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DESCRIPCION

Proteinas GST de 28 KDa que provienen de esquistosomas para su utilizacién en el tratamiento de enfermedades
inflamatorias autoinmunes que generan una respuesta de tipo Th1 y/o Th17

Sector de la técnica

La presente invencién se refiere a proteinas particulares que son glutatién-S-transferasas que provienen de
diferentes parasitos esquistosomas, para su utilizacion en el tratamiento de enfermedades inflamatorias autoinmunes
tales como la enfermedad de Crohn o la esclerosis en placas. La presente invencion también se refiere a los
fragmentos de dichas proteinas, las secuencias obtenidas a partir de estas proteinas y homélogos de estas
proteinas en la medida en la que estas secuencias y estos fragmentos puedan generar una respuesta
antiinflamatoria.

La presente invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende los objetos que se han
mencionado anteriormente y al menos un excipiente farmacolégicamente aceptable.

Estado de la técnica

En los paises desarrollados, las enfermedades inflamatorias crénicas relacionadas con una desregulacion del
sistema inmunitario (enfermedades inflamatorias autoinmunes) afectan a aproximadamente un 8 % de la poblacién.
Entre las enfermedades inflamatorias autoinmunes mas extendidas, se pueden mencionar, las enfermedades
inflamatorias cronicas del intestino (MICI) y la esclerosis en placas.

Las enfermedades inflamatorias cronicas del intestino (enfermedad de Crohn y rectocolitis hemorragica) son cada
vez mas frecuentes en los llamados paises « desarrollados ». Por desgracia, en estos paises recientemente se
encuentra un aumento de los casos pediatricos de estas patologias. Ademas, estas enfermedades comienzan a
hacer su aparicién en los llamados paises « en vias de desarrollo », debido probablemente a los cambios en los
habitos alimenticios y las condiciones sanitarias. Los tratamientos clasicos de las enfermedades inflamatorias
cronicas autoinmunes son a base de inmunosupresores y/o corticosteroides. Estos tratamientos no estan
desprovistos de efectos secundarios graves.

Por lo tanto, con respecto a la enfermedad de Crohn, azatioprina, metotrexato o ciclosporina, que son agentes
inmunosupresores, presentan una eficacia variable y pueden estar asociados con efectos secundarios graves tales
como sindromes linfoproliferativos o fibrosis hepaticas.

Las formas agudas de la enfermedad de Crohn se tratan con corticosteroides cuya toxicidad es elevada y que
favorecen la aparicion de osteoporosis, diabetes e infecciones oportunistas.

Las terapias biologicas utilizan la inhibicion del TNF a través de los anticuerpos monoclonales anti-TNF. Estas
terapias permiten reducir las hospitalizaciones y las intervenciones quirdrgicas pero generan riesgos de infeccion,
linfoma o fallo cardiaco. Ademas, ciertos pacientes no reaccionan a este tipo de terapia que ademas sigue siendo,
de coste muy elevado. Ademas, con cada recidiva de la enfermedad se corre el riesgo de generar consecuencias
incapacitantes para el paciente, como por ejemplo, la colocacién de una bolsa de recuperaciéon de las heces. La
calidad de vida del paciente disminuye en gran medida.

En las formas pediatricas de estas enfermedades, y en particular en el caso de la enfermedad de Crohn en la que la
incidencia ha aumentado mucho durante los ultimos diez afios, el arsenal terapéutico es muy limitado. Los agentes
inmunosupresores no se pueden utilizar.

Por lo tanto existe una necesidad real y urgente de preparar un nuevo tratamiento preventivo y/o curativo de las
enfermedades inflamatorias crénicas relacionadas con una desregulacién del sistema inmunitario que generan una
respuesta inflamatoria de tipo Th1 y/o Th17, tal como la enfermedad de Crohn o la esclerosis en placas, por ejemplo.

Objeto de la invencidn

Un primer objeto de la presente invencion es proponer un nuevo principio activo para su utilizaciéon en el tratamiento
preventivo y/o curativo de las enfermedades inflamatorias crénicas que generan una respuesta inflamatoria de tipo
Th1y/o Th17.

Otro objeto de la presente invencién es proponer un principio activo para su utilizacién en el tratamiento preventivo
y/o curativo de las enfermedades mencionadas anteriormente que presente una baja toxicidad y pocos o ningun
efecto secundario.

Otro objeto de la presente invencion es proponer un principio activo para su utilizacion en el tratamiento de las
enfermedades mencionadas anteriormente que sea de administracion para nifios.
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Al menos uno de estos objetos se alcanza por medio de un producto elegido entre una proteina, un fragmento de
dicha proteina, una secuencia derivada y una secuencia homadloga de dicha proteina. La presente solicitud describe,
de forma caracteristica, que

dicha proteina comprende o estd constituida por la proteina Glutation S-transferasa de 28 KDa de un
esquistosoma elegido entre Schistosoma haematobium, Schistosoma mansoni, Schistosoma bovis representada
respectivamente por las secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,y SEQ ID NO: 3;

dicho fragmento es un fragmento de una de dichas proteinas con la condicién de que induzca una respuesta
inmunitaria de tipo Th2, dicho fragmento comprendiendo, de preferencia, al menos la regién comprendida por el
aminoacido de la posicion 15 al aminoacido en la posicion 60, en particular la region comprendida por el
aminoacido de la posicion 20 al aminoacido en la posicién 50, de preferencia la region comprendida por el
aminoacido de la posicion 24 al aminoacido en la posicion 43 y la region comprendida por el aminoéacido de la
posicion 170 al aminoacido en la posicién 220, en particular la regién comprendida por el aminoacido de la
posicion 180 al aminoacido en la posicion 215, de preferencia la region comprendida por el aminoacido de la
posicion 190 al aminoacido en la posicidon 211 de la secuencia SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3;
dicha secuencia derivada se obtiene a partir de una de dichas secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ
ID NO: 3 o de dichos fragmentos citados anteriormente y se obtiene en particular por supresion, sustitucion o
adicién de uno o varios aminoacidos, con la condicion de que esta secuencia derivada induzca una respuesta de
tipo Th2;

dicha secuencia homodloga es una secuencia homodloga de una de dichas secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 2 y SEQ ID NO: 3 o de uno de dichos fragmentos, y presenta en particular una identidad de al menos un
80 % y en particular de al menos un 85 % con una de dichas secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID
NO: 3, con la condicidon de que dicha secuencia homdloga induzca una respuesta de tipo Th2;

para su utilizacion en el tratamiento preventivo y/o curativo de una enfermedad inflamatoria crénica relacionada con
una desregulacion del sistema inmunitario que genera una respuesta inmunitaria de tipo Th1/Th17.

De acuerdo con un modo particular, la invencion se refiere a un producto elegido entre una proteina, un fragmento
de dicha proteina, una secuencia derivada y una secuencia homologa de dicha proteina, y de forma caracteristica:

dicha proteina comprende o estd constituida por la proteina Glutation S-transferasa de 28 KDa de un
esquistosoma elegido entre Schistosoma haematobium, Schistosoma mansoni, Schistosoma bovis representada
respectivamente por las secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,y SEQ ID NO: 3;

dicho fragmento es un fragmento de una de dichas proteinas que comprende al menos una regiéon comprendida
entre las siguientes regiones: la region comprendida por el aminoacido de la posicién 15 al aminoacido en la
posicion 60, la region comprendida por el amino&cido de la posicion 20 al aminoacido en la posicién 50, la region
comprendida por el aminoacido de la posicidn 24 al aminoacido en la posicién 43, la region comprendida por el
aminoacido de la posicién 170 al aminoacido en la posicion 220, en particular la regiéon comprendida por el
aminoacido de la posicion 180 al aminoacido en la posicion 215, de preferencia la region comprendida por el
aminoacido de la posicion 190 al aminoacido en la posicién 211 de la secuencia SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o
SEQ ID NO: 3; ésto generando una respuesta inmunitaria de tipo Th2, caracterizada por la produccién de IL-4,
IL-5 o IL-13 por linfocitos que no producen IFN gamma;

y ésto disminuyendo la respuesta inmunitaria de tipo Th1, la respuesta inmunitaria de tipo Th1 estando caracterizada
por la produccion de IFN gamma y de TNF por linfocitos que no producen IL-4 o IL-5, y la produccién de IL-1b por los
tejidos de colon de rata;

dicha secuencia derivada se obtiene a partir de una de dichas secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ
ID NO: 3 o de uno de dichos fragmentos citados anteriormente y se obtiene en particular por supresion,
sustitucion o adiciéon de uno o varios aminoacidos, en la secuencia SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID
NO: 3, dicha secuencia derivada comprendiendo al menos una regién comprendida entre las siguientes
regiones: la region comprendida por el aminoacido de la posicién 15 al aminoacido en la posicion 60, la regién
comprendida por el aminoacido de la posicion 20 al aminoacido en la posicién 50, la region comprendida por el
aminoacido de la posicién 24 al aminoacido en la posicion 43, la regiéon comprendida por el aminoacido de la
posicion 170 al aminoacido en la posicidon 220, la regién comprendida por el aminoacido de la posicion 180 al
aminoacido en la posicion 215 y la region comprendida por el aminoacido de la posicion 190 al aminoacido en la
posicion 211 de la secuencia SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3; ésto induciendo la generacion de
una respuesta Th2 y/o la disminucion de la respuesta Th1, caracterizadas respectivamente por la producciéon de
IL-4, IL-5 o IL-13, y la produccién de IFN gamma, TNF o IL-1b; y

dicha secuencia homéloga es una secuencia homdloga de una de dichas secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 2 y SEQ ID NO: 3 o de uno de dichos fragmentos, y presenta una identidad de al menos un 80 % o de al
menos un 85 % con al menos una de las regiones siguientes de dichas secuencias: la region comprendida por el
aminoacido de la posiciéon 15 al aminoacido en la posicion 60, la regién comprendida por el aminoacido de la
posicion 20 al aminoacido en la posicidon 50, la region comprendida por el aminoacido de la posicion 24 al
aminoacido en la posicion 43, la region comprendida por el aminoacido de la posicidon 170 al aminoacido en la
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posicion 220, la region comprendida por el aminoacido de la posicion 180 al aminoacido en la posicion 215, y la
region comprendida por el aminoacido de la posicion 190 al aminoacido en la posicién 211 de la secuencia SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3; o con la totalidad de una de las secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 2 o SEQ ID NO: 3; ésto induciendo la generaciéon de una respuesta Th2 y/o la disminucién de la respuesta
Th1, caracterizadas respectivamente por la produccion de IL-4, IL-5 o IL-13, y la produccion de IFN gamma, TNF
o IL-1b;

para su utilizacion en el tratamiento preventivo y/o curativo de una enfermedad inflamatoria crénica relacionada con
una desregulacion del sistema inmunitario que genera una respuesta inmunitaria de tipo Th1/Th17 elegida entre las
siguientes enfermedades inflamatorias autoinmunes: enfermedad de Berger, enfermedad de Basedow, tiroiditis de
Hashimoto, mixedema primario, enfermedad celiaca, rectocolitis hemorragica, enfermedad de Crohn, artritis
reumatoide, cirrosis biliar primaria, colangitis esclerosante primaria, anemias hemoliticas autoinmunes, anemia de
Biermer (anemia perniciosa), lupus eritematoso, sindrome de CREST, diabetes de tipo 1, esclerodermia, pénfigo
vulgar, penfigoide ampolloso, epidermdlisis Ampollosa Adquirida, dermatitis herpetiforme, miastenia, sindrome
miasténico de Lambert-Eaton, polimiositis, sindrome de Goujerot-Sjogren, esclerosis en placas, enfermedad de
Graves y psoriasis.

La presente solicitud también se refiere a un producto elegido entre una proteina, un fragmento de dicha proteina,
una secuencia derivada y una secuencia homoéloga de dicha proteina, y de forma caracteristica:

- dicha proteina comprende o estd constituida por la proteina Glutation S-transferasa de 28 KDa de un
esquistosoma elegido entre Schistosoma haematobium, Schistosoma mansoni, Schistosoma bovis representada
respectivamente por las secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, y SEQ ID NO: 3;

- dicho fragmento es un fragmento de una de dichas proteinas a condicion de que induzca una respuesta
inmunitaria de tipo Th2 y/o disminuye la respuesta de tipo Th1, dicho fragmento comprendiendo, al menos una
region comprendida entre las siguientes regiones: la regién comprendida por el aminoacido de la posicion 15 al
aminodcido en la posicion 60, la region comprendida por el aminoacido de la posicién 20 al aminoacido en la
posicion 50, la region comprendida por el aminoacido de la posicion 24 al aminoacido en la posicion 43, la regién
comprendida por el aminoacido de la posicion 170 al aminoacido en la posicién 220, en particular la region
comprendida por el aminoacido de la posicion 180 al aminoacido en la posicion 215, de preferencia la region
comprendida por el aminoacido de la posicion 190 al aminoacido en la posicion 211 de la secuencia SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 3;

- dicha secuencia derivada se obtiene a partir de una de dichas secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ
ID NO: 3 o de uno de dichos fragmentos citados anteriormente y se obtiene en particular por supresion,
sustitucion o adicion de uno o varios aminoacidos, en la secuencia SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2 o SEQ ID
NO: 3, dicha secuencia derivada comprendiendo al menos una regiéon comprendida entre las siguientes
regiones: la region comprendida por el aminoacido de la posicién 15 al aminoacido en la posicion 60, la regién
comprendida por el aminoacido de la posicion 20 al aminoacido en la posicién 50, la region comprendida por el
aminoacido de la posiciéon 24 al aminoacido en la posicion 43, la regiéon comprendida por el aminoacido de la
posicion 170 al aminoacido en la posicidon 220, la regién comprendida por el aminoacido de la posicion 180 al
aminoacido en la posicidon 215 y la regién comprendida por el aminoacido de la posicion 190 al aminoacido en la
posicion 211 de la secuencia SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3; ésto induciendo la generacion de
una respuesta Th2 y/o la disminucion de la respuesta Th1; y

- dicha secuencia homdloga es una secuencia homéloga de una de dichas secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 2 y SEQ ID NO: 3 o de uno de dichos fragmentos, y presenta una identidad de al menos un 80 % y en
particular de al menos un 85 % con al menos una de las regiones siguientes de dichas secuencias: la region
comprendida por el aminoacido de la posicion 15 al aminoacido en la posicién 60, la region comprendida por el
aminoacido de la posiciéon 20 al aminoacido en la posicion 50, la regién comprendida por el aminoacido de la
posicion 24 al aminoacido en la posicidon 43, la region comprendida por el aminoacido de la posicion 170 al
aminoacido en la posicién 220, la region comprendida por el aminoacido de la posicion 180 al aminoacido en la
posicion 215, y la regién comprendida por el aminoacido de la posicién 190 al aminoacido en la posicion 211 de
la secuencia SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3; o con la totalidad de una de las secuencias SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3; ésto induciendo la generacién de una respuesta Th2 y/o la disminucion
de la respuesta Th1.

para su utilizacion en el tratamiento preventivo y/o curativo de una enfermedad inflamatoria cronica relacionada con
una desregulacion del sistema inmunitario que genera una respuesta inmunitaria de tipo Th1/Th17.

De acuerdo con la invencion, el fragmento es un fragmento de una de dichas proteinas y comprende de preferencia,
al menos la regidon comprendida por el aminoacido de la posicion 15 al aminoacido en la posicién 60, en particular la
region comprendida por el aminoacido de la posiciéon 20 al aminoacido en la posicién 50, de preferencia la region
comprendida por el aminoacido de la posicion 24 al aminoacido en la posicion 43 y la region comprendida por el
aminoacido de la posicion 170 al aminoacido en la posicion 220, en particular la region comprendida por el
aminoacido de la posicion 180 al aminoacido en la posicion 215, de preferencia la region comprendida por el
aminoacido de la posiciéon 190 al aminoacido en la posicion 211 de la secuencia SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2 o
SEQ ID NO: 3,
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ésto generando una respuesta inmunitaria de tipo Th2, caracterizada por la produccion de IL-4, IL-5 o IL-13 por
linfocitos que no producen IFN gamma;

y ésto disminuyendo la respuesta inmunitaria de tipo Th1, la respuesta inmunitaria de tipo Th1 estando caracterizada
por la produccion de IFN gamma et de TNF por linfocitos que no producen IL-4 o IL-5, y la produccién de IL-1b por
los tejidos de colon de rata;

Cuando el producto de la invencion es una secuencia obtenida a partir de una de dichas secuencias SEQ ID NO: 1,
SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, esta ultima puede comprender de forma ventajosa al menos la region comprendida
por el aminoacido de la posiciéon 15 al aminoacido en la posiciéon 60, en particular la regién comprendida por el
aminodacido de la posicion 20 al aminoacido en la posicién 50, de preferencia la region comprendida por el
aminoacido de la posicién 24 al aminoacido en la posicion 43 y la region comprendida por el aminoacido de la
posicion 170 al aminoacido en la posicion 220, en particular la region comprendida por el aminoacido en la posicion
180 al aminoécido en la posicion 215, de preferencia, la region comprendida por el aminoacido de la posiciéon 190 al
aminoacido en la posicion 211 de la secuencia SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3, ésto generando una
respuesta Th2 y/o la disminucién de la respuesta Th1.

Cuando el producto de la invencién es una secuencia homdloga tal como se ha mencionado anteriormente, esta
comprende de forma ventajosa al menos la regiéon comprendida por el aminoacido de la posiciéon 15 al aminoacido
en la posicion 60, en particular la region comprendida por el aminoacido de la posicién 20 al aminoacido en la
posicion 50, de preferencia la regién comprendida por el aminoacido de la posicion 24 al aminoacido en la posicion
43 y la region comprendida por el aminoacido de la posiciéon 170 al aminoacido en la posicion 220, en particular la
region comprendida por el aminoacido de la posicion 180 al aminoacido en la posicion 215, de preferencia la region
comprendida por el aminoacido de la posicion 190 al aminoacido en la posicion 211 de la secuencia SEQ ID NO: 1,
SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 3, ésto generando una respuesta Th2 y/o la disminucién de la respuesta Th1.

Por lo tanto, la secuencia homéloga puede comprender al menos una de las regiones mencionadas anteriormente o
todas las regiones mencionadas anteriormente. Estas reacciones pueden ser idénticas a las regiones
correspondientes de las secuencias SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2 y SEQ ID NO 3 o pueden presentar, cada una, una
homologia de al menos un 80 % y de preferencia de al menos un 85 % con la region correspondiente de una de las
secuencias mencionadas anteriormente. El porcentaje de homologia puede ser diferente para cada region.

De acuerdo con la presente invencion, se define una respuesta de tipo Th1 que esta caracterizada por la presencia
de linfocitos que producen citoquinas tales como IFN gamma pero que no producen IL-4 o IL-5. Esta respuesta
también conduce a la produccién de TNF.

Una respuesta de tipo Th2 se caracteriza por la presencia de linfocitos que producen citoquinas tales como IL-4, IL-5
0 IL-13 pero sin produccion de IFN gamma.

La respuesta de tipo Th17 es una respuesta inflamatoria en la que los linfocitos producen IL-17 o IL-25, ademas del
TNF producido por numerosos tipos celulares.

Por lo tanto el tipo de respuesta se mide evaluando las citoquinas producidas ya sea por las propias células (por
citometria de flujo) cuando se tiene acceso a las células, ya sea por PCR en los tejidos. Se habla de « tipo » de
respuesta; el tipo de respuesta corresponde a la respuesta mayoritaria de las células o del organismo. En la practica,
Siempre hay respuestas mixtas. Un medio para medir la respuesta Th1 con respecto a Th2 es medir la proporcion de
IFN gamma / IL-4.

Las patologias autoinmunes a menudo inducen respuestas mixtas y sobre todo proinflamatorias, dia y la utilizacion
de las bioterapias a base de anti-TNF.

De acuerdo con un modo de realizacién, dicha proteina esta representada por la secuencia SEQ ID NO: 1 (28 GST
glutation transferasa de Schistosoma haematobium), dicho fragmento es un fragmento de dicha proteina que
comprende en particular la region comprendida por el aminoacido de la posicién 15 al aminoacido en la posicién 60,
en particular la regiéon comprendida por el aminoacido de la posicién 20 al aminoacido en la posicion 50, de
preferencia la regién comprendida por el amino4cido de la posicion 24 al aminoacido en la posicion 43 y la region
comprendida por el aminoacido de la posicion 170 al aminoacido en la posicion 220, en particular la region
comprendida por el aminoacido de la posicion 180 al aminoacido en la posicion 215, de preferencia la regién
comprendida por el aminoacido de la posicion 190 al aminoacido en la posiciéon 211, dicha secuencia derivada se
obtiene a partir de la SEQ ID NO: 1 y dicha secuencia homologa presenta una identidad tal como se mencion6
anteriormente con la secuencia SEQ ID NO: 1.

De acuerdo con otro modo de realizacion particular, dicho producto es el producto de expresién de una secuencia de
nucleétidos que codifica:

- la proteina Glutatiéon-S-transferasa de 28 KDa representada por la SEQ ID NO: 1; o
- un fragmento de dicha proteina representada por la SEQ ID NO: 1, dicho fragmento comprendiendo fue estando
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constituido por al menos la regidon comprendida por el aminoacido de la posiciéon 15 al aminoacido en la posicion
60, en particular la regién comprendida por el aminoacido de la posicién 20 al aminoacido en la posicién 50, de
preferencia la regiéon comprendida por el aminoacido de la posicién 24 al aminoacido en la posicion 43 y la
regiéon comprendida por el aminoacido de la posicién 170 al aminoacido en la posicion 220, en particular la
regién comprendida por el aminoacido de la posicion 180 al aminoacido en la posicion 215, de preferencia la
region comprendida por el aminoacido de la posicion 190 al aminoacido en la posicion 211 de la secuencia SEQ
IDNO: 1;0

- una secuencia homdloga tal como se ha mencionado anteriormente; o

- secuencia homdloga tal como se ha mencionado anteriormente;

dicha secuencia de nucledtidos codificante correspondiendo en particular a la secuencia SEQ ID NO: 4.

De acuerdo con un modo de realizacidon particular, la proteina es el producto de expresion de dicha secuencia
codificante de SEQ ID NO: 4 en Saccharomyces cerevisiae o en Escherichia coli.

De acuerdo con la invencion, la enfermedad que se ha definido anteriormente se elige entre las siguientes
enfermedades inflamatorias autoinmunes: enfermedad de Berger, enfermedad de Basedow, tiroiditis de Hashimoto,
mixedema primario, enfermedad celiaca, rectocolitis hemorragica, enfermedad de Crohn, artritis reumatoide, cirrosis
biliar primaria, colangitis esclerosante primaria, anemias hemoliticas autoinmunes, anemia de Biermer (anemia
perniciosa), lupus eritematoso, sindrome de CREST, diabetes de tipo 1, esclerodermia, pénfigo vulgar, penfigoide
ampolloso, epidermdlisis Ampollosa Adquirida, dermatitis herpetiforme, miastenia, sindrome miasténico de Lambert-
Eaton, polimiositis, sindrome de Goujerot-Sjégren, esclerosis en placas, enfermedad de Graves y psoriasis.

De acuerdo con la invencion, el tratamiento de la patologia que se ha mencionado anteriormente se puede aplicar a
cualquier paciente, humano o animal. En particular se aplica al ser humano, adulto o nifio. De acuerdo con la
invencion, el tratamiento puede concernir de forma mas particular a un nifio y de forma mas particular al tratamiento
preventivo en el nifo.

Por « nifio », se define a un individuo con una edad de 0 a 18 afios, de forma mas particular con una edad de 9 a 18
afnos.

La presente invencién también se refiere a una composicion farmacéutica, dicha composicion comprendiendo, como
agente activo, un producto de acuerdo con la invencién y un excipiente farmacolégicamente aceptable, en particular
para el tratamiento preventivo y/o curativo de una enfermedad inflamatoria crénica relacionada con una
desregulacion del sistema autoinmunitario que genera una respuesta inmunitaria de tipo Th1 y/o Th17.

Por « farmacologicamente aceptable », en el sentido de la presente invencion se hace referencia a cualquier
excipiente susceptible de ser inyectado, ingerido o al menos aplicado sobre la piel sin generar reaccion secundaria
que podria ser, de manera estadistica, superior al beneficio proporcionado por el tratamiento.

De acuerdo con la invencion, la composicion se utiliza de forma ventajosa en el tratamiento preventivo y/o curativo
de una enfermedad elegida entre las siguientes enfermedades inflamatorias autoinmunes: enfermedad de Berger,
enfermedad de Basedow, tiroiditis de Hashimoto, mixedema primario, enfermedad celiaca, rectocolitis hemorragica,
enfermedad de Crohn, artritis reumatoide, cirrosis biliar primaria, colangitis esclerosante primaria, anemias
hemoliticas autoinmunes, anemia de Biermer (anemia perniciosa), lupus eritematoso, sindrome de CREST, diabetes
de tipo 1, esclerodermia, pénfigo vulgar, penfigoide ampolloso, epidermdlisis Ampollosa Adquirida, dermatitis
herpetiforme, miastenia, sindrome miasténico de Lambert-Eaton, polimiositis, sindrome de Goujerot-Sjoégren,
esclerosis en placas, poliartritis reumatoide, enfermedad de Graves y psoriasis, en particular las formas pediatricas
de estas patologias, cuando existen, y en particular para el tratamiento a modo preventivo y mas particularmente al
tratamiento preventivo de las formas pediatricas.

La accién inmunogénica del producto y/o de la composicién de acuerdo con la invencion puede ser la reduccion o la
supresion de la reaccion inflamatoria (en particular de tipo Th1) y/o la induccion de una respuesta inmunitaria de tipo
Th2 a través de, por ejemplo, la secrecion de ciertas interleuquinas.

La presente invencién también se refiere a dicha composicion farmacéutica como vacuna y que se puede utilizar
para el tratamiento de una enfermedad autoinmune que genera una respuesta de tipo Th1 y/o Th17 Y en particular
para el tratamiento de las patologias que se han mencionado anteriormente. Esta vacuna se puede dirigir en
particular a los nifios.

De acuerdo con la invencion, la composicion puede comprender un adyuvante, en particular un adyuvante elegido
entre las sales de aluminio y mas particularmente hidroxido de aluminio. El hidroxido de aluminio es un adyuvante de
la respuesta inmunitaria utilizado en vacunologia y compatible con el uso en seres humanos. Formando una red
iénica, las proteinas antigénicas se adsorben ahi después de varios minutos de incubacion. Este complejo crea un
deposito transitorio que permite un reclutamiento celular y que favorece la respuesta antigénica De tipo Th2.
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La expresion « sales de aluminio » se refiere a todas las sales que existen o no en el estado natural del aluminio. Se
trata, por ejemplo, del sulfato de aluminio (hidratado o no), fosfato de aluminio, alumbre (KAI(SO4)2.12H20), hidréxido
de aluminio o de cualquier otra sal de formula (BAI(SOa)2.12H20).

De acuerdo con la invencion, la concentracién de adyuvante esta comprendida de 0,5 mg/ml a 2 mg/ml, en particular
de 0,3 mg/ml a 1 mg/ml y en particular de 220 ym/ml a 280 pm/ml y de preferencia casi igual a 250 ym/ml.

Como se ilustra a continuacién, con hidréxido de aluminio se obtienen buenos resultados a una concentracion
comprendida en el intervalo de concentracion que se ha mencionado anteriormente en particular de 250 um/ml.

La presente solicitud también divulga un producto elegido entre una proteina, un fragmento de dicha proteina, una
secuencia derivada y una secuencia homadloga de dicha proteina, caracterizado por que:

- dicha proteina comprende o esta constituida por la proteina Glutatién S-transferasa de 28 KDa de Schistosoma
japonicum o por la proteina Glutation S-transferasa de 26 KDa de Schistosoma japonicum representadas
respectivamente por las secuencias SEQ ID NO: 5, y SEQ ID NO: 6,

- por que dicho fragmento es un fragmento de una de dichas proteinas con la condicion de que induzca
principalmente una respuesta inmunitaria de tipo Th2,

- por que dicha secuencia derivada se obtiene a partir de una de dichas secuencias SEQ ID NO: 5, y SEQ ID
NO: 6 o de dichos fragmentos citados anteriormente y se obtiene en particular por supresion, sustitucion o
adicion de uno o varios aminoacidos, con la condicion de que esta secuencia derivada induzca principalmente
una respuesta de tipo Th2.

-y por que dicha secuencia homdloga es una secuencia homéloga de una de dichas secuencias SEQ ID NO: 5, y
SEQ ID NO: 6 o de uno de dichos fragmentos, y presenta en particular una identidad de al menos un 80 % y en
particular de al menos un 85 % con una de dichas secuencias SEQ ID NO: 5, y SEQ ID NO: 6, con la condicién
de que dicha secuencia homoéloga induzca principalmente una respuesta de tipo Th2; para su utilizacién en el
tratamiento preventivo y/o curativo de una enfermedad inflamatoria crénica relacionada con una desregulacion
del sistema inmunitario que genera una respuesta de tipo Th1 y/o Th17, en articular en un nifio.

La enfermedad inflamatoria crénica relacionada con una desregulacion del sistema inmunitario que genera una
respuesta inmunitaria de tipo Th1 y/o Th17 se puede elegir entre enfermedad de Crohn, rectocolitis hemorragica,
esclerosis en placas, poliartritis reumatoide, diabetes del tipo 1 (autoinmune), enfermedad de Graves y psoriasis.

La presente invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende como principio activo, al
menos uno de los productos tal como se han mencionado anteriormente en referencia a Sj28GST y Sj26GST y un
excipiente farmacoldgicamente aceptable.

Esta composicién también puede comprender un adyuvante tal como se ha mencionado anteriormente y en
particular hidréxido de aluminio. La cantidad de ayudante puede ser tal como se ha mencionado anteriormente.

La proteina nativa glutation S-transferasa de 28 kDa nativa es una proteina expresada por los parasitos
esquistosomas, gusanos platelmintos, responsables de la esquistosomiasis. Existen varias especies de
esquistosomas. Schistosoma mansoni es responsable, en el ser humano, de la esquistosomiasis intestinal, en Africa
y Brasil. Schistosoma haematobium es responsable, en el ser humano, de la esquistosomiasis urinaria en Africa y la
Peninsula Arabiga. Cada especie de esquistosoma expresa una glutation S-transferasa de 28 kDa que es propia
para cada una. Por lo tanto, la especie Schistosoma mansoni expresa la Sm28GST, la especie Schistosoma
haematobium expresa la Sh28GST, Schistosoma bovis (esquistosomas que infectan el ganado) expresa la
Sb28GST vy la especie Schistosoma japonicum (que afecta al sudeste de Asia - Filipinas y sur de China -) expresa la
Sj28GST y la Sj26GST. Los genes que codifican estas proteinas se conocen y/o el experto en la materia es capaz
de identificarlos. Por lo tanto el experto en la materia puede producir directamente de forma recombinante las
proteinas mencionadas anteriormente y los productos de la invencién.

Las proteinas Sh28GST, Sm28GST, Sb28GST, Sj28GST y Sj26GST tienen secuencias que se identifican y se
clasifican en las bases de datos, en particular, en el sitio http://www.uniprot.org/uniprot/P30114. Las proteinas
Sb28GST y Sh28GST son idénticas en un 97 % mientras que las proteinas Sh28GST y Sm28GST son idénticas en
un 91 %.

Las secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6 que se mencionan a
continuacién se presentan respectivamente las secuencias de las proteinas Sh28GST, Sm28GST, Sb28GST, Sj28
GST y Sj26GST.

Se sabe que los pardsitos inducen una respuesta inmunitaria por parte del hospedador infectado. Por lo tanto, se
sabe que el esquistosoma tiene una accion sobre el sistema inmunitario del hospedador al que infecta con el fin de
que este Ultimo no lo rechace. La reaccion inmunitaria del hospedador comienza por una reaccion de tipo Th1, de
corta duracién que a continuaciéon va seguida por una reaccion de tipo Th2 y por ultimo por una reaccion T
reguladora. Cuando se produce la respuesta T reguladora, el hospedador infectado y el parasito coexisten.
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Se sabe que las enfermedades inflamatorias crénicas relacionadas con una desregulacion del sistema inmunitario
generan, en los pacientes, una respuesta inmunitaria andémala hacia los autoantigenos, lo que induce una
Inflamacién. En los casos de la enfermedad de Crohn y de la rectocolitis hemorragica, se observa una inflamacién de
la mucosa intestinal caracterizada por ulceraciones y una infiltracién de las células inflamatorias reclutadas por
citoquinas y quimioatractores de tipo Th1, entre otros.

En el caso de la esclerosis en placas, se observa una inflamacion local de la vaina de mielina de los axones del
cerebro y de la médula espinal que genera una desmielinizacion de las fibras nerviosas.

Los inventores han mostrado que, de manera sorprendente, la proteina Sh28GST permite, al generar una respuesta
inflamatoria de tipo Th2, reducir la respuesta de tipo Th1. Esta disminucién de la respuesta de tipo Th1 permite
reducir los sintomas relacionados con la enfermedad mencionada anteriormente, en particular la informacion. La
proteina que actua, en particular sobre las interleuquinas que estan presentes en todo el organismo, permite por lo
tanto tratar, de forma preventiva o curativa, una enfermedad tal como se ha mencionado anteriormente que afecta a
cualquier 6rgano o incluso a todo el organismo. Los mismos efectos se pueden tener en cuenta para todos los
productos de infeccion.

Ademas, se sabe que existe una relacion entre inflamacién y cancer, la primera favoreciendo la aparicién del
segundo. La proteina de acuerdo con la invencién por lo tanto puede, al reducir de forma directa o indirecta la
inflamacion crénica, reducir o incluso eliminar los canceres inducidos por la inflamacion cronica relacionada con la
enfermedad inflamatoria autoinmune. Por lo tanto, la rectocolitis hemorragica y la enfermedad de Crohn son factores
de sobrerriesgo del cancer colorrectal.

Los resultados que siguen a continuacion confirman el efecto de la proteina Sh28GST en el tratamiento (en
particular preventivo) de la enfermedad de Crohn que es una enfermedad inflamatoria autoinmune que genera una
respuesta de tipo Th1.

La proteina de de acuerdo con la invencion, sea cual sea el esquistosoma del cual proviene y sea cual sea su peso
molecular, puede ser natural aislada (nativa) o recombinante.

En toda la presente solicitud de patente, las expresiones de « glutation S-transferasa recombinante de 28 KDa »
(rSh28GST) se refieren a cualquier proteina obtenida de forma recombinante por insercién en un organismo
hospedador de la secuencia total que codifica la Sh28GST (SEQ NO: 4) o de una fraccion de esta secuencia. Esta
sintesis se puede realizar en diferentes células hospedadoras, bacterias, levaduras o células superiores, en funcién
del vector en el que se inserta la secuencia codificante y sefiales de control de expresion. La proteina recombinante
de acuerdo con la presente invencion puede presentar una estructura primaria idéntica a la de la proteina Sh28GST
nativa, presente en Schistosoma haematobium, pero también puede ser un derivado de ésta o una proteina
Sh28GST incompleta (fragmento de proteina) pero que tenga una actividad inmunogénica. Esta proteina por este
fragmento de proteina también se puede fusionar a otra proteina (o fragmento de proteina), como consecuencia de
una manipulacién genética de los segmentos de ADN correspondientes, con el fin de favorecer una mejor expresion
de la proteina en la célula hospedadora u opcionalmente provocar su secrecion fuera de la célula.

En los ejemplos, el término rSh28GST se refiere a la proteina producida en Saccharomyces cerevisiae mediante la
insercién de la secuencia de nucleétidos codificante de SEQ NO: 4.

La proteina rSh28GST se conoce bien. Por lo tanto, el articulo «Crystal structure of the 28KDa glutathione S-
transferase from Schistosoma haematobium» mencionado anteriormente cita un método de produccion de la
Sh28GST recombinante de acuerdo con la invencidn en Escherichia coli. Ademas, el articulo « Vaccine potential of a
recombinant glutathione S-transferase cloned from Schistosoma haematobium in primates experimentally infected
with an homologous challenge » publicado en la revista Vaccine en 1999, cita una proteina Sh28GST recombinante
producida en una cepa especifica de Saccharomyces cerevisiae.

Sin embargo, la proteina recombinante de la invencion no se limita a estos dos ejemplos citados anteriormente, las
tecnologias que permiten la clonacion y la expresion de un gene extrafio o de un fragmento de gen extrafio, en
diferentes células hospedadoras que son conocidas por el experto en la materia.

La produccién de la proteina recombinante en estas bacterias que se conoce y se domina perfectamente. De hecho,
la proteina rSh28GST recombinante es el objeto de ensayos clinicos para la vacunacion contra la esquistosomiasis
(proyecto Bilhvax). Por lo tanto esta proteina recombinante se produce a escala industrial; su produccion y su
purificacion, en particular con fines terapéuticos, se dominan por lo tanto perfectamente.

De hecho, como se describe con mas detalles posteriormente, el producto de acuerdo con la invencién permite
obtener un efecto preventivo sobre la patologia mencionada anteriormente. La administracion de la proteina o del
fragmento de proteina antes del episodio inflamatorio de la patologia permite obtener una disminucion de la
inflamacion y una transformacion de la respuesta inmunitaria del organismo del paciente de una respuesta de tipo
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Th1, caracteristica de la patologia, hacia una respuesta de tipo Th2, durante un desarrollo de la enfermedad. El
cambio de tipo de respuesta inmunitaria observado después del tratamiento con la proteina y/o el fragmento de
proteina de acuerdo con la invencién es lo que permite tratar a modo preventivo las enfermedades inflamatorias
cronicas de diversos 6rganos e incluso de las enfermedades que alcanzan a un sistema entero, como por ejemplo, el
sistema nervioso. Por « tratamiento preventivo », se hace referencia a cualquier tratamiento que, administrado antes
del desarrollo inflamatorio, permite suprimir un desarrollo inflamatorio o disminuir la intensidad y/o la duracién de un
desarrollo inflamatorio y/o que es capaz de extender el periodo de duraciéon entre dos desarrollos inflamatorios. El
efecto del tratamiento se puede evaluar con respecto al estado inflamatorio del érgano o del sistema a que se
refiere.

Por tratamiento curativo, se hace referencia a cualquier tratamiento que se administra durante un desarrollo
inflamatorio, permite atenuar o suprimir el desarrollo, en particular de uno de los sintomas (en particular la
inflamacidn local, por ejemplo de la pared intestinal) relacionados con el desarrollo.

Como se explica a continuacion, el producto de acuerdo con la invencion actia a través de la disminucion de la
secrecion de interleuquinas especificas de la respuesta inflamatoria de tipo Th1 y/o el aumento de la produccién de
interleuquinas que corresponde a una respuesta inmune de tipo Th2. Estas interleuquinas circulan en todo el
organismo y su disminucion o su aumento afecta de forma potencial a todos los érganos.

A continuacion se observara que el producto de acuerdo con la invencion permite la produccion de interleuquinas
que tienen un papel regulador (IL-10) en las enfermedades cronicas inflamatorias relacionadas con una
desregulacién del sistema inmunitario que generan una respuesta de tipo Th1 y/o Th17. Se sabe que la infeccion
con gusanos parasitarios de tipo Ascaris de los pacientes afectados con esclerosis en placas reduce la evolucion de
la enfermedad (véase « Association between parasite infection and immune responses in multiple sclerosis » Annals
of Neurology 2007). Por el contrario, nada indicaba que una proteina especifica de Schistosoma pudiera tener un
efecto curativo y/o preventivo sobre una patologia que afectara a todo el sistema nervioso de un organismo. Por lo
tanto, el mérito de los inventores es haber sometido a ensayo producto de acuerdo con la invenciéon sobre una
enfermedad inflamatoria crénica relacionada con una desregulaciéon del sistema inmunitario que pertenece a las
enfermedades neuroldgicas y que afecta a todo el sistema nervioso, como, en particular, la esclerosis en placas.

El paciente al que se dirige el tratamiento no esta limitado de acuerdo con la invencion. Se puede tratar, de un
animal, de un mamifero, mas particularmente de un ser humano. También se puede tratar de un nifio. De hecho el
proyecto Bilhvax ha mostrado la perfecta inocuidad de la proteina recombinante rSh28GST de acuerdo con la
invencion en los nifios con edades de 5 a 12 afos. Por lo tanto, los productos de acuerdo con la invencién se
pueden utilizar para el tratamiento de los casos pediatricos de las enfermedades inflamatorias crénicas relacionadas
con una desregulacién del sistema inmunitario, y en particular de los casos pediatricos de estas enfermedades. Por
lo tanto, en caso de fuerte sospecha de un factor genético que provoca que dicha enfermedad o que haga que el
paciente sea mas susceptible de desarrollar la enfermedad (caso de un nifio en el que los dos padres han
desarrollado la enfermedad de Crohn, por ejemplo), el producto de acuerdo con la invencién se podra administrar a
modo preventivo.

De forma ventajosa, la composicion se administra una dosis de proteina que varia de 50 ug/Kg a 1000 pg/Kg. La
dosis puede ser igual a 50 pg/Kg, 500 ug/Kg o 1000 pg/Kg.

La concentracion de proteina purificada administrada por nifio es, por ejemplo, iguala 253 ug (lo que corresponde a
una dosis final de 100 ug de la vacuna Bilhvax que comprende la rSh28GST28 mas hidroxido de aluminio a una
concentracion de 1 mg/ml): La dosis de proteina puede ser, por ejemplo superior o igual a 100 ug e Inferior o igual a
500 ug de proteina.

El modo de administracion de la composicién de la invenciéon no esta limitado de acuerdo con la invencion. La
composicion se puede inyectar por via subcutanea o se puede administrar por via mucosa, por ejemplo. La
composicién de acuerdo con la invencién se puede administrar, por ejemplo, en forma de una pulverizaciéon nasal o
bucal, de un supositorio, de un comprimido, de un liofilizado, de una capsula, de un jarabe, de una solucién
inyectable por via intravenosa, de subcutanea o intramuscular, de una pomada o gel para aplicacion topica.

Descripcion de las figuras

La presente invencion, sus caracteristicas y las diferentes ventajas que proporciona apareceran mejor con la lectura
de la descripcion que sigue a continuacion y que hace referencia a ejemplos que se mencionan a modo no limitante
y a las siguientes figuras adjuntas, en las que:

- Lafigura 1 representa las puntuaciones macroscopicas e histoldgicas obtenidas para diferentes grupos de ratas,
siendo el grupo 1 el grupo tratado con la proteina de la invencién antes de la induccién de colitis, siendo el grupo
2 el grupo infectado con Schistosoma mansoni antes de la induccién de colitis por TNBS y siendo el grupo 3 el
grupo de control. El grupo 1 se presenta con el nimero 1 en el eje de abscisas, el grupo 2 se representa con el
numero 2 en el eje de abscisas y el grupo 3 se representa con el nimero 3 en el eje de abscisas. La puntuacién
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macroscopica se representa en la columna que comprende las rayas diagonales y la puntuacién histolégica se
representa en la columna de color blanco. Las puntuaciones macroscdpicas e histolégicas se cuantifican con el
eje de ordenadas;

La figura 2 representa la proporcién de la tasa de mieloperoxidasa (MPO) con respecto a la tasa de proteinas
totales en los grupos de ratas citados en referencia a la figura 1, siendo el grupo 1 representado con el numero 1
en el eje de abscisas, siendo el grupo 2 representado con el nimero 2 en el eje de abscisas y siendo el grupo 3
representado con el nimero 3 en el eje de abscisas. El eje de ordenadas representa la proporcion de la tasa de
MPO con respecto a la tasa de proteinas totales expresada en ng/mg;

La figura 3 representa la cantidad de ARN mensajero que codifica las interleuquinas IL-1b, IL-13, IL-5 e IL-10 en
los mismos grupos de ratas que los utilizados con referencia a la figura 1, siendo el grupo 1 representado con el
numero 1 en el eje de abscisas, siendo el grupo 2 representado con el numero 2 en el eje de abscisas y siendo
el grupo 3 representado con el numero 3 en el eje de abscisas. La cantidad de ARN mensajero que codifica la
interleuquina IL-1b se representa con las columnas que comprenden rayas diagonales finas, la cantidad de ARN
mensajero que codifica la interleuquina IL-13 se representa con las columnas que comprenden rayas diagonales
gruesas, la cantidad de ARN mensajero que codifica la interleuquina IL-5 se representa con las columnas de
color blanco y la cantidad de ARN mensajero que codifica la interleuquina IL-10 se representa con las columnas
que comprenden rayas verticales. El eje de ordenadas representa las cantidades de ARN mensajero en U.A.;

La figura 4 representa la proporcion de la tasa de ARN mensajero que codifica la arginasa de tipo | (Arg) con
respecto a la tasa de ARN mensajero que codifica la éxido nitrico sintetasa inducible (iNOS) en los mismos
grupos de ratas que los utilizados con referencia a la figura 1, siendo el grupo 1 representado con el nimero 1
en el eje de abscisas, siendo el grupo 2 representado con el nimero 2 en el eje de abscisas y siendo el grupo 3
representado con el numero 3 en el eje de abscisas. El eje de ordenadas representa la proporcién de la tasa de
ARN mensajero que codifica la arginasa de tipo | (Arg) con respecto a la tasa de ARN mensajero que codifica la
oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS);

La figura 5 representa las puntuaciones macroscépicas e histoldgicas obtenidas para diferentes grupos de
ratones, siendo el grupo 1 el grupo de control, siendo el grupo 2 el grupo tratado con acido 5-aminosalicilico
antes de la induccion de colitis, siendo el grupo 3 el grupo tratado con la proteina de acuerdo con la invencion
antes de la induccién de colitis y siendo el grupo 4 el grupo que recibe una inyeccion de etanol antes de la
induccién de colitis. El grupo 1 se representa con el nimero 1 en el eje de abscisas, el grupo 2 se representa
con el numero 2 en el eje de abscisas, el grupo 3 se representa con el numero 3 en el eje de abscisas y el grupo
4 se representa con el numero 4 en el eje de abscisas. La puntuacion macroscopica se representa con las
columnas que comprenden rayas diagonales y la puntuacion histolégica se representa con las columnas de
color blanco. Las puntuaciones macroscopicas e histolégicas se cuantifican con el eje de ordenadas;

La figura 6 representa la proporcion de la tasa de mieloperoxidasa con respecto a la tasa de proteinas totales en
los grupos de ratones citados en referencia a la figura 5, siendo el grupo 1 representado con el nimero 1 en el
eje de abscisas, siendo el grupo 2 representado con el niumero 2 en el eje de abscisas, siendo el grupo 3
representado con el numero 3 en el eje de abscisas y siendo el grupo 4 representado con el niumero 4 en el eje
de abscisas. El eje de ordenadas representa la proporcién de la tasa de MPO con respecto a la tasa de
proteinas totales expresada en ng/mg;

La figura 7 representa la cantidad de ARN mensajero que codifica la interleuquina IL-1b en los mismos grupos
de ratones que los utilizados en referencia a la figura 5, el grupo 1 se representa con el numero 1 en el eje de
abscisas, el grupo 2 se representa con el numero 2 en el eje de abscisas, el grupo 3 se representa con el
numero 3 en el eje de abscisas y el grupo 4 se representa con el numero 4 en el eje de abscisas. El eje de
ordenadas representa la cantidad de ARN mensajero en U.A;;

La figura 8 representa la cantidad de ARN mensajero que codifica las interleuquinas IL-5 e IL-13 en los mismos
grupos de ratones que los utilizados en referencia a la figura 5. El grupo 1 se representa con el nimero 1 en el
eje de abscisas, el grupo 2 se representa con el numero 2 en el eje de abscisas, el grupo 3 se representa con el
numero 3 en el eje de abscisas y el grupo 4 se representa con el nUmero 4 en el eje de abscisas. La cantidad de
ARN mensajero que codifica la interleuquina IL-5 se representa con las columnas de color blanco y la cantidad
de ARN mensajero que codifica la interleuquina IL-13 se representa con las columnas que comprenden rayas
diagonales. El eje de ordenadas representa la cantidad de ARN mensajero en U.A;;

La figura 9 representa la cantidad de ARN mensajero que codifica la interleuquina IL-10 en los mismos grupos
de ratones que los utilizados en referencia a la figura 5. EI grupo 1 se representa con el nimero 1 en el eje de
abscisas, el grupo 2 se representa con el numero 2 en el eje de abscisas, el grupo 3 se representa con el
nuamero 3 en el eje de abscisas y el grupo 4 se representa con el numero 4 en el eje de abscisas. El eje de
ordenadas representa la cantidad de ARN mensajero en U.A;

La figura 10 representa la proporcién de la tasa de ARN mensajero que codifica la arginasa de tipo | con
respecto a la tasa de ARN mensajero que codifica la 6xido nitrico sintetasa inducible en los mismos grupos de
ratones que los utilizados en referencia a la figura 5. El grupo 1 se representa con el nimero 1 en el eje de
abscisas, el grupo 2 se representa con el numero 2 en el eje de abscisas, el grupo 3 se representa con el
numero 3 en el eje de abscisas y el grupo 4 se representa con el numero 4 en el eje de abscisas. El eje de
ordenadas representa la proporcion de la tasa de ARN mensajero que codifica la arginasa de tipo | con respecto
a la tasa de ARN mensajero que codifica la 6xido nitrico sintetasa inducible;

La figura 11 representa el analisis de los pesos de los diferentes grupos de ratas en J35 en el estudio de
encefalitis alérgica experimental (modelo de esclerosis en placas). El grupo A corresponde al grupo de ratas que
han recibido dos inyecciones de 5 ug/Kg de rSh28GST en combinacién con hidroxido de aluminio (alumbre)
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antes de la induccion de EAE, se representa en abscisas con la letra A, el grupo B corresponde al grupo de
ratas que han recibido dos inyecciones de 0,5 ug/Kg de rSh28GST en combinacion con hidréxido de aluminio
(alumbre) antes de la induccién de EAE, se representa en abscisas con la letra B, el grupo C corresponde al
grupo de ratas que han recibido dos inyecciones de hidroxido de aluminio solo antes de la induccion de EAE, se
representa en abscisas con la letra C, el grupo D corresponde al grupo de ratas que no han recibido ninguna
inyeccion antes de la inducciéon de EAE, se representa en el eje de abscisas con la letra D. El eje de ordenadas
representa el peso de las ratas de los diferentes grupos.

- Lafigura 12 representa el analisis de los pesos (en g) de los diferentes grupos de ratas citados en referencia a la
Figura 11, en J42, las letras de referencia de los grupos se indican en el eje de abscisas mientras que el peso de
las ratas se indica en el eje de ordenadas;

- Lafigura 13 representa el analisis de los pesos (en g) de los diferentes grupos de ratas citados en referencia a la
Figura 11, en J48 las letras de referencia de los grupos se indican en el eje de abscisas mientras que el peso de
las ratas se indica en el eje de ordenadas; y

- La figura 14 representada las puntuaciones acumuladas para los diferentes grupos de ratas citados en
referencia a la Fig. 11, las letras de referencia de los grupos se indican en el eje de abscisas mientras que las
puntuaciones acumuladas se indican en el eje de ordenadas; en referencia a la figura 14, las ratas de los grupos
Ay C recibieron tres inyecciones, respectivamente en J0, J14 y J28, de 5 ug/Kg de rSh28GST en combinacion
con hidréxido de aluminio (alumbre) para el grupo A y de alumbre solo para el grupo C, antes de la induccion de
EAE en J35;

Para las figuras 11 a 13, los resultados se presentan en forma de representaciones de caja y bigotes. Los ensayos
estadisticos de Kruskal-Wallis y de Mann Whitney se realizaron con el fin de determinar las diferencias significativas
entre las ratas de los diferentes grupos. * P < 0,05.

Descripcion detallada de la invencidén

PARTE EXPERIMENTAL

Modelo de la enfermedad de Crohn

Protocolo experimental de colitis inducida en rata con TNBS (modelo de enfermedad de Crohn)

Los animales utilizados son ratas Sprague Dawley macho (180 a 250 g). Los animales se pesan y a continuacion se
suprime la alimentacion el dia anterior con el fin de que estén en ayunas el dia de la induccién de la colitis. Las ratas
se duermen con pentobarbital (40 mg/kg) con inyeccién intraperitoneal. Por via intra-rectal se inyectan 250 ul de una
solucién de TNBS (Acido 2,4,6 TrinitroBenceno Sulfénico) diluido en etanol al 100 % (volumen a volumen) a razén
de 80 mg por kg de rata. La colitis se evalua 96 h después de la inyeccion de TNBS: los animales se pesan y se
sacrifican con una inyeccion de 300 pl de T61 por via intracardiaca. El colon se extrae para evaluar la puntuacion
macroscoépica. Una seccion transversal de colon de 4 cm del recto también se extrae y a continuacion se fija sobre
un trozo de corcho con el fin de sumergirlo en un bafio de paraformaldehido al 4 % durante 24 horas y a
continuaciéon en un bafio de etanol al 70 % antes de deshidratacion e inclusion en parafina para evaluar la
puntuacion histolégica.

Protocolo experimental de colitis inducida en ratén con TNBS (modelo de enfermedad de Crohn)

Los animales son ratones macho de mezcla genética C57BU6. Se anestesian con una mezcla de xilasina-ketamina
a la dosis de 50 mg/kg cada uno por via subcutanea. La colitis se induce por via intra-rectal con 40 pl de solucién de
TNBS diluido en etanol al 100 % (volumen a volumen) a razén de 150 mg por kg de ratén. Para las inyecciones intra-
rectales de etanol, se trata de etanol al 50 %. (Control de disolvente).

Protocolo experimental de infeccién con Schistosoma mansoni

Las ratas se anestesian con una mezcla de Valium (8 mg/kg) y de ketamina (75 mg/kg) mediante inyeccion
intraperitoneal y a continuacién se rasuran al nivel del abdomen. Una soluciéon que contiene 2000 cercarias (larvas
infectantes) de Schistosoma mansoni se deposita durante 30 minutos en el abdomen de los animales, las cercarias
penetran por via transcutanea. Esta infeccion representa el « criterio de referencia » del experimento.

Protocolo de estudio de rSh28GST en esclerosis en placas (Enfermedad autoinmune de tipo Th1)

Este modelo de estudio de esclerosis en placas comprende la inyeccion de un péptido encefalitgeno de proteinas
de la mielina (MBP,) para la induccién de una enfermedad autoinmune, denominada EAE (encefalitis alérgica
experimental).

Con el fin de demostrar el caracter preventivo de la rSh28GST, en ratas Lewis de 4 semanas se inyecta una dosis de

5 ug/Kg de rSh28GST en mezcla con hidréxido de aluminio (véase el parrafo « preparacion de la composicion
sometida a ensayo »). Cuatro semanas mas tarde, se induce la EAE (J = 35). Se efectda una puntuacion clinica en
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J = 44 (primer desarrollo). El pico de la EAE se situa en J = 48. En J = 55 se observa la recuperacion mas o menos
completa del animal. A lo largo de todo el protocolo se mide la pérdida de peso del animal, se realiza una puntuacién
clinica, se cuantifican los infiltrados inflamatorios y se mide la desmielinizacion en puntos criticos (IHC).

Protocolo para mostrar el efecto curativo de la rSh28GST en el caso de esclerosis en placas

Se utiliza un modelo de rata con EAE. Las ratas Lewis se inmuniza con una composicion de rSh28GST y de
hidréxido de aluminio al mismo tiempo que la induccion de la EAE, opcionalmente en puntos criticos de la
enfermedad. La dosis inyectada es igual a 5 ug/Kg, 50 ug/Kg, 500 pg/Kg y 1000 ug/Kg (estas cifras hacen referencia
a la dosis de rSh28GST, la concentracién de hidroxido de aluminio siendo siempre como se indica en el parrafo
« preparacion de la composicion sometida a ensayo »). A continuacion se analizan las diferentes poblaciones
celulares de interés.

Protocolo de estudio de poliartritis reumatoide (PR)

Se realizan 2 inyecciones de colageno (auto antigeno) por via intradérmica en la base de la cola de los ratones y se
mide la artritis de la pata después de 21 dias de acuerdo con una puntuacion clasica. A continuacion se realiza el
seguimiento de los parametros inmunoldgicos (Anticuerpos, citoquinas, células reguladoras).

Para la determinacion del efecto preventivo, antes de las dos inyecciones de colageno se inyecta una dosis de
1000 pg/Kg de rSh28GST mezclada con hidréxido de aluminio (véase el parrafo « preparacion de la composicion
sometida a ensayo »). Para demostrar el efecto curativo, se realizé una inyeccion de la composicion sometida a
ensayo (1000 ug/Kg para la proteina rSh28GST) al mismo tiempo que las dos inyecciones de colageno
mencionadas anteriormente.

Dosificacion de la mieloperoxidasa (MPQ)

La tasa de mieloperoxidasa contenida en los tejidos de colon se evalia con el método inmunolégico de tipo ELISA
Sandwich (« Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay ») y se informa con respecto a la tasa de proteinas contenidas
en este mismo tejido de colon.

El tejido de colon (que contiene MPO en caso de inflamacion) se tritura en primer lugar con el fin de obtener un
homogeneizado. Este se deposita en un pocillo de la placa ya revestida con un anticuerpo anti-MPO. La reaccién de
antigeno (en el presente documento MPO)-anticuerpo anti-MPO se realiza a continuaciéon. Un segundo anticuerpo
dirigido contra la molécula de MPO y marcado con biotina se afiade a continuaciéon y se revela gracias a la adicién
de estreptavidina (muy afin hacia con respecto a la biotina) acoplada con un cromégeno. En presencia de su
sustrato, este Ultimo libera una sustancia coloreada cuya densidad éptica se evalla con un espectrofotometro. La
densidad 6ptica medida es proporcional a la cantidad de proteina MPO contenida en el homogeneizado del tejido de
colon.

Preparacioén de la composiciéon sometida a ensayo (proteina rSh28GST + hidréxido de aluminio)

La proteina rSh28GST utilizada es la proteina recombinante producida en Saccharomyces cerevisiae y fabricada por
la compafiia Eurogentec. Se utiliza la secuencia total del gen representada por la secuencia SEQ ID NO: 4. La
proteina se presenta en forma liofilizada, un vial contiene 165 ug (+ o - 5 %) de proteinas. La composicion
farmacéutica se reconstituye con 660 pl de gel de hidréxido de aluminio (2 %) diluido a una 10 parte del suero
fisiolégico en un vial de proteina de ahi una concentracién de 250 pyg/ml. La composicion obtenida de ese modo se
inyecta por via subcutanea a los animales en la misma concentracion. Esta mezcla de rSh28GST + hidréxido de
aluminio es la que se inyecta a los animales en todos los protocolos experimentales. Las dosis indicadas
corresponden a la dosis de proteina de rSh28GST.

Proporcién de « Arginasa I/ Oxido Nitrico Sintetasa 2 »

La proporcion representa la tasa de ARN mensajero que codifica la arginasa | (Arg) con respecto a la tasa de ARN
mensajero que codifica la 6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS) de tipo 2 para una muestra de ensayo de colon
dada. La tasa de ARN mensajero se obtiene con un método de reaccién en cadena por polimerasa en tiempo real
(RT-PCR). Il se trata de una técnica de biologia molecular de amplificacion in vitro de ADN. A cada ciclo de
amplificacion, la cantidad de ADN total se mide gracias a una sonda fluorescente; la cinética del conjunto de los
ciclos de amplificacién permite obtener una cuantificacién del ARN mensajero inicial.

Expresion del ARN mensajero de las interleuquinas IL-1b, IL-13, IL-5 e IL-10

La presencia y la cuantificacion del ARN mensajero de diferentes interleuquinas en los tejidos de colon se obtienen
utilizando el método de PCR en tiempo real explicado en el punto anterior.

Resultados experimentales en rata
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Se forman tres grupos de ratas Sprague Dawley. El grupo 1 recibe 2 inyecciones por via subcutanea de una
composicién tal como se ha mencionado anteriormente (rSh28GST + hidroxido de aluminio) a una dosis de 50 pg/kg
(para la proteina rSh28GST) la primera a J = 0 y la segunda a J = 28. El grupo 2 (« criterio de referencia ») se infecta
con 2000 cercarias de Schistosoma mansoni en J = 0. El grupo 3 es el grupo de control. En J =35, la colitis se
induce en las ratas de los tres grupos con una inyeccion intra-rectal de TNBS, a continuacion el sacrificio se produce
enJ=39.

Resultados macroscépico e histoldgico

Como se representa en la figura 1, se observa que la inflamacién de la pared intestinal de las ratas de los grupos 1y
2 disminuye con respecto a la de las ratas del grupo 3. Ademas, la puntuacién histolégica confirma la puntuacién
macroscopica.

Dosificacion de la mieloperoxidasa (MPO)

La mieloperoxidasa es una enzima presente en los granulocitos neutréfilos y también un marcador de inflamacion.
Como se representa en la figura 2, se observa que la cantidad de MPO en los tejidos de colon de las ratas del grupo
1y del grupo 2 se reduce con respecto a la cantidad presente en los tejidos de colon de las ratas del grupo 3. Estos
resultados muestran que la inyeccién de la proteina rSh28GST permite reducir de manera significativa la secrecion
de MPO durante una colitis inflamatoria.

Interleuquinas IL-1b, IL-13, IL-5 e IL-10

La IL-1b es una interleuquina secretada durante la respuesta inmunitaria inflamatoria de tipo Th1. Como se
representa en la figura 3, se observa que la cantidad de ARN mensajero que codifica esta interleuquina se reduce en
los tejidos de colon de las ratas de los grupos 1y 2 (incluso mas en el grupo 1 que en el grupo 2). Estos resultados
muestran que la inyeccion de la proteina rSh28GST reduce la respuesta inmunitaria de tipo Th1 de manera mas
pronunciada que la infeccion por Schistosoma mansoni en JO.

Las interleuquinas IL-5 e IL-13 se secretan durante una respuesta inmunitaria de tipo Th2. Como se representa en la
figura 3, la cantidad de ARN mensajero que codifica estas dos interleuquinas aumentan los tejidos de colon de las
ratas del grupo 1 con respecto a los tejidos de las ratas del grupo 3. La cantidad de ARN mensajero que codifica IL-5
e IL-13 es mas importante en el grupo 1 que en el grupo 2. Estos resultados muestran que la proteina rSh28GST
induce una fuerte expresién del ARN mensajero de IL-5 y de IL-13. Por lo tanto la proteina rSh28GST permite inducir
una respuesta inmunitaria de tipo Th2 que contraequilibra la respuesta inmunitaria de tipo Th1 encontrada en el caso
de la colitis inducida por TNBS.

Se ha demostrado que los pacientes aquejados de enfermedad de Crohn reaccionan favorablemente a un
tratamiento a base de interleuquina 10 (véase Braat H, Rottiers P, Hommes DW, Huyghebaert N, Remaut E, Remon
JP, van Deventer SJ, Neiryncjk S, Peppenlenbosch MP, Steidler L (junio de 2006) « A phase | trial with 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). Como se representa en la figura 3, la presencia de ARN mensajero
que codifica IL-10 en los tejidos de colon de las ratas del grupo 1 es mas importante que las de las ratas del grupo 2.
Estos resultados muestran que la proteina rSh28GST induce la produccion de ARN mensajero que codifica IL-10, lo
que es un factor favorable en el caso del tratamiento curativo de la enfermedad de Crohn. Ademas, la IL-10 se
secreta durante una respuesta inmunitaria de tipo Th2 lo que esta en concordancia con los resultados que se ilustran
en la Figura 3.

Proporcién de « Arginasa I/ Oxido Nitrico Sintetasa 2 »

La arginasa de tipo | es una enzima, utilizada en el presente documento como marcador, que caracteriza los
macréfagos M2 denominados alternativos, presentes en reacciones inmunitarias antiinflamatorias Th1; la 6xido
nitrico sintetasa de tipo 2 también es una enzima, pero que se utiliza como marcador que caracteriza los macréfagos
denominados clasicos presentes en reacciones inmunitarias pro-inflamatorias Th2. La proporcién entre estas dos
enzimas refleja la presencia en el seno de los tejidos de colon de cualquier tipo de macrofagos, y permite observar el
equilibrio entre las dos respuestas inmunitarias Th1y Th2.

Como se representa en la figura 4, la proteina rSh28GST permite favorecer la respuesta de tipo Th2 que de ese
modo viene a contraequilibrar la respuesta de tipo Th1 inducida por la colitis.

Resultados experimentales en ratén

Los 2 modelos de Roedores utilizados (ratas y ratones) son modelos experimentales clasicos y largamente descritos
en la bibliografia como modelos de enfermedad de Crohn. La cepa de ratén utilizada en el presente documento (C57
BL6) es preferentemente pro-Th1 y por lo tanto la obtenciéon de resultados que disminuyan una respuesta de tipo
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Th1 en este modelo es incluso mas convincente que en la rata.

Se formaron cuatro grupos de ratones. El grupo 1 no recibe ningun tratamiento, solo una colitis por TNBS en J = 35:
es el grupo de control. Los ratones del grupo 2 se alimentan a partir de J = 30 con alimento seco que contiene 5-
ASA: acido 5-aminosalicilico a razén de 1 g de 5-ASA por 600 g de alimento seco, y a continuacion se induce una
colitis por TNBS en J =35. Los ratones del grupo 3 reciben dos inyecciones de composicién tal como se ha
mencionado anteriormente (rSh28GST+ hidréxido de aluminio) a la dosis de 1000 ug/kg (para la rSh28GST) en JO y
J28, a continuacion una inyeccion intra-rectal de TNBS. Los ratones del grupo 4 no reciben mas que la inyeccion
intra-rectal de etanol al 50 % en J35.(Control de Disolvente del TNBS). Los ratones de los cuatro grupos se
sacrifican en J = 37.

Resultado macroscopico e histolégico

Como se representa en la figura 5, la puntuacion macroscopica que refleja la inflamaciéon estéd fuertemente
disminuido en los ratones del grupo 3. Los resultados obtenidos son mejores que los obtenidos con el 5-ASA. El
resultado histolégico confirma la puntuacion macroscopica.

Dosificacién de la mieloperoxidasa (MPO)

La figura 6 muestra que la rSh28GST disminuye, en el caso de una colitis, la tasa de MPO a nivel de los tejidos de
colon de los ratones del grupo 3. En el caso en el que los ratones no han recibido colitis (grupo 4), la actividad de la
MPO permanece invariable.

Interleuquinas IL-1b, IL-13, IL-5 e IL-10

Las figuras 7 a 9 confirman, en el raton, los resultados obtenidos en la rata. La proteina rSh28GST reduce la tasa de
ARN mensajero que codifica IL-1b y aumenta la de IL-13 y de IL-5 en casos de colitis. Por lo tanto parece que la
proteina mencionada anteriormente tiene un efecto preventivo debido al aumento de la produccién de IL-10.

Proporcién de « Arginasa de tipo 1/0Oxido Nitrico Sintetasa 2 »

La figura 10 muestra, como el caso de la rata, un aumento de la proporcion de la tasa de ARN mensajero que
codifica la arginasa de tipo | con respecto al que codifica la 6xido nitrico sintetasa 2 en el caso del grupo 3 con
respecto a los grupos 1, 2 y 4. Este aumento de la proporcion de « Arginasa de tipo 1/Oxido Nitrico Sintetasa 2 » es
significativo de un aumento de la presencia de macrofagos asociados a una respuesta Th2. Por lo tanto la
composiciéon de la invencién permite favorecer una respuesta de tipo Th2 en el caso de la colitis inducida, lo que no
es el caso del acido 5-aminosalicilico (véase el grupo 2).

Ademas, otro grupo de ratones se sometio a las dos inyecciones de rSh28GST tal como se menciond anteriormente
una inyeccion sencilla intra-rectal de etanol en lugar de TNBS. Por lo tanto se somete a ensayo la influencia de la
proteina sin inflamacion. En este grupo, cuyos resultados no se ilustran en las figuras, la actividad de la MPO
permanece invariable. La proteina de la invencién reduce por lo tanto la inflamacién pero no modifica las tasas de
MPO cuando no hay inflamacién inducida. Los resultados de este grupo también muestran que, sin inflamacion
inducida, la proteina sola permite aumentar el ARN mensajero que codifica IL-13, IL-5 e IL-10 y que sin inflamacion
inducida, la proteina se encuentra sin actividad en los macrofagos.

Modelo de esclerosis en placas

El modelo utilizado es el modelo de encefalitis alérgica experimental (EAE). En el caso presente, la EAE se induce
con una inyeccién de proteina basica de la mielina (MBP).

Se estudio el efecto de la inmunizacién con la rSh28GST en el desarrollo de la EAE inducida por la MBP en un
modelo de ratas Lewis.

Materiales y métodos:
1- Reactivos:

a) Preparacion de rSh28GST (alumbre): (Lote: GLP. Disefiado por: L-Bix-P08/165a). El término « alumbre » se
refiere a una suspension acuosa de hidréxido de aluminio como se describe con mas detalles a continuacién.

Dosis de 5 pg/kg (+ alumbre):
Se disuelve 1 vial que contiene 165 ug de rSh28GST en 660 ul de agua fisiolégica para obtener una solucion de

250 pg/ml. A continuacion se prepara una solucion de 10 ug/ml: dilucion a 1:25 partes en agua fisioldgica. Se afiade
alumbre: 10 pl (« alumbre » se refiere a alhydrogel al 2 % VacciGrade_50 ml cat: vac-alu-50 lote: AHG-33-427).
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Dosis de 0,5 pg/kg (+ alumbre):

A partir de la solucién de rSh28GST a 250 pg/ml, se prepara una solucion a 1 yg/ml: dilucién a 1:250 partes en agua
fisiologica. Se afade alumbre: 10 pl (alumbre se refiere a alhydrogel al 2 % VacciGrade_50 ml cat: vac-alu-50 lote:
AHG-33-427).

b) Dosis de alumbre:

La dosis de alumbre se obtiene diluyendo 10 ul de alumbre en 2,5 ml de agua fisiolégica (alumbre se refiere a
alhydrogel al 2 % VacciGrade_50 ml cat: vac-alu-50 lote: AHG-33-427).

c) Preparacion de la emulsion destinada a inducir la EAE

Se prepara una solucion de 100 yg/ml, es decir 3 ml de CFA en 2 mg/ml + 1 ml de IFA + 4 ml de una solucion de
MBP a 200 ug/ml en PBS. Se inyectan dos dosis de 8 ml equivalente a 50 pl/5 ug de MBP a nivel de las patas de la
rata. En total, se inyectan 100 ul/10 ug de MBP por rata.

La solucién de MBP en el PBS mencionado anteriormente se obtiene por dilucion de MBP (lote 2011): 1064 ul a
940 ug/ml en 3,94 ml de perborato de sodio (PBS).

CFA se refiere al adyuvante completo de Freund, es decir, que comprende micobacterias (M. tuberculosis). IFA se
refiera la forma incompleta de la adyuvante de Freund. 1 ml de adyuvante de Freund en su forma incompleta esta
constituido por 0,85 ml de aceite de parafina y 0,15 ml de monooleato de manida. En su forma completa, comprende
ademas una cantidad dada de Mycobacterium tuberculosis (H37Ra, ATCC 25177) termo-inactivada (muerta por via
térmica) y secada.

CFA a 2 mg/ml de M. tuberculosis: IFA Sigma (ref. F5506 lote: 070M8706) y Mycobacterium tuberculosis H37 RA
Difco (ref. 3114-25 lote. 131582 L-00535-02) con el fin de obtener la concentracion de 2 mg/ml mencionada
anteriormente.

Anestésicos proporcionados por la zootecnia: ketamina y xilazina

d. Animales:

Ratas macho Lewis con edades de 6 semanas (CERJ con cria en enero) al comienzo de los experimentos e
inmunizadas con MBP a las 12 semanas (n = 10 ratas/grupo). Las inyecciones se realizan por via subcutanea en el
cuello de la rata. Se utilizan 40 ratas.

Protocolo experimental
La experimentacién comienza en la séptima semana de vida de las ratas.

En J=0 las 10 ratas del grupo A reciben una inyeccién de la solucion mencionada anteriormente que contiene
5 pg/kg de rSh28GST y de alumbre. En J=0 las 10 ratas del grupo B reciben una inyeccion de la solucion
mencionada anteriormente que contiene 0,5 pg/kg de rSh28GST y de alumbre. En J =0 las 10 ratas del grupo C
reciben una inyeccién de la solucién de alumbre mencionada anteriormente sola; reciben una segunda inyeccién de
alumbre sola en J =28. En J =0 las 10 ratas del grupo D que es el grupo de control no reciben ninguna inyeccion.
En J = 28, las ratas de los grupos A y B reciben una 22 inyecciéon de rSh28GST (alumbre) a la misma dosificacion
que la primera inyeccion.

En J = 35, la EAE se induce mediante una inyeccion que contiene proteina de la base de la mielina (véase el parrafo
c)). El estudio clinico comienza en J44 y se terminan en J56 con el sacrificio de los animales.

Respuesta humoral de las ratas inmunizadas con la P28 GST

La dosificacion de los anticuerpos IgG anti-rSh28GST se realizé con las extracciones sanguineas realizadas en J35
(dia de la induccion de la EAE) y J56 (dia del sacrificio) con la técnica de ELISA. Los resultados desvelan que
solamente 6 ratas (con respecto a 10) del grupo A y 4 ratas (con respecto a 10) del grupo B presentaban una
respuesta inmunitaria detectable a lo largo de todo el protocolo clinico. Solamente estas ratas presentan una
respuesta inmune en forma de produccion detectable de anticuerpos IgG anti-rSh28GST para la rSh28GST en J35 y
en J56 se incluyeron en el estudio que sigue a continuacién con respecto a los presos de las ratas.

Estudio de las variaciones del peso de las ratas en los cuatro grupos
El peso de los animales se evalu6 el dia de la induccion de la EAE (es decir,35 dias después de la primera inyeccion

de rSh28GST y todos los dias a partir de los primeros sintomas (J42). Los resultados obtenidos indican que en el
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momento de la acmé de la enfermedad se observaba una pérdida de peso de aproximadamente un 10 % para todos
los grupos. Sin embargo, se realizaron ensayos estadisticos no paramétricos con respecto a estos datos y se
pusieron en evidencia diferencias significativas entre los grupos.

Por lo tanto, en J35, las ratas de los grupos A y B (sea cual sea la dosis de P28GST) presentan un peso
significativamente mas importante con respecto a las ratas de los grupos C y D.

Estos resultados son visibles en la fig. 11 que representa el analisis de los pesos de los diferentes grupos de ratas
en J35. Los resultados se presentan en forma de representaciones de caja y bigotes. Los ensayos estadisticos de
Kruskal-Wallis y Mann Whitney se realizaron con el fin de determinar las diferencias significativas entre las ratas de
los diferentes grupos. * P < 0,05.

Ademas, parece que en J42 y en J48, las ratas enfermas del grupo D presentan una masa corporal inferior a la de
las ratas de los grupos Ay B.

La fig. 12 representa el analisis de los pesos de los diferentes grupos de ratas en J42. La fig. 13 representa el
analisis de los pesos de los diferentes grupos de ratas en J48. Para las dos figuras, los resultados se presentan en
forma de representaciones de caja y bigotes. Los ensayos estadisticos de Kruskal-Wallis y Mann Whitney ose
utilizaron para determinar las diferencias significativas entre las ratas que habian recibido 2 dosis de rSh28GST
(Alum) a 5 pg/kg, 0,5 pug/kg, alumbre solo y control. * P < 0,05.

Puntuaciones Clinicas

Para la evaluacion de la puntuacion clinica, se utilizaron otros grupos de ratas (n = 22 para el grupo A, n = 24 para el
grupo C y n = 8 para el grupo D). El protocolo es el mismo que se ha mencionado anteriormente con la diferencia de
que las ratas del grupo A recibieron tres inyecciones (respectivamente en J0, J14 y J28) de 5 ug/Kg de rSh28GST
en combinacién con hidréxido de aluminio (alumbre) (con el fin de obtener una respuesta inmune) y que las ratas del
grupo C recibieron tres inyecciones (en J0, J14 y J28) de alumbre solo. La EAE se indujo en J35. Las ratas se
puntuaron todos los dias a partir de los primeros sintomas (J44) hasta el fin de la fase de remision (J55). Los
resultados clinicos se asignaron de acuerdo con la siguiente escala de referencia: puntuacién de 0 = ningun sintoma;
puntuacién de 0,5 = debilidad muscular en la cola; puntuacion de 1 = cola hipotdnica; puntuaciéon de 2 = cola
hipotdnica + debilidades musculares en los miembros posteriores; puntuaciéon de 3 = 1 miembro posterior paralizado;
puntuacién de 4 = 2 miembros posteriores paralizados, puntuacién 5 = los 2 miembros posteriores paralizados + una
incapacidad para limpiarse y puntuacién de 6 = muerte del animal. Por lo tanto, la Fig. 14 representa las
puntuaciones acumuladas observadas para los diferentes grupos de ratas mencionados anteriormente en funcién de
la duracién después de la inmunizacion con la rSh28GST. Los grupos se representan en la abscisa mientras que la
puntuacién acumulada se indica en la ordenada. Las ratas del grupo A comienzan el desarrollo en J44 con una acmé
alcanzada en J46 siguiendo la misma cinética de los grupos C y D pero las puntuaciones acumuladas a partir de J45
son menos importantes que las de los grupos C y D, en particular entre J45 y J55. Las disminuciones de la
puntuacién acumulada son significativas en J45 y J48. Las ratas que han desarrollado una respuesta de anticuerpo a
la dosis de 5 pg/kg (grupo A) manifiestan por lo tanto una disminucién de las puntuaciones clinicas acumuladas.
Ademas, la mortalidad en el grupo A es nula, mientras que una rata del grupo de control D muere asi como tres ratas
del grupo C (alumbre solo).
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<110> Université LILLE 2
CAPRON, Monique

<120> Proteina GST de 28 KDa que provienen de esquistosomas para su utilizacién en el tratamiento de
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REIVINDICACIONES

1. Producto elegido entre una proteina, un fragmento de dicha proteina, una secuencia derivada y una secuencia
homdloga de dicha proteina, caracterizado por que:

- dicha proteina comprende o esta constituida por la proteina Glutation S-transferasa de 28 KDa de un
esquistosoma elegido entre Schistosoma haematobium, Schistosoma mansoni, Schistosoma bovis representada
respectivamente por las secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, y SEQ ID NO: 3;

- dicho fragmento es un fragmento de una de dichas proteinas que comprende, al menos una region
comprendida entre las siguientes regiones: la regién comprendida por el aminoacido de la posicion 15 al
aminoacido en la posicion 60, la regién comprendida por el aminoacido de la posicion 20 al aminoacido en la
posicion 50, la region comprendida por el aminoacido de la posicion 24 al aminoacido en la posicion 43, la region
comprendida por el aminogcido de la posicion 170 al aminoacido en la posicion 220, la region comprendida por el
aminoacido de la posicién 180 al aminoacido en la posicion 215, la region comprendida por el aminoacido de la
posicion 190 al aminoacido en la posicion 211 de la secuencia SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3;
ésto generando una respuesta inmunitaria de tipo Th2, caracterizada por la produccién de IL-4, IL-5 o IL-13 por
linfocitos que no producen IFN gamma;

y ésto disminuyendo la respuesta inmunitaria de tipo Th1, la respuesta inmunitaria de tipo Th1 estando
caracterizada por la produccion de IFN gamma y de TNF por linfocitos que no producen IL-4 o IL-5, y la produccién
de IL-1b por los tejidos de colon de rata;

- dicha secuencia derivada se obtiene a partir de una de dichas secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ
ID NO:3 o de uno de dichos fragmentos citados anteriormente y se obtiene en particular por supresion,
sustitucion o adicion de uno o varios aminoacidos, en la secuencia SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID
NO: 3, dicha secuencia derivada comprendiendo al menos una regién comprendida entre las siguientes regiones:
la regidon comprendida por el aminoacido de la posicién 15 al aminoacido en la posicién 60, la region
comprendida por el aminoacido de la posicion 20 al aminoacido en la posicién 50, la regién comprendida por el
aminoacido de la posicion 24 al aminoacido en la posicion 43, la region comprendida por el aminoacido de la
posicion 170 al aminoacido en la posicién 220, la region comprendida por el aminoacido de la posicion 180 al
aminoacido en la posicion 215 y la region comprendida por el aminoacido de la posicion 190 al aminoacido en la
posicion 211 de la secuencia SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3; ésto induciendo la generacion de
una respuesta Th2 y/o la disminucién de la respuesta Th1, caracterizadas respectivamente por la produccion de
IL-4, IL-5 o IL-13, y la produccion de IFN gamma, TNF o IL-1b; y

- dicha secuencia homéloga es una secuencia homoéloga de una de dichas secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 2 y SEQ ID NO: 3 o de uno de dichos fragmentos, y presenta una identidad de al menos un 80 % o de al
menos un 85 % con al menos una de las regiones siguientes de dichas secuencias: la regiéon comprendida por el
aminoacido de la posicion 15 al aminoacido en la posicion 60, la region comprendida por el aminoacido de la
posicion 20 al aminoacido en la posicion 50, la regién comprendida por el aminoacido de la posicion 24 al
aminoacido en la posicion 43, la regién comprendida por el aminoacido de la posicion 170 al aminoacido en la
posicion 220, la regiéon comprendida por el aminoacido de la posiciéon 180 al aminoacido en la posicion 215, y la
region comprendida por el aminoacido de la posicién 190 al aminoacido en la posicion 211 de la secuencia SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3; o con la totalidad de una de las secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 2 o SEQ ID NO: 3; ésto induciendo la generacion de una respuesta Th2 y/o la disminucién de la respuesta
Th1, caracterizadas respectivamente por la produccién de IL-4, IL-5 o IL-13, y la produccién de IFN gamma, TNF
o IL-1b;

para su utilizacion en el tratamiento preventivo y/o curativo de una enfermedad inflamatoria cronica relacionada con
una desregulacion del sistema inmunitario que genera una respuesta inmunitaria de tipo Th1 y/o Th17 elegida entre
las enfermedades inflamatorias autoinmunes que comprenden enfermedad de Berger, enfermedad de Basedow,
tiroiditis de Hashimoto, mixedema primario, enfermedad celiaca, rectocolitis hemorragica, enfermedad de Crohn,
artritis reumatoide, cirrosis biliar primaria, colangitis esclerosante primaria, anemias hemoliticas autoinmunes,
anemia de Biermer (anemia perniciosa), lupus eritematoso, sindrome de CREST, diabetes de tipo 1, esclerodermia,
pénfigo vulgar, penfigoide ampolloso, epidermdlisis Ampollosa Adquirida, dermatitis herpetiforme, miastenia,
sindrome miasténico de Lambert-Eaton, polimiositis, sindrome de Goujerot-Sjégren, esclerosis en placas, poliartritis
reumatoide, enfermedad de Graves y psoriasis.

2. Producto para su utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 1 caracterizado por que dicha proteina esta
representada por la secuencia SEQ ID NO: 1 (28 GST glutatiéon transferasa de Schistosoma haematobium), dicho
fragmento es un fragmento de dicha proteina que comprende la region comprendida por el aminoacido de la posicion
15 al aminoacido en la posicion 60, o la region comprendida por el aminoacido 20 al aminoacido 50, o la region
comprendida por el aminoacido de la posicion 24 al aminoacido en la posicion 43 y la region comprendida por el
aminoacido de la posicion 170 al aminoacido en la posicién 220, o la regidon comprendida por el aminoacido de la
posicion 180 al aminoacido en la posicidon 215, o la regién comprendida por el aminoacido de la posicion 190 al
aminoacido en la posicion 211, dicha secuencia derivada se obtiene a partir de la SEQ ID NO: 1 y dicha secuencia
homologa presenta una identidad de al menos un 80 % o de al menos un 85 % con la secuencia SEQ ID NO: 1.
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3. Producto para su utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado por que es el producto de
expresion de una secuencia de nucleétidos que codifica:

- la proteina Glutatién-S-transferasa de 28 KDa representada por la SEQ ID NO: 1; o

- un fragmento de dicha proteina representada por la SEQ ID NO: 1, dicho fragmento comprendiendo o estando
constituido por al menos la region comprendida por el aminoacido de la posicidon 15 al aminoacido en la posicion
60, o la region comprendida por el aminoacido de la posicién 20 al aminoacido en la posicién 50, o la region
comprendida por el aminoacido de la posicion 24 al aminoacido en la posicidon 43 y la regiéon comprendida por el
aminoacido de la posicidén 170 al aminoacido en la posiciéon 220, o la region comprendida por el aminoacido de la
posicién 180 al aminoacido en la posicion 215, o la regién comprendida por el aminoacido de la posicion 190 al
aminoacido en la posiciéon 211 de la secuencia SEQ ID NO: 1; o

- una de dichas secuencias derivadas; o

- una de dichas secuencias homdlogas;

dicha secuencia de nucleodtidos correspondiendo a la secuencia SEQ ID NO: 4 que codifica para SEQ ID NO: 1.

4. Producto para su utilizacién de acuerdo con la reivindicacion 3, caracterizado por que es el producto de
expresion de dicha secuencia codificante SEQ ID NO: 4 en Saccharomyces cerevisiae o en Escherichia coli.

5. Producto para su utilizacion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para su utilizaciéon en un
nifo.

6. Composicidon farmacéutica para su utilizacion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 5, dicha
composicion comprendiendo, como agente activo, un producto tal como se ha definido en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 y un excipiente farmacolégicamente aceptable.

7. Composicion farmacéutica para su utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 6, para el tratamiento preventivo y/o
curativo de una enfermedad elegida entre las enfermedades inflamatorias autoinmunes que comprenden
enfermedad de Berger, enfermedad de Basedow, tiroiditis de Hashimoto, mixedema primario, enfermedad celiaca,
rectocolitis hemorragica, enfermedad de Crohn, artritis reumatoide, cirrosis biliar primaria, colangitis esclerosante
primaria, anemias hemoliticas autoinmunes, anemia de Biermer (anemia perniciosa), lupus eritematoso, sindrome de
CREST, diabetes de tipo 1, esclerodermia, pénfigo vulgar, penfigoide ampolloso, epidermdlisis Ampollosa Adquirida,
dermatitis herpetiforme, miastenia, sindrome miasténico de Lambert-Eaton, polimiositis, sindrome de Goujerot-
Sjogren, esclerosis en placas, poliartritis reumatoide, enfermedad de Graves y psoriasis y las formas pediatricas
posibles de estas enfermedades.

8. Composicion para su utilizacién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 6, caracterizada por
que comprende un adyuvante elegido entre las sales de aluminio.

9. Composicion farmacéutica para su utilizacion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 6 y 7,
caracterizada por que comprende hidréxido de aluminio como adyuvante.

10. Composicién para su utilizacion de acuerdo con la reivindicacién 9, caracterizada por que la concentraciéon de
adyuvante esta comprendida de 0,5 mg/ml a 2 mg/ml.

11. Composicion para su utilizacién de acuerdo con la reivindicaciéon 10, caracterizada por que la concentracion de
adyuvante esta comprendida de 0,3 mg/ml a 1 mg/ml.

12. Composicién para su utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 10, caracterizada por que la concentracion de
adyuvante esta comprendida de 220 ug/ml a 280 ug/ml.

13. Composicion para su utilizacién de acuerdo con la reivindicacién 10, caracterizada por que la concentracion de
adyuvante es casi igual a 250 ug/ml.
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