th1
induite par la colite.

Résultats expérimentaux chez la souris.

Les 2 modeéles de Rongeurs utilisés (rats et souris) sont des modéles
expérimentaux classiques et largement décrits dans la littérature comme
modeles de la maladie de Crohn. La souche de souris utilisée ici (C57 BL6) est
plutét pro-Th1 et donc I'obtention de résultats diminuant une réponse de type
Th1 dans ce modéle animal est encore plus probante que chez le rat.

Quatre groupes de souris sont constitués. Le groupe 1 ne regoit aucun
traitement, seulement une colite au TNBS a J=35: c'est le groupe de contréle.
Les souris du groupe 2 sont nourries a partir de J=30 avec des croquettes
contenant du 5-ASA : acide 5-aminosalicylique a raison de 1 g de 5-ASA pour
600 g de croquettes, puis une colite au TNBS est induite a J=35. Les souris du
groupe 3 regoivent deux injections de composition telle que précitée (r'Sh28GST+
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hydroxyde d’aluminium) a la dose de 1000ug/kg (pour la rSh28GST) a JO et J28,
puis une injection intra-rectale de TNBS. Les souris du groupe 4 ne regoivent
qu’une injection intra-rectale d’éthanol a 50% a J35.(Contréle Solvant du TNBS).
Les souris des quatre groupes sont sacrifiées a J=37.

Score macroscopigue et histologique

Comme représenté sur la figure 5, le score macroscopique qui refléte
I'inflammation est fortement diminué chez les souris du groupe 3. Les résultats
obtenus sont meilleurs que ceux obtenus avec le 5-ASA. Le score histologique
confirme le score macroscopique.

Dosage de la myéloperoxidase (MPQ)

La figure 6 montre que la rSh28GST diminue, dans le cas d’'une colite, le taux de
MPO au niveau des tissus coliques des souris du groupe 3. Dans le cas ou les
souris n'ont pas regu de colite (groupe 4), I'activité de la MPO est inchangée.
Interleukines IL-1b, IL-13, IL-5 et IL-10

Les figures 7 a 9 confirment, chez |la souris, les résultats obtenus chez le rat. La

protéine rSh28GST reduit le taux d’ARN messager codant pour I'lL-1b et
augmente celui de I'lL-13 et de I'lL-5 en cas de colite. La protéine précitée
semble donc avoir un effet préventif du fait de I'augmentation de la production
d’IL-10.

Rapport « Arginase de type I/Nitric Oxyde Synthétase 2 »

La figure 10 montre, comme dans le cas du rat, une augmentation du rapport du
taux d’ARN messager codant pour 'arginase de type | sur celui codant pour la
nitric oxyde synthétase 2 dans le cas du groupe 3 par rapport aux groupes 1, 2 et
4. Cette augmentation du rapport « Arginase de type I/Nitric Oxyde Synthétase 2
» est significative d’'une augmentation de la présence de macrophages associés
a une réponse Th2. La composition de l'invention permet donc de favoriser une
réponse de type Th2 dans le cas de la colite induite, ce qui n'est pas le cas de
I’acide 5-aminosalicylique (voir groupe 2).

Par ailleurs, un autre groupe de souris a subi les deux injections de rSh28GST
tel que précité et une simple injection intra-rectale d’éthanol a la place du TNBS.
On teste ainsi l'influence de la protéine sans inflammation. Dans ce groupe, dont
les résultats ne sont pas illustrés sur les figures, I'activite¢ de la MPO est

inchangee. La protéine de l'invention reduit donc I'inflammation mais ne modifie
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pas les taux de MPO lorsqu’il n’y a pas d'inflammation induite. Les résultats de
ce groupe montrent aussi que, sans inflammation induite, la protéine seule
permet d’augmenter 'ARN messager codant pour I'lL-13, I'lL-5 et I'lL-10 et que
sans inflammation induite, la protéine est sans activité sur les macrophages.
Modéle de la sclérose en plaques

Le modéle utilisé est le modéle de I'encéphalite allergique expérimentale (EAE).
Dans le cas présent, I'EAE est induite par une injection de protéine basique de la
myéline (MBP).

L’effet de I'immunisation par la rSh28GST sur le développement de I'EAE induite
par la MBP dans un modéle de rats Lewis a été étudié.

Matériels et méthodes :

1- Réactifs :

a) Préparation de rSh28GST(alum): (Lot : GLP. Désigné par : L-Bix-
P08/165a). Le terme « alum » désigne une suspension aqueuse d’hydroxyde
d’aluminium comme décrit plus en détails ci-dessous.

Dose de 5ug/kg (+ alum) :

On dissout 1 fiole contenant 165ug de rSh28GST dans 660ul d'eau
physiologique pour obtenir une solution de 250 ug/ml. On prépare ensuite une
solution a 10 pg/ml : dilution au 1:25éme en eau physiologique. On ajoute I'alum :
10 pl (« alum » désigne alhydrogel 2% VacciGrade 50 ml cat : vac-alu-50 lot :
AHG-33-427)

Dose de 0,5 ug/kg (+ alum) :

A partir de la solution de rSh28GST a 250 ug/ml, on prépare une solution
a 1 ug/ml : dilution au 1:250eme en eau physiologique. On ajoute I'alum : 10 pl
(alum désigne alhydrogel 2% VacciGrade_50 ml cat : vac-alu-50 lot : AHG-33-
427)

b) Dose alum :

La dose d'alum est obtenue en diluant 10 ul d'alum a 2,5 ml d'eau
physiologique (I'alum désigne alhydrogel 2% VacciGrade 50 ml cat : vac-alu-50
lot : AHG-33-427)

c) Préparation de I'émulsion destinée a induire I'EAE
On prépare une solution a 100 ug/ml, soit 3 ml de CFA a 2 mg/ml + 1 ml de IFA +
4 ml d'une solution MBP a 200 pg/ml dans du PBS. Deux doses de 8 ml
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équivalent a 50 pl/5 pg de MBP sont injectées au niveau des pattes du rat. Au
total, on injecte 100 ul/10ug MBP par rat.
La solution de MBP dans du PBS précitée est obtenue par dilution de MBP (lot
2011) : 1064 pl a 940 ug/ml dans 3,94 ml de perborate de sodium (PBS).
CFA désigne l'adjuvant complet de Freund Cc'est-a-dire comprenant des
mycobactéries (M. tuberculosis). IFA désigne la forme incompléte de I'adjuvant
de Freund. 1 mL d’adjuvant de Freund dans sa forme incompléte est constitué
de 0.85 mL d’huile de paraffine et 0.15 mL monooleate de mannide. Dans sa
forme compléte, il comprend en outre une quantité donnée de Mycobacterium
tuberculosis (H37Ra, ATCC 25177) thermo-inactivé (tué thermiquement) et
seché.
CFA a 2 mg/ml de M. tuberculosis : IFA Sigma (réf. F5506 lot : 070M8706) et
Mpycobacterium tuberculosis H37 RA Difco (réf. 3114-25 lot. 131582 L-00535-02)
de maniere a obtenir la concentration de 2mg/ml précitee.
Anesthésiques fournis par la zootechnie : kétamine et xylazine

d. Animaux :
Rats méales Lewis agés de 6 semaines (CERJ élevage Janvier) au début des
expériences et immunisés par la MBP a 12 semaines (n=10 rats/groupe). Les
injections sont effectuées en sous-cutanée dans le cou du rat. 40 rats ont été
utilisés.
Protocole expérimental
L’expérimentation débute a la septiéme semaine de vie des rats.
A J=0 les 10 rats du groupe A recgoivent une injection de la solution précitée
contenant 5 ug/kg de rSh28GST et de I'alum. A J=0 les 10 rats du groupe B
regoivent une injection de la solution précitée contenant 0,5 ug/kg de rSh28GST
et de I'alum. A J=0 les 10 rats du groupe C regoivent une injection de la solution
alum précitée seule ; ils regoivent une seconde injection d’alum seul a J=28. A
J=0 les 10 rats du groupe D qui est le groupe de contrble ne recoivent aucune
injection. A J=28, les rats des groupes A et B regoivent une 2éme injection de
rSh28GST(alum) au méme dosage que la premiére injection

A J=35, on induit 'EAE par une injection contenant de la protéine de base
de la myéline (voir paragraphe c)). L'étude clinique débute a J44 et se termine a
J56 par le sacrifice des animaux.
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Réponse humorale des rats immunisés par la P28 GST

Le dosage des anticorps I1gG anti-rSh28GST a été réalisé sur les prélevements
sanguins effectués a J35 (jour de l'induction de I'EAE) et J56 (jour du sacrifice)
par technique Elisa. Les résultats révélent que seuls 6 rats (sur 10) du groupe A
et 4 rats (sur 10) du groupe B ont présenté une réponse immunitaire détectable
tout au long du protocole clinique. Seuls ces rats présentant une réponse
immune sous forme de production détectable d’anticorps IgG anti-rSh28GST a la
rSh28GST a J35 et a J56 ont été inclus dans I'étude qui suit concernant les
poids des rats..

Etude des variations du poids des rats dans les quatre groupes

Le poids des animaux a été évalué le jour de l'induction de I'EAE (soit 35 jours
aprés la premiere injection de rSh28GST et tous les jours a partir des premiers
symptémes (J42). Les résultats obtenus indiquent qu'une perte poids d’environ
10% pour tous les groupes est observée au moment de 'acmé de la maladie.
Néanmoins, des tests statistiques non paramétriques ont été effectués sur ces
données et ont mis en évidence des différences significatives entre les groupes.
Ainsi, a J35, les rats des groupes A et B (quelle que soit la dose de P28GST)
présentent un poids significativement plus important par rapport aux rats des
groupes C et D.

Ces résultats sont visibles sur la fig. 11 qui représente I'analyse des poids des
différents groupes de rats a J35. Les résultats sont présentes sous forme de box-
and-whisket plots. Les tests statistiques de Kruskal-Wallis et Mann Whitney ont
été réalisés afin de déterminer les différences significatives entre les rats des
différents groupes. * P < 0.05.

De plus, il apparait qu'a J42 et a J48, les rats malades du groupe D présentent
une masse corporelle inférieure a ceux des rats des groupes A et B.

La fig. 12 représente I'analyse des poids des différents groupes de rats a J42. La
fig. 13 représente I'analyse des poids des différents groupes de rats a J48. Pour
les deux figures, les résultats sont présentés sous forme de box-and-whisket
plots. Les tests statistiques de Kruskal-Wallis et Mann Whitney ont éte utilisés
pour déterminer les différences significatives entre les rats ayant recu 2 doses de
rSh28GST(Alum) a 5ug/kg, 0.5 ug/kg, alum seul et témoin. * P < 0.05.

Scores Cliniques
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Pour I'évaluation du score clinique, d’autres groupes de rats ont été utilisés
(n=22 pour le groupe A, n=24 pour le groupe C et n=8 pour le groupe D). Le
protocole est le méme que précité a la difféerence que les rats du groupe A ont
recgu trois injections (respectivement a JO, J14 et J28) de 5ug/Kg de rSh28GST
en combinaison avec de I'hydroxyde d’aluminium (alum) (de maniére a obtenir
une réponse immune) et que les rats du groupe C ont recu trois injections (a JO,
J14 et J28) d’alum seul. L'EAE a été induite a J35. Les rats ont été scores
quotidiennement a partir des premiers symptémes (J44) jusqu’en fin de phase de
rémission (J55). Des scores cliniques ont été attribués selon I'échelle de
référence suivante : score de 0 = aucun symptdme ; score de 0.5 = faiblesse
musculaire dans la queue ; score de 1 = queue hypotonique ; score de 2 = queue
hypotonique + faiblesses musculaires dans les membres postérieurs ; score de 3
= 1 membre postérieur paralysé ; score de 4 = 2 membres postérieurs paralyses,
score 5 = les 2 membres postérieurs paralysés + une incapacité a se nettoyer et
score de 6 = mort de I'animal. Ainsi, la Fig. 14 représente les scores cumulés
observés pour les différents groupes de rats précités en fonction de la durée post
immunisation par la rSh28GST. Les groupes sont représentés en abscisse tandis
que le score cumulé est indiqué en ordonnée. Les rats du groupe A débutent la
poussee a J44 avec une acmé atteinte a J46 suivant la méme cinétique que les
groupes C et D mais les scores cumulés a partir de J45 sont moins importants
que ceux des groupes C et D, notamment entre J45 et J55. Les diminutions du
score cumulé sont significatives a J45 et J48. Les rats ayant développé une
réponse anticorps a la dose de 5 pg/ kg (groupe A) manifestent donc une
diminution des scores cliniques cumulés. Par ailleurs, la mortalité dans le groupe
A est nulle, tandis qu’un rat du groupe contréle D est mort ainsi que trois rats du

groupe C (alum seul).
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REVENDICATIONS

1. Polypeptide, caractérisé en ce que :
(i) il comprend ou consiste en la protéine 28KDa glutathion-S-transférase

de Schistosoma haematobium représentée par la séquence SEQ ID NO : 1, de
Schistosoma mansoni représentée par la séquence SEQ ID NO: 2, ou de
Schistosoma bovis représentée par la séquence SEQIDNO: 3;

(i) il est un fragment de (i) induisant une réponse immunitaire de type Th2,
diminuant une réponse immunitaire de type Th1 ou les deux, ledit fragment
comportant au moins la région comprise de I'acide aminé en position 24 a l'acide
aminé en position 43, ou la région comprise de I'acide aminé en position 190 a
'acide aminé en position 211, de la séquence SEQ ID NO: 1, SEQID NO: 2 ou
SEQIDNO: 3;

(iiiy il est dérivé de (i) ou (ii) par suppression, substitution ou ajout d’'un ou
plusieurs acides aminés, dans la séquence SEQ ID NO : 1, SEQ ID NO : 2 ou
SEQ ID NO : 3, et comprend au moins la région comprise de I'acide aminé en
position 24 a I'acide aminé en position 43, ou la région comprise de I'acide aminé
en position 190 & I'acide aminé en position 211 de la ségquence SEQ ID NO : 1,
SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3, ceci induisant une réponse immunitaire de
type Th2, diminuant une réponse immunitaire de type Th1, ou les deux; ou

(iv) il présente une identité d’au moins 80% avec la région comprise de
I'acide aminé en position 24 a I'acide aminé en position 43, ou la région comprise
de I'acide aminé en position 190 a I'acide aminé en position 211 de la séquence
SEQID NO : 1, SEQID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3; ou avec la totalité de la
séquence SEQID NO: 1, SEQID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3; ceci induisant une
réponse immunitaire de type Th2, diminuant une réponse immunitaire de type
Th1 ou les deux,
pour son utilisation dans le traitement préventif ou curatif d’'une maladie
inflammatoire chronique liée a un déréglement du systéme immunitaire générant

une réponse immunitaire de type Th1/Th17.

Date Regue/Date Received 2021-02-26
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2. Le polypeptide pour son utilisation selon la revendication 1, caractérisé en
ce que la région est comprise de I'acide aminé en position 20 a 'acide aminé en
position 50 de la séquence SEQID NO : 1, SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3.

3. Le polypeptide pour son utilisation selon la revendication 1, caractérisé en
ce que la région est comprise de I'acide aminé en position 15 & I'acide aminé en
position 60 de la séquence SEQID NO : 1, SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3.

4. Le polypeptide pour son utilisation selon la revendication 1, caractérisé en
ce que la région est comprise de I'acide aminé en position 180 a I'acide aminé en
position 215 de la séquence SEQ ID NO : 1, SEQID NO: 2 ou SEQ ID NO: 3.

5. Le polypeptide pour son utilisation selon la revendication 1, caractérisé en
ce que la région est comprise de I'acide aminé en position 170 a I'acide aminé en
position 220 de la séquence SEQID NO: 1, SEQID NO: 2 o0u SEQ ID NO: 3.

6. Le polypeptide pour son utilisation selon lune quelconque des
revendications 1 a 5, caractérisé en ce que le polypeptide (iv) présente une
identité d’au moins 85% avec ladite région de la séquence SEQ ID NO : 1, SEQ
ID NO: 2 ou SEQ ID NO : 3 ou avec la totalité de la séquence SEQ ID NO : 1,
SEQIDNO:20uSEQIDNO: 3.

7. Le polypeptide pour son utilisation selon la revendication 1, caractérisé en
ce que ladite protéine 28KDa glutathion-S-transférase de (i) est la glutathion-S-
transférase de Schistosoma haematobium représentée par la séquence SEQ ID
NO : 1, ledit fragment de (ii) comprend ladite région de I'acide aminé en position
24 a lacide aminé en position 43, de la séquence SEQ ID NO: 1, ledit
polypeptide de (iii) est dérivé de la séquence SEQ ID NO : 1 et comprend ladite
région de la séquence SEQ ID NO : 1, et ledit polypeptide de (iv) présente une
identité d’au moins 80% avec ladite région de la séquence SEQ ID NO : 1; ou

avec la totalité de la séquence SEQ ID NO : 1.

Date Regue/Date Received 2021-02-26
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8. Le polypeptide pour son utilisation selon la revendication 7, caractérisé en
ce que la région est comprise de I'acide aminé en position 20 a 'acide aminé en
position 50 de la séquence SEQID NO : 1.

9. Le polypeptide pour son utilisation selon la revendication 7, caractérisé en
ce que la région est comprise de I'acide aminé en position 15 & I'acide aminé en
position 60 de la séquence SEQID NO : 1.

10. Le polypeptide pour son utilisation selon la revendication 7, caractérisé en
ce que le polypeptide comprend en outre la région comprise de I'acide aminé en

position 180 a I'acide aminé en position 215 de la séquence SEQ ID NO : 1.

11.  Le polypeptide pour son utilisation selon la revendication 7, caractérisé en
ce que le polypeptide comprend en outre la région comprise de I'acide aminé en

position 170 a 'acide aminé en position 220 de la séquence SEQ ID NO: 1.

12. Le polypeptide pour son utilisation selon lune quelconque des
revendications 7 a 11, caractérisé en ce que le polypeptide (iv) présente une
identité d’au moins 85% avec ladite région de la séquence SEQ ID NO: 1 ou

avec la totalité de la séquence SEQ ID NO : 1.

13. Le polypeptide pour son utilisation selon la revendication 1, caractérisé en
ce qu’il est le produit d’expression d’un polynucléotide codant :

ledit polypeptide (i) comprenant ou consistant en la protéine 28KDa
glutathion-S-transférase de Schistosoma haematobium représentée par la
séquence SEQID NO : 1;

ledit fragment (ii) comprenant 'une ou l'autre desdites régions de la
séquence SEQ ID NO : 1;

ledit polypeptide (iii) dérivé de la séquence SEQ ID NO : 1 et comprenant
'une ou 'autre desdites régions de la séquence SEQ ID NO : 1;

ledit polypeptide de (iv) présentant une identité d’au moins 80% avec 'une
ou l'autre desdites régions de la séquence SEQ ID NO : 1; ou avec la totalité de
la séquence SEQ ID NO : 1; ou

Date Regue/Date Received 2021-02-26



10

15

20

25

30

34

ledit polynucléotide correspondant a la séquence SEQ ID NO : 4 codant
pour SEQ ID NO : 1.

14. Le polypeptide pour son utilisation selon la revendication 13, caractérisé
en ce que ladite région est comprise de I'acide aminé en position 20 a I'acide
aminé en position 50 de la séquence SEQ ID NO : 1.

15. Le polypeptide pour son utilisation selon la revendication 13, caractérisé
en ce que ladite région est comprise de l'acide aminé en position 15 a l'acide

aminé en position 60 de la séquence SEQ ID NO : 1.

16. Le polypeptide pour son utilisation selon la revendication 13, caractérisé
en ce que ladite région est comprise de I'acide aminé en position 180 a I'acide

aminé en position 215 de la séquence SEQ ID NO : 1.

17. Le polypeptide pour son utilisation selon la revendication 13, caractérisé
en ce que ladite région est comprise de I'acide aminé en position 170 a I'acide

aminé en position 220 de la séquence SEQ ID NO : 1.

18. Le polypeptide pour son utilisation selon lune quelconque des
revendications 13 a 17, caractérisé en ce que le polypeptide (iv) présente une
identité d’au moins 85% avec ladite région de la séquence SEQ ID NO: 1 ou

avec la totalité de la séquence SEQ ID NO : 1.

19. Le polypeptide pour son utilisation selon lune quelconque des
revendications 13 a 18, caractérisé en ce qu’il est le produit d’expression de
ladite séquence SEQ ID NO: 4 dans Saccharomyces cerevisiae ou dans

Escherichia coli.

20. Le polypeptide pour son utilisation selon lune quelconque des
revendications 1 a 19, caractérisé en ce que ladite maladie est une maladie
inflammatoire auto-immune, soit la maladie de Berger, la maladie de Basedow, la

thyroidite d'Hashimoto, le myxoedéme primaire, la maladie cceliaque, la
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rectocolite hémorragique, la maladie de Crohn, I'arthrite rhumatoide, la cirrhose
biliaire primitive, la cholangite sclérosante primitive, une anémie hémolytique
auto-immune, 'anémie de Biermer, le lupus érythémateux, le syndrome de
CREST, le diabéte de type 1, la sclérodermie, le pemphigus vulgaire, la
pemphigoide bulleuse, ['épidermolyse Bulleuse Acquise, la dermatite
herpétiforme, la myasthénie, le syndrome myasthénique de Lambert-Eaton, la
polymyosite, le syndrome de Goujerot-Sjégren, la sclérose en plaques, la

polyarthrite rhumatoide, la maladie de Graves ou le psoriasis.

21. Le polypeptide pour son utilisation selon l'une quelconque des

revendications 1 a 20, chez un enfant.

22. Composition pharmaceutique pour son utilisation dans le traitement
préventif ou curatif d’'une maladie inflammatoire chronique liée a un déréglement
du systéme immunitaire générant une réponse immunitaire de type Th1/Th17,
ladite composition comprenant le polypeptide tel que défini dans l'une
quelconque des revendications 1 a 19, et un excipient pharmacologiquement

acceptable.

23. La composition pharmaceutique pour son utilisation selon la revendication
22, caractérisée en ce qu'elle comprend un adjuvant, 'adjuvant étant un sel

d’aluminium.

24. La composition pharmaceutique pour son utilisation selon la revendication
23, caractérisée en ce que le sel d’'aluminium est I'hydroxyde d’aluminium.

25. La composition pharmaceutique pour son utilisation selon la revendication
23 ou 24, caractérisée en ce que la concentration en adjuvant est comprise de

220 yg/ml a 2 mg/mi.

26. La composition pharmaceutique pour son utilisation selon la revendication
25, caractérisée en ce que la concentration en adjuvant est comprise de 0,5

mg/ml a 1 mg/ml.
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27. La composition pharmaceutique pour son utilisation selon la revendication
25, caractérisée en ce que la concentration en adjuvant est comprise de 0,3

mg/ml a 1 mg/ml.

28. La composition pharmaceutique pour son utilisation selon la revendication
25, caractérisée en ce que la concentration en adjuvant est comprise de 220

pgg/ml a 280 yg/ml.

29. La composition pharmaceutique pour son utilisation selon la revendication

25, caractérisée en ce que la concentration en adjuvant est d’environ 250 pyg/ml.

30. La composition pharmaceutique pour son utilisation selon ['une
quelconque des revendications 22 a 29, dans laquelle la maladie est une
maladie inflammatoire auto-immune, la maladie inflammatoire auto-immune étant
la maladie de Berger, la maladie de Basedow, la thyroidite d'Hashimoto, le
myxoedéme primaire, la maladie cceliaque, la rectocolite hémorragique, la
maladie de Crohn, I'arthrite rhumatoide, la cirrhose biliaire primitive, la cholangite
sclérosante primitive, une anémie hémolytique auto-immune, l'anémie de
Biermer, le lupus érythémateux, le syndrome de CREST, le diabéte de type 1, la
sclérodermie, le pemphigus vulgaire, la pemphigoide bulleuse, I'épidermolyse
Bulleuse Acquise, la dermatite herpétiforme, la myasthénie, le syndrome
myasthénique de Lambert-Eaton, la polymyosite, le syndrome de Goujerot-
Sjogren, la sclérose en plaques, la polyarthrite rhumatoide, la maladie de Graves

ou le psoriasis.

31. La composition pharmaceutique pour son utilisation selon la revendication

30, chez un enfant.

32. Utilisation du polypeptide tel que défini dans l'une quelconque des
revendications 1 a 19 ou de la composition telle que définie dans l'une
quelconque des revendications 22 a 29, dans le traitement préventif ou curatif
d’une maladie inflammatoire chronique liée a un déréglement du systéme

immunitaire générant une réponse immunitaire de type Th1/Th17 chez un sujet.
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33. Utilisation du polypeptide tel que défini dans l'une quelconque des
revendications 1 a 19 ou de la composition telle que définie dans l'une
quelconque des revendications 22 a 29, dans la préparation d’'un médicament
pour le traitement préventif ou curatif d’'une maladie inflammatoire chronique liée
a un déréglement du systéme immunitaire générant une réponse immunitaire de
type Th1/Th17 chez un sujet.

34. L'utilisation selon la revendication 32 ou 33, dans laquelle la maladie est
une maladie inflammatoire auto-immune, la maladie inflammatoire auto-immune
étant la maladie de Berger, la maladie de Basedow, la thyroidite d'Hashimoto, le
myxoedéme primaire, la maladie cceliaque, la rectocolite hémorragique, la
maladie de Crohn, I'arthrite rhumatoide, la cirrhose biliaire primitive, la cholangite
sclérosante primitive, une anémie hémolytique auto-immune, l'anémie de
Biermer, le lupus érythémateux, le syndrome de CREST, le diabéte de type 1, la
sclérodermie, le pemphigus vulgaire, la pemphigoide bulleuse, I'épidermolyse
Bulleuse Acquise, la dermatite herpétiforme, la myasthénie, le syndrome
myasthénique de Lambert-Eaton, la polymyosite, le syndrome de Goujerot-
Sjogren, la sclérose en plaques, la polyarthrite rhumatoide, la maladie de Graves

ou le psoriasis.

35. Lutilisation selon la revendication 34, dans laquelle le sujet est un enfant.

Date Regue/Date Received 2021-02-26
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