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DESCRIPCION
Mutante de FimH, composiciones con el mismo y uso del mismo
Campo de la invencién

Esta invencion se refiere a los campos de la microbiologia médica, la inmunologia y las vacunas. En particular, la
invencién se refiere a polipéptidos que comprenden un dominio de lectina de FimH que comprende una mutacién de
aminoacidos que hace que el dominio de lectina de FimH esté en una conformacién con baja afinidad por manosa e
induce altos niveles de inhibicidn mediada por anticuerpos de la adhesién de E. coli a células epiteliales de la vejiga
tras la administracién a un sujeto. Ademas, la invencién se refiere a composiciones que comprenden dichos
polipéptidos y a métodos para estimular una respuesta inmunitaria en un sujeto que lo necesite mediante la
administracién del polipéptido inmunégeno.

Antecedentes de la invencién

Las cepas de E. coli responsables de infecciones extraintestinales son genéticamente distintas de las que causan
enfermedades intestinales y se han denominado E. coli patégena extraintestinal (ExPEC). Las EXPEC son los
organismos entéricos gramnegativos mas comunes que causan infecciones extraintestinales en los entornos
ambulatorios, de cuidados a largo plazo y hospitalarios. Las infecciones extraintestinales tipicas debidas a E. coli
incluyen infecciones de las vias urinarias (IVU), diversas infecciones intraabdominales (I1A), neumonia, infeccién del
sitio quirdrgico, meningitis, infeccién del dispositivo intravascular, osteomielitis e infecciones de tejidos blandos,
cualquiera de las cuales puede estar acompafiada de bacteriemia. La E. coli es una de las principales causas de
septicemia grave y es responsable de altas tasas de morbilidad y mortalidad.

La ExPEC, al igual que otros miembros de la familia Enterobacteriaceae, produce fimbrias de tipo |, que ayudan a la
adhesidn a las superficies epiteliales de las mucosas. Estas fimbrias de tipo | son estructuras pseudopilosas que
emanan de los miembros de la superficie de la familia Enterobacteriaceae. El componente principal de las fimbrias de
tipo | son subunidades repetidas de FimA dispuestas en una hélice dextrégira para formar un filamento de
aproximadamente 1 um de longitud y 7 nm de didmetro con un orificio axial central (Brinton, 1965). Junto con FimA
como subunidad principal, el filamento fimbrial también contiene FimF, FimG y FimH como subunidades proteicas
secundarias. La subunidad proteica secundaria FimH es una adhesina que se une a manano y promueve la adherencia
de las bacterias fimbriadas de tipo | a las glucoproteinas que contienen manosa en las superficies de las células
eucariotas y representa una familia de proteinas que se unen a diversas dianas, incluyendo manano y fibronectina.
Los estudios de microscopia electrénica inmunolégica han revelado que FimH est4 ubicada estratégicamente en las
puntas distales de las fimbrias de tipo |, donde parece formar un complejo con FimG, formando una estructura de
fibrilla flexible, y también esta ubicada longitudinalmente a diversos intervalos a lo largo del filamento.

Se ha demostrado que la proteina adhesina FimH induce proteccién cuando se utiliza como vacuna en diversos
modelos preclinicos contra las IVU (Langermann S, et al., 1997, Science, 276: 607-611; Langermann S, et al., 2000,
J Infect Dis, 181: 774-778; O'Brien VP et al., 2016, Nat Microbiol, 2:16196). En 1999, Medimmune llevé una vacuna
de subunidad que contenia FimH a ensayos de fase |l, pero el desarrollo de la vacuna se interrumpié en 2003 por falta
de eficacia en la prevencién de las IVU (véase, por ejemplo, Brumbaugh AR y Mobley HLT, 2012, Expert Rev Vaccines,
11: 663-676). No obstante, la empresa Sequoia Sciences parece estar desarrollando clinicamente en la actualidad
una vacuna para las IVU recurrentes, consistiendo la vacuna en la proteina FimH en complejo con la proteina FimC y
combinada con una nueva formulacién adyuvante. La empresa informa que esta vacuna fue altamente inmunégena y
bien tolerada y puede reducir la frecuencia de las IVU, aunque alun deben establecerse la seguridad y la eficacia
(https://ww.sequoiasciences.com/uti-vaccine-program).

Se ha demostrado que durante la infeccién por E. coli, el dominio de lectina de la adhesina FimH, que se une a los
receptores manosilados, puede adoptar dos conformaciones distintas: Baja afinidad por la manosa (tensa) y alta
afinidad por la manosa (alargada/relajada) (Kalas et al., 2017, Sci Adv 10;3(2)). La conformacién de baja afinidad
promueve la motilidad bacteriana y la colonizacién de nuevos tejidos. La conformacién de alta afinidad asegura una
adhesidn bacteriana firme bajo las fuerzas mecanicas de la excrecién de orina (Kalas et al.,, 2017, anteriormente).
Ademéas, se ha demostrado que los anticuerpos contra la variante de baja afinidad bloquean la unién bacteriana a las
células uroepiteliales y reducen los recuentos de UFC en la vejiga (Tchesnokoca, 2011 Infect Immun. 79(10):3895-
904; Kisiela, 2013 Proc Natl Acad Sci, 19; 110(47): 19089-94).

El documento WO02102974 describe una serie de mutantes de FimH que comprenden una modificacion de
aminoacidos en la region del cafién de la molécula. Especificamente, el documento W002102974 describe variantes
en donde se mutan los residuos que interactian con la manosa en el sitio de unién. Se selecciona esta ubicacién de
la mutaciéon porque mantendria al mutante de FimH en una conformacién mas abierta y, por lo tanto, expondria
epitopos que son poco accesibles en la proteina de tipo natural. Sin embargo, hasta la fecha, hasta donde se sabe,
ninguno de estos mutantes ha sido investigado como candidato a vacuna. En ensayos clinicos, solo se ha usado FimH
de tipo natural.
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Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad en la técnica de vacunas que puedan inducir anticuerpos altamente
inhibidores contra infecciones bacterianas causadas por E. coli.

Sumario de la invencién

En un primer aspecto, la invencién proporciona un polipéptido que comprende un dominio de lectina de FimH que
comprende, en donde el dominio de lectina de FimH comprende un aminoacido seleccionado del grupo que consiste
en valina (V), isoleucina (1), leucina (L), glicina (G), metionina (M) y alanina (A) en la posicién que corresponde a la
posicién 144 en la SEQ ID NO: 1.

En un segundo aspecto, la invencién proporciona un complejo que comprende un polipéptido FimH de longitud
completa de acuerdo con la invencién y FimC (FimCH).

En un tercer aspecto, la invencion proporciona un polinucleétido que codifica un polipéptido de acuerdo con la
invencion.

En un cuarto aspecto, la invencién proporciona una composiciéon farmacéutica que comprende un polipéptido de
acuerdo con la invencién, un complejo de acuerdo con la invencién o un polinucleétido de acuerdo con la invencién.

En un quinto aspecto, la invencién proporciona un polipéptido de acuerdo con la invencidén, un complejo de acuerdo
con la invencidn, un polinucleétido de acuerdo con la invencién o una composicién farmacéutica de acuerdo con la
invencién para su uso como un medicamento.

En un sexto aspecto, la invencién proporciona un polipéptido de acuerdo con la invencién, un complejo de acuerdo
con la invencidn, un polinucleétido de acuerdo con la invencién o una composicién farmacéutica de acuerdo con la
invencién para su uso en la induccién de una respuesta inmunitaria contra una bacteria de la familia de
Enterobacteriaceae. La invencidn se refiere ademas a un método para tratar o prevenir una afeccién relacionada con
enterobacilos en un sujeto que lo necesite, comprendiendo el método la administraciéon de una cantidad eficaz de un
polipéptido de acuerdo con la invencién, un polinucleétido de acuerdo con la invencién o una composicién farmacéutica
de acuerdo con la invencion.

En un sexto aspecto, la invencién proporciona un vector que comprende el polinucleétido de acuerdo con la invencién.

En un séptimo aspecto, la invencién proporciona ademés un método para producir un polipéptido que comprende
expresar el polipéptido a partir de una célula recombinante que contiene el polinucleétido de la invencién y/o el vector
de la invencién, opcionalmente, el método comprende ademas recuperar el polipéptido que va seguido opcionalmente
por la formulacién en una composicién farmacéutica del polipéptido.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Niveles de anticuerpos séricos FimH (IgG total) inducidos por diferentes variantes de FimH. Ratas Wistar (n
= 2) recibieron 4 inmunizaciones intramusculares los dias 0, 7, 10 y 18 con 60 ug/dosis de las diferentes variantes de
FimH combinadas con un adyuvante no Freund (modelo de rata Speedy, Eurogentec). Los niveles de anticuerpos anti
FimH se midieron mediante ELISA antes de la inmunizacién (dia O, circulos de color blanco) y después de la
inmunizacién (dia 28, circulos de color negro). Los datos representan la media de muestras de suero duplicadas de
2 animales/grupo. Los valores de anticuerpos (CES0) se calcularon basandose en un modelo de regresién logistica
de 4 parametros ajustado a una curva de dilucién de 12 etapas.

Descripcion detallada de la invencién

La invencién proporciona un polipéptido novedoso que comprende un dominio de lectina de FimH en donde el dominio
de lectina de FimH esta "bloqueado” en una conformacién con baja afinidad por manosa, también denominada en el
presente documento la "conformacién de baja afinidad". La presente invencién se basa en parte en la observacién de
que el antigeno FimH en la conformacién de baja afinidad por manosa es capaz de inducir anticuerpos que pueden
inhibir la adhesién mediada por manésidos. Estos anticuerpos son altamente inhibidores y tienen un efecto mejorado
en la prevencién o el tratamiento de infecciones bacterianas. Se encontrd en el presente documento que un dominio
de lectina de FimH con una mutacién F144V tiene una combinacién sorprendentemente buena de propiedades
deseables que lo hacen muy adecuado para su uso en vacunas contra IVU, por ejemplo, para prevenir o reducir las
IVU recurrentes.

Por consiguiente, en un primer aspecto, la invencién proporciona un polipéptido, preferentemente un polipéptido
inmunégeno, que comprende un dominio de lectina de FimH, en donde el dominio de lectina de FimH comprende un
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en valina (V), isoleucina (l), leucina (L), glicina (G), metionina (M) y
alanina (A), en la posicién que corresponde a la posicién 144 en la SEQ ID NO: 1.

La posicién de aminoacidos 144 se refiere a la posicién 144 en la secuencia de aminoacidos de referencia del dominio
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de lectina de FimH de SEQ ID NO: 1. En secuencias de aminoacidos de la invencién distintas de la SEQ ID NO: 1,
preferentemente, la posicién de aminoacidos 144 esté presente en una posicién de aminoacidos correspondiente a la
posicién 144 en la SEQ ID NO: 1, preferentemente en una alineacién de secuencia ClustalW (1.83) usando
configuraciones predeterminadas. El experto en la técnica sabra cdmo identificar posiciones de aminoéacidos
correspondientes en secuencias de aminoéacidos del dominio de lectina de FimH distintas de la SEQ ID NO: 1 usando
algoritmos de alineacién de secuencias de aminoacidos como se ha definido anteriormente en el presente documento.

En una realizacién, el polipéptido que comprende un dominio de lectina de FimH de acuerdo con la invencidn
comprende una mutacién que hace que el dominio de lectina de FimH esté en la conformacién de baja afinidad por
manosa. En una realizacién, el polipéptido que comprende un dominio de lectina de FimH de acuerdo con la invencidn
se ha mutado en una posiciéon que corresponde a la posicion 144 en la SEQ ID NO: 1. La mutacién puede ser
cualquiera de una delecién, adicién o sustituciéon de un Unico residuo de aminoacido. Preferentemente, la mutacién es
una sustitucién de un Unico residuo de aminoacido. La mutacién es preferentemente una sustitucién de un residuo de
aminoécido que corresponde a la posicion 144 en la SEQ ID NO: 1. Preferentemente, la mutacidén es una sustitucion
de un residuo de aminoécido fenilalanina (F) en una posicién que corresponde a la posicién 144 en la SEQ ID NO: 1.
En el polipéptido que comprende un dominio de lectina de FimH de la invencién, la posiciéon que corresponde a la
posicién 144 en la SEQ ID NO: 1 se sustituye preferentemente por un aminoécido seleccionado del grupo que consiste
en valina (V), isoleucina (1), leucina (L), glicina (G), metionina (M) y alanina (A). Los términos "mutacién”, "mutado" o
"sustitucién", "sustituido" en este contexto significan que, en la posicién indicada, esta presente otro aminoécido que
no esta presente en la molécula original correspondiente, que en este caso es un polipéptido que comprende un
dominio de lectina de FimH con F en la posicion 144. Dicha molécula original puede existir fisicamente como
polipéptido o en forma de acido nucleico que codifica dicho polipéptido, pero también puede existir simplemente in
silico o en papel como una secuencia de aminoacidos 0 una secuencia de acido nucleico correspondiente que codifica
la secuencia de aminoacidos. Por lo tanto, en este contexto también se considera que existe una mutacién o
sustitucion, por ejemplo, si una proteina se expresa a partir de un écido nucleico que se ha sintetizado de manera que
codifica la mutacién o sustitucién, aunque el acido nucleico que codifica la molécula original correspondiente no se
haya preparado inicialmente durante el proceso, por ejemplo, cuando la molécula de 4cido nucleico se ha preparado
completamente mediante sintesis quimica.

En una realizacién preferida, el polipéptido que comprende el dominio de lectina de FimH de la invencién comprende
la sustitucién de fenilalanina (F) por valina (V) en la posicién 144. En determinadas realizaciones, el polipéptido que
comprende el dominio de lectina de FimH de la invencién es un polipéptido de origen no natural que comprende una
valina en la posicién 144. En determinadas realizaciones, el polipéptido que comprende el dominio de lectina de FimH
de la invencién tiene una valina en la posicién 144 en lugar de la fenilalanina de origen natural.

En una realizacién, el dominio de lectina de FimH tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
aproximadamente un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o un 99 % de identidad de secuencia
con la SEQ ID NO: 1. Preferentemente, el dominio de lectina de FimH puede comprender una secuencia que tiene la
SEQ ID NO: 1, con la excepcién de la posicién 144 que para el dominio de lectina de FimH de la invencién esta
sustituida por valina (V), isoleucina (1), leucina (L), glicina (G), metionina (M) o alanina (A).

FimH de longitud completa (FimHrL) estd compuesta por dos dominios: el dominio de lectina en el extremo N (FimHLp)
conectado al dominio de pilina en el extremo C (FimHpp) mediante un enlazador de bucle de tetrapéptidos corto. En
una realizaciéon de la invencion, el polipéptido que comprende el dominio de lectina de FimH de acuerdo con la
invencién comprende ademas un dominio de pilina de FimH. En una realizacion preferida, el polipéptido de la invencidn
es un polipéptido FimH de longitud completa en donde el dominio de lectina de FimH comprende un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en valina (V), isoleucina (1), leucina (L), glicina (G), metionina (M) y alanina (A)
en la posicién que corresponde a la posicién 144 en la SEQ ID NO: 1.

En una realizacion, el polipéptido es una FimH de longitud completa que tiene al menos aproximadamente un 80 %,
85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o un 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO: 2. Preferentemente, el polipéptido FimH de longitud completa puede comprender una secuencia que tiene la SEQ
ID NO: 2, con la excepcién de la sustitucidon F144V como se describe en el presente documento. En otra realizacion,
el polipéptido es una FimH de longitud completa que tiene al menos aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 91 %,
92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o un 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 4, o
preferentemente al menos con los aminoacidos 22-300 de la misma. Preferentemente, el polipéptido FimH de longitud
completa puede comprender una secuencia que tiene la SEQ ID NO: 4 o mas preferentemente al menos los
aminoécidos 22-300 de la misma, con la excepcién de la sustitucién F144V como se describe en el presente
documento.

En determinadas realizaciones, el polipéptido es una FimH de longitud completa que tiene al menos aproximadamente
un 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o un 99 % de identidad de secuencia con las
SEQ ID NO: 23-45 y 55 como se describe en el documento US6.737.063.

Los polipéptidos FimH no solo estan muy conservados entre diversas cepas de E. coli, sino que también estan muy
conservados entre una amplia gama de bacterias gramnegativas. Ademés, los cambios de aminoéacidos que tienen
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lugar entre cepas generalmente se producen en posiciones de aminoacidos similares. Como resultado de la alta
conservacidén de FimH entre cepas de E. coli, los polipéptidos FimH de una cepa son capaces de inducir respuestas
de anticuerpos que inhiben o impiden que otras cepas de E. coli se unan a las células mediante una lectina de FimH
y/o brindan proteccion y/o tratamiento contra la infeccién causada por otras cepas de E. coli. Por consiguiente, en una
realizacion, la FimH de longitud completa tiene al menos aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 % o un 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 5, o preferentemente al menos con los aminoacidos
22-300 de la misma. Preferentemente, el polipéptido FimH de longitud completa puede comprender una secuencia
que tiene la SEQ ID NO: 5 o mas preferentemente al menos los aminoécidos 22-300 de la misma, con la excepcion
de la sustitucién F144 V como se describe en el presente documento. En otra realizacién, la FimH de longitud completa
tiene al menos aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o un 99 % de identidad de secuencia
con la SEQ ID NO: 6. Preferentemente, el polipéptido FimH de longitud completa puede comprender una secuencia
que tiene la SEQ ID NO: 6, con la excepcidn de la sustitucién F144V como se describe en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, la expresion "chaperona periplasmica" se define como una proteina localizada
en el periplasma de las bacterias que es capaz de formar complejos con una diversidad de proteinas de unién a
chaperona mediante el reconocimiento de un epitopo de unién comun (o epitopos). Las chaperonas sirven como
plantillas sobre las que las proteinas exportadas desde la célula bacteriana al periplasma se pliegan en sus
conformaciones nativas. La asociacién de la proteina de unién a chaperona con la chaperona también sirve para
proteger las proteinas de unién de la degradacién por proteasas localizadas dentro del periplasma, aumenta su
solubilidad en una solucién acuosa y conduce a su incorporacién correcta secuencialmente en un pilus de ensamblaje.
Las proteinas chaperonas son una clase de proteinas en bacterias gramnegativas que participan en el ensamblaje de
los pili al mediar en dicho ensamblaje, pero no se incorporan a la estructura. FimC es la proteina chaperona
periplasmica de FimH. FimC tiene una secuencia de aminoécidos que tiene al menos un 70 %, 75 %, 80 %, 85 %,
90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o aproximadamente un 100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3.
En determinadas realizaciones, FimC tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 70 %, 75 %, 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o aproximadamente un 100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO: 29 como se describe en el documento US6.737.063.

El complejo no covalente de FimC y FimH se denomina FimCH.

Por consiguiente, en un aspecto adicional, la invencién proporciona un complejo que comprende un polipéptido que
comprende el dominio de lectina de FimH de acuerdo con la invencién y que comprende ademas un dominio de pilina
de FimH o un FimH de longitud completa como se describe en el presente documento y FimC.

En una realizacién de la invencion, el polipéptido que comprende un dominio de lectina de FimH de acuerdo con la
invencién comprende ademas un dominio de pilina de FimH y se combina con FimC para formar un complejo FimCH.

Los inventores de la presente solicitud han creado varias variantes del dominio de lectina de FimH con diferentes
cambios de aminoacidos y han ensayado su eficacia en diversos ensayos (véanse los ejemplos). Sorprendentemente,
no todas las proteinas FimH ensayadas con mutaciones del dominio de lectina fueron capaces de incorporarse en un
complejo FIimCH con las propiedades deseadas, es decir, que tuvieran suficiente pureza (concentracién de proteina y
grado de pureza), integridad y funcionalidad.

El dominio de lectina de FimH descrito en el presente documento que comprende un aminoacido seleccionado del
grupo que consiste en valina (V), isoleucina (l), leucina (L), glicina (G), metionina (M) y alanina (A), en la posicién que
corresponde a la posicidén 144 en la SEQ ID NO: 1 fue capaz de formar un complejo FimCH que tenia las propiedades
deseadas.

En una realizacién, el polipéptido que comprende un dominio de lectina de FimH de acuerdo con la invencién es una
FimH de longitud completa que tiene al menos aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o un
99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2 y forma un complejo con FimC para formar un complejo FimCH.
Una FimH de longitud completa en su forma final tipicamente no incluye el péptido sefial, que se muestra, por ejemplo,
como los aminoacidos 1-21 de las SEQ ID NO: 4 y 5, es decir, se entiende que una FimH de longitud completa de
SEQ ID NO: 4 0 SEQ ID NO: § incluye los aminogcidos 22-300 de estas secuencias mientras que tipicamente carece
de los aminoacidos 1-21 de las mismas. Para la produccién recombinante de una FimH de longitud completa, es util
codificar la FimH que incluye el péptido sefial en la célula hospedadora recombinante, para lograr el transporte a través
de la membrana interna (citoplasmatica) a través de la via secretora general que conduce a la ubicacién periplasmica
del polipéptido (a veces denominada "expresion periplasmica"), pero en el polipéptido FimH final, como se aisla y, por
ejemplo, se usa en composiciones farmacéuticas, el péptido sefial tipicamente ya no esta presente como resultado
del procesamiento por parte de la célula recombinante que esta expresando el polipéptido.

En una realizacién més preferida, el complejo FimCH comprende o consiste en una proteina FimC que tiene al menos
un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o al menos aproximadamente un 100 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 3 y una proteina FimH que comprende un dominio de lectina que tiene un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en valina (V), isoleucina (l), leucina (L), glicina (G), metionina (M) y alanina (A),
en la posicién que corresponde a la posicion 144 en la SEQ ID NO: 1. En una realizacién incluso més preferida, el
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complejo FIimCH comprende o consiste en una proteina FimC que tiene al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % o al menos aproximadamente un 100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3 y una
proteina FimH que comprende una sustitucién F144V en el dominio de lectina o una proteina FimH de longitud
completa que comprende una sustituciéon FIB5V (por ejemplo, en las SEQ ID NO: 4 0 5 que aln incluyen el péptido
sefial). En una FimH de longitud completa que aun incluiria el péptido sefial, la posicién de aminoacidos 165
corresponde a la posicién de aminoacidos 144 en el dominio de lectina de FimH. El experto sabra cémo identificar las
posiciones de aminoacidos correspondientes en secuencias de aminoacidos FimH de longitud completa y en
secuencias de aminoéacidos del dominio de lectina de FimH usando algoritmos de alineacién de secuencias de
aminoécidos como se ha definido anteriormente en el presente documento.

En una realizacién, los complejos que comprenden la chaperona de E. coli FimC y una variante del dominio de lectina
de FimH de la invencidén pueden formarse mediante la coexpresién del polipéptido de la variante del dominio de lectina
de FimH de acuerdo con la invencion junto con FimC, a partir de una célula recombinante.

En una realizacion, el complejo FimCH comprende un FimC que se origina a partir de una cepa bacteriana mientras
que FimH se origina a partir de una cepa bacteriana diferente. En otra realizacién, el complejo FimCH comprende una
FimC y una FimH, ambas originarias de la misma cepa bacteriana. En determinadas realizaciones, FimH o FimC o
tanto FimH como FimC pueden ser secuencias artificiales que no provienen de aislamientos bacterianos reales que
existen en la naturaleza, por ejemplo, también se pueden basar en secuencias de consenso o combinaciones de
aislados naturales.

En una realizacién, el complejo FimCH comprende al menos un polipéptido que comprende una etiqueta His. En una
realizacion, la FimH de longitud completa de acuerdo con la invencién comprende una etiqueta His o la FimC, como
se describe en el presente documento, comprende una etiqueta His. Preferentemente, en el complejo FimCH, la FimC
comprende la etiqueta His. Como se usa en el presente documento, la etiqueta His es un tramo de residuos de histidina
(His), por ejemplo, seis residuos His, que pueden afadirse internamente o preferentemente en el extremo N o C de
una proteina. Tal etiqueta tiene un uso bien conocido para facilitar la purificacién.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a un polinucleétido que codifica un polipéptido FimH como se ha
definido anteriormente en el presente documento. El polinucledtido puede estar precedido por un promotor unido
operativamente al mismo. En determinadas realizaciones, el promotor es endégeno a la secuencia codificante de
FimH. En determinadas realizaciones, el promotor es un promotor endégeno que impulsa la expresién de FimH en
una bacteria de la familia Enterobacteriaceae. En otras realizaciones, el promotor es heterélogo a la secuencia
codificante de FimH, por ejemplo, se usa un promotor fuerte conocido por el experto en la técnica para su uso en
sistemas de expresion recombinante. Por ejemplo, se puede usar un vector pET-DUET que comprende un promotor
Lac inducible para la expresién de FimH y/o FimC. En el caso de un promotor inducible, se puede usar IPTG para
inducir la expresién. Preferentemente, el polinucleétido se aisla de su entorno natural. En determinadas realizaciones,
la invencién proporciona un polinucleétido aislado de acuerdo con la invencién. El polipéptido puede ser un
polinucleétido recombinante, sintético o artificial. El polinucleétido puede estar en cualquier forma de acido nucleico,
por ejemplo, ADN o ARN, preferentemente ADN. El polinucleétido puede comprender uno o mas nucleétidos que no
estan presentes en un polinucleétido codificante de FimH de origen natural. Preferentemente, el polinucleétido tiene
uno o mas nucleétidos que no estan presentes en un polinucleétido que codifica FimH de origen natural en su extremo
5' y/o extremo 3'. Las secuencias de la FimC y/o FimH madura codificada pueden estar precedidas preferentemente
por un péptido sefial en los polipéptidos tal como estan codificados por los respectivos polinucleétidos, y los péptidos
sefial pueden ser péptidos sefial enddgenos de los polipéptidos FimC y/o FimH (es decir, péptidos sefial tal como se
dan en la naturaleza para estas proteinas), respectivamente, o pueden ser péptidos sefial heterélogos, es decir,
péptidos sefial de otras proteinas o péptidos sefial sintéticos. Los péptidos sefial son utiles para la expresion
periplasmica, pero tipicamente se escinden y no estan presentes en la FimC y/o FimH finalmente producida y
purificada, respectivamente.

Si se requiere y/o se desea, el polipéptido que comprende un dominio de lectina de FimH de acuerdo con la invencién
o el polinucleétido que codifica el polipéptido que comprende un dominio de lectina de FimH de acuerdo con la
invencién se puede incorporar en una mezcla farmacéuticamente activa afiadiendo un portador farmacéuticamente
aceptable.

Por consiguiente, en un aspecto adicional, la invencién también proporciona una composicidn, preferentemente una
composicién farmacéutica que comprende un dominio de lectina de FimH de acuerdo con la invencién o el
polinucledtido que codifica el polipéptido que comprende un dominio de lectina de FimH de acuerdo con la invencién.

Las composiciones (farmacéuticas) de la invencién pueden comprender cualquier excipiente farmacéuticamente
aceptable, incluyendo un portador, carga, conservante, solubilizante y/o diluyente. También se pueden emplear
soluciones salinas y soluciones acuosas de dextrosa y glicerol como portadores liquidos, particularmente para
soluciones inyectables. Los excipientes adecuados incluyen almidén, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta,
arroz, harina, tiza, gel de silice, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche desnatada
en polvo, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol y similares. Se describen ejemplos de portadores farmacéuticos
adecuados en "Remington's pharmaceutical sciences"”, XlIl ed. Editor jefe Eric W. Martin. Mack Publishing Co., Easton,
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Pa., 2013.

En determinadas realizaciones, las composiciones de la invencién comprenden adicionalmente uno o mas tampones,
por ejemplo, solucién salina tamponada con Tris, tampén de fosfato y tampé6n de sacarosa-fosfato-glutamato.

En determinadas realizaciones, las composiciones de la invencién comprenden adicionalmente una o mas sales, por
ejemplo, tris-clorhidrato, cloruro de sodio, cloruro de calcio, cloruro de potasio, fosfato de sodio, glutamato monosédico
y sales de aluminio (por ejemplo, hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio, sulfato de aluminio y potasio o una mezcla
de dichas sales de aluminio).

Las composiciones de la invencién se pueden usar para provocar una respuesta inmunitaria en un hospedador al que
se administra la composicién, es decir, son inmunégenas. Por lo tanto, las composiciones de la invencidén se pueden
usar como vacunas contra una infeccidn causada por una bacteria de la familia de Enterobacteriaceae,
preferentemente contra una infeccién causada por Klebsiella, mas preferentemente E. coli y, por lo tanto, pueden
comprender cualquier componente adicional adecuado para su uso en una vacuna. Por ejemplo, un componente
adicional de una composicién de vacuna es un adyuvante como se describe en el presente documento.

En determinadas realizaciones, las composiciones de la invencién comprenden adicionalmente un conservante, tal
como fenol, cloruro de bencetonio, 2-fenoxietanol o timerosal. En una realizacién especifica, las composiciones
(farmacéuticas) de la invencién comprenden entre el 0,001 % y el 0,01 % de conservante. En otras realizaciones, las
composiciones (farmacéuticas) de la invencién no comprenden un conservante.

En determinadas realizaciones, las composiciones de la invencién se formulan para que sean adecuadas para la via
de administracién prevista a un sujeto. Por ejemplo, las composiciones de la invencién se pueden formular para que
sean adecuadas para administracion subcuténea, parenteral, oral, intradérmica, transdérmica, colorrectal,
intraperitoneal, intravaginal o rectal. En una realizacién especifica, la composicién farmacéutica se puede formular
para administracién intravenosa, oral, bucal, intraperitoneal, intranasal, intratraqueal, subcuténea, intramuscular,
tépica, intradérmica, transdérmica o pulmonar, preferentemente administracién intramuscular.

Las composiciones de la invencién se pueden incluir en un recipiente, envase o dispensador junto con instrucciones
para la administracién.

En determinadas realizaciones, las composiciones de la invencion se pueden almacenar antes de su uso, por ejemplo,
las composiciones se pueden almacenar congeladas (por ejemplo, a aproximadamente -20 °C o a aproximadamente
-70 °C); se pueden almacenar en condiciones refrigeradas (por ejemplo, a aproximadamente 2-8 °C, por ejemplo,
aproximadamente 4 °C); o almacenar a temperatura ambiente. Como alternativa, las composiciones separadas que
comprenden uno o méas de los componentes (i), (ii) y (iii) pueden almacenarse y mezclarse con la composicién de
combinacién de vacunas que comprende los tres de (i), (ii) y (iii) antes de su uso. En otra alternativa més, las
composiciones separadas se proporcionan en un programa de administracién de combinacion.

En una realizacién de la invencién, la composicién farmacéutica de la invencidén se puede administrar junto con una
composicién que comprende uno o mas polisacaridos unidos covalentemente a una proteina portadora.
Preferentemente, dicha composicién comprende uno o méas bioconjugados de un polisacarido del antigeno O de E.
coli unido covalentemente a una proteina portadora, como se describe, por ejemplo, en el documento W02019/175145

En una realizacién, la composicién farmacéutica de la invencién en el presente documento comprende ademas un
adyuvante. Como se usa en el presente documento, el término "adyuvante" se refiere a un compuesto que, cuando se
administra junto con o como parte de una composicién de la invencién, aumenta, mejora y/o refuerza la respuesta
inmunitaria a FimH, pero cuando el compuesto adyuvante se administra solo, no genera una respuesta inmunitaria al
conjugado y/o a FimH. Los adyuvantes pueden mejorar una respuesta inmunitaria mediante varios mecanismos
incluyendo, por ejemplo, reclutamiento de linfocitos, estimulaciéon de linfocitos B y/o T y estimulacion de células
presentadoras de antigeno.

Preferentemente, las composiciones farmacéuticas de la invencién comprenden, o se administran junto con, un
adyuvante. El adyuvante para administracion junto con una composicién de la invencién se puede administrar antes,
concomitantemente con, o después de la administracién de las composiciones inmunégenas. En realizaciones
preferidas, la FimH de la invencién y el adyuvante se administran en forma de una Unica composicién.

Los ejemplos especificos de adyuvantes incluyen, pero sin limitacién, sales de aluminio (alumbre) (tales como
hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio, sulfato de aluminio y éxido de aluminio, incluyendo nanoparticulas que
comprenden formulaciones de alumbre o nanoalumbre), fosfato de calcio (por ejemplo, Masson JD et al., 2017, Expert
Rev Vaccines 16: 289-299), monofosforil lipido A (MPL) o monofosforil lipido A 3-des-O-acilado (3D-MPL) (véanse,
por ejemplo, la patente del Reino Unido GB2220211, EP0971739, EP1194166, US6491919), AS01, AS02, AS03 y
ASO04 (todos GlaxoSmithKline; véanse, por ejemplo, los documentos EP 1126876, US7357936 para AS04, EP0671948,
EP0761231, US5750110 para AS02), compuestos de imidazopiridina (véase el documento WO2007/109812),
compuestos de imidazoquinoxalina (véase el documento WO2007/109813), delta-inulina (por ejemplo, Petrovsky N y
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PD Cooper, 2015, Vaccine 33: 5920-5926), dinucleétidos ciclicos sintéticos activadores de STING (por ejemplo, el
documento US20150056224), combinaciones de homopolimeros de lecitina y carbémero (por ejemplo, el documento
US6676958) y saponinas, tales como Quil Ay Q821 (véanse, por ejemplo, Zhu D y W Tuo, 2016, Nat Prod Chem Res
3: 113 (doi: 10.4172/2329-6836. 1000e113), opcionalmente junto con QS7 (véase Kensil et al., en Vaccine Design:
The Subunit and Adjuvant Approach (ed. Powell y Newman, Plenum Press, NY, 1995); documento US 5.057.540). En
algunas realizaciones, el adyuvante es adyuvante de Freund (completo o incompleto). En determinadas realizaciones,
el adyuvante comprende Quil-A, tal como, por ejemplo, el que se obtiene comercialmente de Brenntag (ahora Croda)
o Invivogen. QUuilA contiene la fraccién extraible con agua de saponinas del arbol Quillaja saponaria Molina. Estas
saponinas pertenecen al grupo de saponinas triterpenoides, que tienen una estructura de cadena principal
triterpenoide comun. Se sabe que las saponinas inducen una fuerte respuesta adyuvante a antigenos dependientes e
independientes de T, asi como fuertes respuestas de linfocitos CD8+ citotdxicos y potencian la respuesta a antigenos
mucosos. También se pueden combinar con colesterol y fosfolipidos, para formar complejos inmunoestimulantes
(ISCOM), en donde el adyuvante QuilA puede activar respuestas inmunitarias mediadas por anticuerpos y mediadas
por células a una amplia gama de antigenos de diferentes origenes. En determinadas realizaciones, el adyuvante es
ASO01, preferentemente ASO1B. S01 es un sistema adyuvante que contiene MPL (3-O-desacil-4'-monofosforil lipido
A), QS21 (Quillaja saponaria Molina, fraccién 21) y liposomas. En determinadas realizaciones, AS01 esta disponible
comercialmente (GSK) o se puede preparar como se describe en el documento WO 96/33739, Determinados
adyuvantes comprenden emulsiones, que son mezclas de dos fluidos inmiscibles, por ejemplo, aceite y agua, uno de
los cuales estd suspendido como pequefias gotas dentro del otro, y se estabilizan mediante agentes tensioactivos.
Las emulsiones de aceite en agua tienen agua formando la fase continua, rodeando pequefias gotas de aceite,
mientras que las emulsiones de agua en aceite tienen aceite formando la fase continua. Determinadas emulsiones
comprenden escualeno (un aceite metabolizable). Determinados adyuvantes comprenden copolimeros en bloque, que
son copolimeros formados cuando dos monédmeros se agrupan y forman bloques de unidades repetidas. Un ejemplo
de una emulsién de agua en aceite que comprende un copolimero en bloque, escualeno y un estabilizador de
microparticulas es TiterMax®, que se puede obtener comercialmente en Sigma-Aldrich. Opcionalmente, las
emulsiones se pueden combinar con o comprender otros componentes inmunoestimulantes, tales como un agonista
de TLR4. Determinados adyuvantes son emulsiones de aceite en agua (tal como escualeno o aceite de cacahuete)
también usadas en MF59 (véanse, por ejemplo, los documentos EP0399843, US 6299884, US6451325) y AS03,
opcionalmente junto con estimulantes inmunitarios, tal como monofosforil lipido A, y/o QS821, tal como en AS02 (véase
Stoute et al, 1997, N. Engl. J. Med. 336, 86-91). Otros ejemplos de adyuvantes son liposomas que contienen
estimulantes inmunitarios tales como MPL y QS21, tal como en ASO1E y AS01B (por ejemplo, el documento US
2011/0206758). Otros ejemplos de adyuvantes son CpG (Bioworld Today, 15 de noviembre de 1998) e
imidazoquinolinas (tales como imiquimod y R848). Véase, por ejemplo, Reed G, et al., 2013, Nature Med, 19: 1597-
1608.

En determinadas realizaciones preferidas, el adyuvante comprende saponinas, preferentemente la fraccién extraible
con agua de saponinas obtenidas de Quillaja saponaria. En determinadas realizaciones, el adyuvante comprende QS-
21.

En determinadas realizaciones preferidas, el adyuvante contiene un agonista del receptor tipo Toll 4 (TLR4). Los
agonistas de TLR4 se conocen bien en la técnica, véase, por ejemplo, Ireton GC y SG Reed, 2013, Expert Rev
Vaccines 12: 793-807. En determinadas realizaciones preferidas, el adyuvante es un agonista de TLR4 que comprende
lipido A, 0 un anélogo o derivado del mismo.

El adyuvante, que incluye preferentemente un agonista de TLR4, puede formularse de diversas maneras, por ejemplo,
en emulsiones tales como emulsiones de agua en aceite (Ag./Ac.) 0 emulsiones de aceite en agua (Ac./Ag.) (ejemplos
son MF59, AS03), (nano-)emulsiones estables (SE), suspensiones lipidicas, liposomas, nanoparticulas (poliméricas),
virosomas, alumbre adsorbida, formulaciones acuosas (AF) y similares, que representan diversos sistemas de
suministro de moléculas inmunomoduladoras en el adyuvante y/o para los inmunégenos (véase, por ejemplo, Reed et
al., 2013, anteriormente; Alving CR et al., 2012, Curr Opin Immunol 24: 310-315).

El agonista inmunoestimulante de TLR4 puede combinarse opcionalmente con otros componentes
inmunomoduladores, tales como saponinas (por ejemplo, QuilA, QS7, QS21, Matrix M, Iscom, Iscomatrix, etc.), sales
de aluminio, activadores de otros TLR (por ejemplo, imidazoquinolinas, flagelina, CpG, analogos de ARNbc, etc.), y
similares (véase, por ejemplo, Reed et al., 2013, anteriormente).

Como se usa en el presente documento, el término "lipido A" se refiere a la fraccion lipidica hidréfoba de una molécula
de LPS que comprende glucosamina y esta unida al ceto-desoxioctulosonato en el nlcleo interno de la molécula de
LPS a través de un enlace cetosidico, que ancla la molécula de LPS en la hoja externa de la membrana externa de
las bacterias gramnegativas. Para obtener una descripcién general de la sintesis de estructuras de LPS y lipido A,
véase, por ejemplo, Raetz, 1993, J. Bacteriology 175:5745-5753, Raetz CR y C Whitfield, 2002, Annu Rev Biochem
71: 635-700; documentos US 5.593.969 y US 5.191.072. El lipido A, como se usa en el presente documento, incluye
el lipido A de origen natural, mezclas, analogos, derivados y precursores del mismo. El término incluye monosacéridos,
por ejemplo, el precursor del lipido A denominado lipido X; disacarido lipido A; heptaacilo lipido A; hexaacilo lipido A;
pentaacilo lipido A; tetraacilo lipido A, por ejemplo, precursor tetraacilo del lipido A, denominado lipido IVA; lipido A
desfosforilado; monofosforil lipido A; difosforil lipido A, tal como el lipido A de Escherichia coli y Rhodobacter
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sphaeroides. Varias estructuras de lipido A inmunoactivadoras contienen 6 cadenas de acilo. Cuatro cadenas de acilo
primarias unidas directamente a los azlcares de glucosamina son cadenas de 3-hidroxiacilo, normalmente de entre
10 y 16 carbonos de longitud. Dos cadenas de acilo adicionales suelen estar unidas a los grupos 3-hidroxi de las
cadenas de acilo primarias. El lipido A de E. coli, como ejemplo, tiene tipicamente cuatro cadenas de 3-hidroxi acilo
C14 unidas a los azlcares y una C12 y una C14 unidas a los grupos 3-hidroxi de las cadenas de acilo primarias en la
posicién 2'y 3', respectivamente.

Como se usa en el presente documento, la expresidn "anélogo o derivado del lipido A" se refiere a una molécula que
se asemeja a la estructura y la actividad inmunitaria del lipido A, pero que no necesariamente se produce de forma
natural en la naturaleza. Los anélogos o derivados del lipido A pueden modificarse, por ejemplo, para acortarse o
condensarse, y/o para que sus residuos de glucosamina se sustituyan por otro residuo de azucar de amina, por
ejemplo, residuos de galactosamina, para que contengan un 2-desoxi-2-aminogluconato en lugar de la glucosamina-
1-fosfato en el extremo reductor, para que tengan un resto de acido galacturénico en lugar de un fosfato en la posicién
4' Los anélogos o derivados del lipido A pueden prepararse a partir del lipido A aislado de una bacteria, por ejemplo,
mediante derivacién quimica, o sintetizarse quimicamente, por ejemplo, determinando primero la estructura del lipido
A preferido y sintetizando anélogos o derivados del mismo. Los anélogos o derivados del lipido A también son utiles
como adyuvantes agonistas de TLR4 (véase, por ejemplo, Gregg KA et al,, 2017, MBio 8, eDD492-17, doi:
10.1128/mBi0.00492-17). Por ejemplo, un anélogo o derivado del lipido A se puede obtener por desacilacién de una
molécula de lipido A de tipo natural, por ejemplo, por tratamiento alcalino. Los anélogos o derivados del lipido A se
pueden preparar, por ejemplo, a partir del lipido A aislado de bacterias. Dichas moléculas también se podrian sintetizar
quimicamente. Otro ejemplo de analogos o derivados del lipido A son las moléculas de lipido A aisladas de células
bacterianas que albergan mutaciones, deleciones o inserciones de enzimas implicadas en la biosintesis del lipido A
y/o la modificacién del lipido A. MPL y 3D-MPL son analogos o derivados del lipido A que se han modificado para
atenuar la toxicidad del lipido A. El lipido A, MPL y 3D-MPL tienen una cadena principal de azlcar sobre la que se
unen cadenas largas de &cidos grasos, en donde la cadena principal contiene dos azlcares de 6 carbonos en enlace
glucosidico y un resto de fosforilo en la posicién 4. Tipicamente, de cinco a ocho acidos grasos de cadena larga
(normalmente de 12-14 dtomos de carbono) estan unidos a la cadena principal de azucar. Debido a la derivacién de
fuentes naturales, MPL o 3D-MPL pueden estar presentes como un compuesto o mezcla de varios patrones de
sustitucion de é&cidos grasos, por ejemplo, heptaacilo, hexaacilo, pentaacilo, etc., con longitudes de &cidos grasos
variables. Esto también es cierto para algunos de los otros anélogos o derivados del lipido A descritos en el presente
documento, sin embargo, las variantes sintéticas del lipido A también pueden definirse y ser homogéneas. MPL y su
fabricacién se describen, por ejemplo, en el documento US 4.436.727. 3D-MPL se describe, por ejemplo, en el
documento US 4.912.094B1 y se diferencia de MPL por la eliminacién selectiva del residuo acilo 3-hidroximiristico que
esta unido por éster a la glucosamina del extremo reductor en la posicién 3 (compérese, por ejemplo, la estructura de
MPL en la columna 1 frente a 3D-MPL en la columna 6 del documento US 4.912.094B1). En la técnica, a menudo se
usa 3D-MPL, aunque a veces se denomina MPL (por ejemplo, la primera estructura en la Tabla 1 de Ireton GC y SG
Reed, 2013, anteriormente, se refiere a esta estructura como MPL®, pero en realidad representa la estructura de 3D-
MPL). Los ejemplos del lipido A (anélogos, derivados) de acuerdo con la invenciéon incluyen MPL, 3D-MPL, RC529
(por ejemplo, el documento EP1385541), PET-lipido A, GLA (adyuvante lipidico de glucopiranosilo, un glucolipido
disacérido sintético; por ejemplo, los documentos US20100310602, US8722064), SLA (por ejemplo, Carter D et a/,,
2016, Clin Transl Immunology 5: e108 (doi: 10.1038/cti.2016.63), que describe un enfoque de estructura-funcién para
optimizar los ligandos de TLR4 para vacunas humanas), PHAD (disacarido hexaacilo fosforilado; cuya estructura es
la misma que la de GLA), 3D-PHAD, 3D-(6-acil)-PHAD (3D(6A)-PHAD) (PHAD, 3D-PHAD y 3D(6A)PHAD son
variantes sintéticas del lipido A, véase, por ejemplo, avantilipids.com/divisions/adjuvants, que también proporciona
estructuras de estas moléculas), E6020 (nimero CAS 287180-63-6), ONO4007, OM-174 y similares. Para estructuras
quimicas de ejemplo de 3D-MPL, RC529, PET-lipido A, GLA/PHAD, E6020, ONO4007 y OM-174, véase, por ejemplo,
la Tabla 1 en Ireton GC y SG Reed, 2013, anteriormente. Para una estructura de SLA, véase, por ejemplo, la figura 1
en Reed SG et al.,, 2016, Curr Opin Immunol 41: 85-90. En determinadas realizaciones preferidas, el adyuvante
agonista de TLR4 comprende un analogo o derivado del lipido A elegido de 3D-MPL, GLA o SLA.

Los adyuvantes de ejemplo que comprenden un analogo o derivado del lipido A incluyen GLA-LSQ (MPL sintético
[GLA], Q821, lipidos formulados como liposomas), SLA-LSQ (MPL sintético [SLA], QS21, lipidos, formulados como
liposomas), GLA-SE (MPL sintético [GLA], emulsién de aceite de escualeno/agua), SLA-SE (MPL sintético [SLA],
emulsién de aceite de escualeno/agua), SLA-Nanoalumbre (MPL sintético [SLA], sal de aluminio), GLA-Nanoalumbre
(MPL sintético [GLA], sal de aluminio), SLA-AF (MPL sintético [SLA], suspensién acuosa), GLA-AF (MPL sintético
[GLA], suspension acuosa), SLA-alumbre (MPL sintético [SLA], sal de aluminio), GLA-alumbre (MPL sintético [GLA],
sal de aluminio), y varios de los adyuvantes de la serie GSK ASxx, incluyendo AS01 (MPL, QS21, liposomas), AS02
(MPL, Q821, emulsién de aceite en agua), AS25 (MPL, emulsién de aceite/agua), AS04 (MPL, sal de aluminio) y AS15
(MPL, QS21, CpG, liposomas). Véanse, por ejemplo, los documentos WO 2013/119856, WO 2006/116423, US
4.987.237, U.S. 4.436.727, US 4.877.611, US 4.866.034, US 4.912.094, US 4.987.237, US5191072, US5593969, US
6.759.241, US 9.017.698, US 9.149.521, US 9.149.522, US 9.415.097, US 9.415.101, US 9.504.743, Reed G, et al.,
2013, anteriormente, Johnson et al., 1999, J Med Chem, 42:4640-4649, y Ulrich y Myers, 1995, Vaccine Design: The
Subunit and Adjuvant Approach; Powell y Newman, Eds.; Plenum: Nueva York, 495-524.

También pueden usarse moléculas no glucolipidas como adyuvantes agonistas de TLR4, por ejemplo, moléculas
sintéticas tales como Neoseptina-3, 0 moléculas naturales tales como LelF, véase, por ejemplo, Reed SG et a/., 2016,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 987 890 T3

anteriormente.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un polipéptido que comprende un dominio de lectina de FimH de la invencioén,
un polinucleétido de la invencién o una composicién farmacéutica de la invencién para su uso como medicamento.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere al uso de un polipéptido que comprende un dominio de lectina de FimH
como se describe en el presente documento, un polinucleétido como se describe en el presente documento o una
composicién farmacéutica descrita en el presente documento como un medicamento para inducir una respuesta
inmunitaria contra una bacteria gramnegativa de la familia de las Enterobacteriaceae.

Como se usan en el presente documento, los términos "inmundgeno" o "inmunogénico" o "antigeno" se usan
indistintamente para describir una molécula capaz de inducir una respuesta inmunitaria contra si misma al
administrarse a un receptor, ya sea sola, junto con un adyuvante o presentada en un vehiculo de presentacién.

Como se usa en el presente documento, una "respuesta inmunoldgica" o "respuesta inmunitaria” a un antigeno o
composicién se refiere al desarrollo en un sujeto de una respuesta inmunitaria humoral y/o celular al antigeno o un
antigeno presente en la composicion.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere al polipéptido que comprende un dominio de lectina de FimH como se
describe en el presente documento, un polinucleétido como se describe o una composicién farmacéutica descrita en
el presente documento para su uso en la induccién de una respuesta inmunitaria contra una infeccién bacteriana
causada por una bacteria gramnegativa de la familia Enterobacteriaceae. En determinadas realizaciones, la infeccién
bacteriana es causada por Staphylococcus saprophyticus o Staphylococcus aureus, Proteus spp., Serratia spp. o
Pseudomonas spp. En realizaciones preferidas, la infeccién bacteriana es causada por Klebsiella spp. o E. coli. En
una realizacibn mucho més preferida, la infeccién bacteriana es causada por E. coli. Por lo tanto, en una realizacién,
la invencion se refiere al uso de un polipéptido que comprende un dominio de lectina de FimH como se describe en el
presente documento, un polinucleétido como se describe o una composicién farmacéutica descrita en el presente
documento como un medicamento para inducir una respuesta inmunitaria contra E. coli o Klebsiella, preferentemente
E. coli.

En realizaciones preferidas, la infeccién bacteriana, causada por una bacteria gramnegativa de la familia
Enterobacteriaceae es una infeccidén por E. coli, por ejemplo, por EXPEC, mas particularmente una infeccién de las
vias urinarias (IVU). En una realizacidn, la invencién se refiere al polipéptido que comprende un dominio de lectina de
FimH como se describe en el presente documento, un polinucleétido como se describe o una composicién
farmacéutica descrita en el presente documento para su uso en el tratamiento, prevencién o supresién de sintomas
y/o secuelas asociadas con una IVU en un sujeto. En determinadas realizaciones, dicha IVU es una IVUr. E. coli es
uno de los principales agentes causantes de IVU e IVUr que son un importante problema de atencién médica en
mujeres jévenes y adultos mayores. Por lo tanto, en realizaciones preferidas, la infeccién bacteriana es una VU o IVUr
causada por E. coli.

En una realizacién, la invencion se refiere a un método para tratar, prevenir o suprimir sintomas y/o secuelas asociadas
con una afeccién relacionada con enterobacilos en un sujeto que lo necesite. EI método comprende administrar al
sujeto una cantidad eficaz del polipéptido que comprende un dominio de lectina de FimH como se describe en el
presente documento, un polinucleétido como se describe o una composicién farmacéutica descrita en el presente
documento. Preferentemente, la administracién induce una respuesta inmunitaria que es eficaz para tratar o prevenir
una afeccién relacionada con enterobacilos. Preferentemente, la afeccién relacionada con enterobacilos es una
infeccién del aparato genitourinario, mas particularmente una IVU o IVUr.

La invencién también se refiere al uso de un polipéptido que comprende un dominio de lectina de FimH como se
describe en el presente documento, un polinucleétido como se describe o una composicién farmacéutica descrita en
el presente documento para la fabricacién de un medicamento para tratar, prevenir o suprimir una infeccién bacteriana
causada por una bacteria gramnegativa de la familia Enterobacteriaceae, preferentemente una infeccidén bacteriana
causada por E. coli. Mas preferentemente, la infeccion bacteriana es una IVU o IVUr causada por E. coli.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a un vector que comprende un polinucleétido que codifica un
polipéptido de la invencién. En determinadas realizaciones, el vector es un plasmido o un vector virico,
preferentemente un plasmido. El vector esta preferentemente en forma de ADN, por ejemplo, un plasmido de ADN.
En determinadas realizaciones, el vector comprende el polinucleétido de la invencién unido operativamente a un
promotor, lo que significa que el polinucleétido esta bajo el control de un promotor. El promotor puede estar ubicado
cadena arriba del polinucleétido que codifica el polipéptido de la invencién, por ejemplo, en un casete de expresidén en
un plasmido.

La invencién se refiere ademas a un método para la produccién de un polipéptido de la invencién, comprendiendo el
método cultivar una célula recombinante que contiene el polinucleétido que codifica el polipéptido que comprende un
dominio de lectina de FimH como se describe en el presente documento y/o el vector como se describe en el presente
documento, en donde el cultivo tiene lugar en condiciones propicias para la produccién del polipéptido.
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En determinadas realizaciones, el método comprende ademas recuperar el polipéptido, que opcionalmente va seguido
de la formulacién en una composicién farmacéutica.

Preferentemente, se usa una célula de E. coli, por ejemplo, un derivado de BL21 de E. coli, en el método para producir
el polipéptido que comprende un dominio de lectina de FimH de acuerdo con la invencién.

La recuperacion del polipéptido incluye preferentemente una etapa de purificacién y/o aislamiento que se puede
realizar usando métodos de purificacién de proteinas convencionales bien conocidos en la técnica. Dichos métodos
pueden incluir precipitacion con sulfato de amonio o etanol, extraccién con é&cido, cromatografia de intercambio
aniénico o catiénico, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia de interacciéon hidréfoba, cromatografia de
afinidad, cromatografia con hidroxiapatita y cromatografia con lectina.

Los ejemplos tipicos para dicha purificacién y/o aislamiento pueden utilizar un anticuerpo para la proteina o para una
etiqueta His o un lider escindible o cola que se expresa como parte de la estructura proteica. En determinadas
realizaciones, el polipéptido descrito en el presente documento tiene una etiqueta His incluida y se purifica mediante
métodos tales como la purificacién por afinidad IMAC. En determinadas realizaciones, los polipéptidos descritos en el
presente documento no comprenden una etiqueta His, en tales casos, la purificacién se realiza mediante cromatografia
de intercambio catiénico (clEX) y cromatografia de interaccién hidréfoba (HIC).

Definiciones

Se citan o se describen diversas publicaciones, articulos y patentes en los antecedentes y a lo largo de la memoria
descriptiva; El anélisis de documentos, actas, materiales, dispositivos, articulos o similares que se han incluido en la
presente memoria descriptiva tiene como finalidad proporcionar un contexto para la invencién. Dicho analisis no
constituye una admisién de que alguno o todos estos asuntos formen parte de la técnica anterior con respecto a
cualquier invencién divulgada o reivindicada.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que entiende cominmente un experto en la técnica a la que pertenece esta invencién. De otro
modo, determinados términos citados en el presente documento tienen los significados establecidos en la memoria
descriptiva.

Debe tenerse en cuenta que, como se usan en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas
en singular "un", "una", y "el/la" incluyen referencia en plural a menos que el contexto dicte claramente lo contrario.

A lo largo de esta descripcion y las siguientes reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto requiera lo
contrario, el término "comprender”, y variaciones tales como "comprende" y "que comprende”, se entendera que
implican la inclusién de un integrante o etapa, o grupo de integrantes o etapas, pero no la exclusién de ninglin otro
integrante o etapa, o grupo de integrantes o etapas. Cuando se usa en el presente documento, la expresidén "que
comprende" puede sustituirse por la expresion "que contiene" o "que incluye” o, a veces, cuando se usa en el presente
documento, por la expresién "que tiene".

Cuando se usa en el presente documento, "que consiste en" excluye cualquier elemento, etapa o ingrediente no
especificado en el elemento de la reivindicacién. Cuando se usa en el presente documento, "que consiste
esencialmente en" no excluye materiales o pasos que no afecten materialmente a las caracteristicas basicas y

novedosas de la reivindicacién. Cualquiera de las expresiones mencionadas anteriormente de "que comprende”, "que
contiene", "que incluye" y "que tiene", siempre que se usen en el presente documento en el contexto de un aspecto o
realizacion de la invencién, se pueden reemplazar por el término "que consiste en" o "que consiste esencialmente en"”

para variar los alcances de la divulgacién.

Como se usa en el presente documento, el término conjuntivo "y/0" entre multiples elementos enumerados se entiende
que abarca tanto las opciones individuales como las combinadas. Por ejemplo, cuando dos elementos se unen
mediante "y/o", una primera opcién se refiere a la aplicabilidad del primer elemento sin el segundo. Una segunda
opcion se refiere a la aplicabilidad del segundo elemento sin el primero. Una tercera opcién se refiere a la aplicabilidad
del primer y del segundo elemento juntos. Se entiende que cualquiera de estas opciones se encuentra dentro del
significado y, por lo tanto, satisface el requisito del término "y/o" como se usa en el presente documento. También se
entiende que la aplicabilidad concurrente de mas de una de las opciones se encuentra dentro del significado y, por lo
tanto, satisface el requisito del término "y/o".

Como se usa en el presente documento, la expresién "portador farmacéuticamente aceptable" se refiere a un material
no téxico que no interfiere con la eficacia de una composicién de acuerdo con la invencién o la actividad bioldgica de
una composicién de acuerdo con la invenciéon. Un "portador farmacéuticamente aceptable" puede incluir cualquier
excipiente, diluyente, carga, sal, tampén, estabilizante, solubilizante, aceite, lipido, vesicula que contiene lipidos,
microesfera, encapsulacién liposomal u otro material bien conocido en la técnica para su uso en formulaciones
farmacéuticas. Se entendera que las caracteristicas del portador farmacéuticamente aceptable dependeran de la via
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de administracion para una aplicacién particular. De acuerdo con realizaciones particulares, en vista de la presente
divulgacién, cualquier portador farmacéuticamente aceptable adecuado para su uso en una vacuna se puede usar en
la invencidn. Los excipientes adecuados incluyen, pero sin limitacién, agua esterilizada, solucién salina, dextrosa,
glicerol, etanol o similares y combinaciones de los mismos, asi como estabilizantes, por ejemplo, albumina de suero
humano (HSA) u otras proteinas adecuadas y azlcares reductores.

Como se usa en el presente documento, la expresidén "cantidad eficaz" se refiere a una cantidad de un principio o
componente activo que provoca la respuesta biolégica o0 médica deseada en un sujeto. Una cantidad eficaz se puede
determinar empiricamente y de manera rutinaria, en relacién con el fin establecido. Por ejemplo, se pueden emplear
opcionalmente ensayos in vitro para ayudar a identificar intervalos de dosificacion éptimos.

Como se usa en el presente documento, "sujeto” o "paciente" significa cualquier animal, preferentemente un mamifero,
mucho més preferentemente un ser humano, que serd o ha sido vacunado mediante un método o composicién de
acuerdo con una realizacién de la invencién. Como se usa en el presente documento, el término "mamifero" abarca
cualquier mamifero. Los ejemplos de mamiferos incluyen, pero sin limitacién, vacas, caballos, ovejas, cerdos, gatos,
perros, ratones, ratas, conejos, cobayas, monos, seres humanos, etc., mas preferentemente un ser humano. En
determinadas realizaciones, un sujeto es un adulto humano. Como se usa en el presente documento, la expresién
"adulto humano" se refiere a un ser humano que tiene 18 afios 0 méas. En determinadas realizaciones, un sujeto tiene
menos de 18 afios, por ejemplo, 0-18 afios, por ejemplo, 9-18 afios 0 12-18 afios. En determinadas realizaciones, un
sujeto es un sujeto humano de aproximadamente 18 a aproximadamente 50 afios. En determinadas realizaciones, un
sujeto es un ser humano de aproximadamente 50 a aproximadamente 100 afios, por ejemplo, 50-85 afios, 60-80 afios,
50 afios 0 mas, 55 afios 0 mas, 60 aflos 0 mas, 65 afios o mas, 70 aflos 0 mas, 75 afios 0 mas, 80 afios 0 mas,
85 afios 0 mas. En algunas realizaciones del presente documento, el sujeto no tiene méas de 85 afios, no tiene mas de
80 afios, no tiene mas de 75 afios. En determinadas realizaciones, un sujeto humano es un hombre. En determinadas
realizaciones, un sujeto humano es una mujer.

Como se usa en el presente documento, una "IVU" significa una infeccién del rifidn, la vejiga, el uréter o la uretra. Los
sintomas de una IVU pueden incluir uno 0 mas de sensacién de ardor al orinar, necesidad frecuente o intensa de
orinar, vaciado incompleto de la vejiga, orina con aspecto y/u olor anémalo, aumento de glébulos blancos en la orina,
sensacién de cansancio o temblores, sensacién de desorientacién, fiebre o escalofrios, malestar general, dolor o
presién en la espalda, abdomen inferior, pelvis o vejiga. Sin embargo, en algunos pacientes los sintomas pueden estar
ausentes o ser inespecificos. Las secuelas de una IVU pueden incluir complicaciones sistémicas tales como
enfermedad invasiva y septicemia. En determinadas realizaciones, una IVU est4d documentada clinica y/o
microbiolégicamente, por ejemplo, confirmada con cultivo bacteriano de orina y/o con métodos moleculares u otros.
En determinadas realizaciones, el sujeto es un sujeto humano que ha tenido previamente o tiene actualmente una
IVU. En determinadas realizaciones, el sujeto ha tenido una IVU en los ultimos dos afios, el ultimo afio o los uUltimos
6 meses. En determinadas realizaciones, el sujeto ha tenido o tiene actualmente una IVU recurrente (IVUr). Como se
usa en el presente documento, una "IVUr" significa al menos dos infecciones en seis meses o al menos tres IVU en
un afio. En determinadas realizaciones, un sujeto al que se administra el polipéptido que comprende un dominio de
lectina de FimH de la invencién, el complejo FimCH de la invencién o una composicién de la invencién, ha padecido
al menos dos IVU en los Ultimos dos afios, en el Gltimo afio o en los Gltimos seis meses. En determinadas realizaciones,
el sujeto ha padecido una IVU complicada. Como se usa en el presente documento, una "IVU complicada" significa
una IVU asociada con una afeccién, tal como anomalias estructurales o funcionales del aparato genitourinario o la
presencia de una enfermedad subyacente. En determinadas realizaciones, una IVU conduce a un nimero elevado de
glébulos blancos en la orina u otras anomalias en la orina. En determinadas realizaciones, un sujeto con IVU tiene una
cantidad de bacterias en la orina, es decir, la orina no es estéril, por ejemplo, un recuento de células bacterianas de al
menos aproximadamente 10 células/ml, al menos aproximadamente 100 células/ml, al menos aproximadamente
103 células/ml, por ejemplo, al menos aproximadamente 10* células/ml, por ejemplo, al menos aproximadamente
10° células/ml.

Como se usa en el presente documento, una "respuesta inmunoldgica" o "respuesta inmunitaria” a un antigeno o
composicién se refiere al desarrollo en un sujeto de una respuesta inmunitaria humoral y/o celular al antigeno o un
antigeno presente en la composicion.

A menos que se indique de otro modo, la expresion "al menos" que precede a una serie de elementos debe entenderse
que se refiere a cada elemento de la serie.

El término "alrededor de" o "aproximadamente" cuando se usa en asociacién con un valor numérico (por ejemplo,
aproximadamente 10) significa preferentemente que el valor puede ser el valor dado (de 10) mas o menos el 10 %,
preferentemente mas o menos el 5 % del valor.

Los términos "homologia", "identidad de secuencia" y similares se usan indistintamente en el presente documento. La
identidad de secuencia se define en el presente documento como una relacién entre dos o mas secuencias de
aminoécidos (polipéptidos o proteinas) o dos o méas secuencias de acidos nucleicos (polinucleétidos), segun lo
determinado por comparacién de las secuencias. En la técnica, "identidad" también significa el grado de relacién de
secuencia entre secuencias de aminoacidos o acidos nucleicos, segln sea el caso, segun lo determinado por la
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coincidencia entre cadenas de dichas secuencias. La "similitud" entre dos secuencias de aminoacidos se determina
mediante la comparacién de la secuencia de aminoéacidos y sus sustitutos de aminoacidos conservados de un
polipéptido con la secuencia de un segundo polipéptido. La "identidad" y la "similitud" se pueden calcular facilmente
mediante métodos conocidos.

La "identidad de secuencia" y la "similitud de secuencia" se pueden determinar mediante la alineacién de dos
secuencias de péptidos o dos secuencias de nucleétidos usando algoritmos de alineacién global o local, dependiendo
de la longitud de las dos secuencias. Las secuencias de longitudes similares se alinean preferentemente usando un
algoritmo de alineacién global (por ejemplo, Needleman Wunsch) que alinea las secuencias de manera éptima en toda
la longitud, mientras que las secuencias de longitudes sustancialmente diferentes se alinean preferentemente usando
un algoritmo de alineacion local (por ejemplo, Smith Waterman). Las secuencias pueden denominarse entonces
"sustancialmente idénticas" o "esencialmente similares" cuando (al alinearse de forma éptima, por ejemplo, por los
programas GAP o BESTFIT usando parametros predeterminados) comparten al menos un determinado porcentaje
minimo de identidad de secuencia (como se define a continuacién). GAP usa el algoritmo de alineacién global de
Needleman y Wunsch para alinear dos secuencias sobre toda su longitud (longitud completa), maximizando el nUmero
de coincidencias y minimizando el nimero de huecos. Una alineacién global se usa adecuadamente para determinar
la identidad de secuencia cuando las dos secuencias tienen longitudes similares. Generalmente, se usan los
parametros predeterminados de GAP, con una penalizacién de creacién de huecos = 50 (nucleétidos)/8 (proteinas) y
penalizaciéon de extensién de huecos = 3 (nucledtidos)/2 (proteinas). Para los nucleétidos, la matriz de puntuacion
predeterminada usada es nwsgapdna y, para las proteinas, la matriz de puntuacién predeterminada es Blosum62
(Henikoff y Henikoff, 1992, PNAS 89, 915-919). Las alineaciones de secuencias y las puntuaciones para el porcentaje
de identidad de secuencia pueden determinarse usando programas informaticos, tal como el paquete GCG Wisconsin,
Versién 10.3, disponible en Accelrys Inc., 9685 Scranton Road, San Diego, CA 92121-3752 EE. UU., o usando
software de cédigo abierto, tal como el programa "needle" (que usa el algoritmo global Needleman Wunsch) o "water"
(que usa el algoritmo local Smith Waterman) en EmbossWIN versién 2.10.0, usando los mismos parametros que para
GAP anteriormente, o usando la configuracién predeterminada (tanto para "needle" como para "water" y tanto para
alineaciones de proteinas como de ADN, la penalizacién de apertura de huecos predeterminada es 10,0 y la
penalizacién de extension de huecos predeterminada es 0,5; las matrices de puntuacién predeterminadas son
Blosum62 para proteinas y DNAFull para ADN). Cuando las secuencias tienen longitudes totales sustancialmente
diferentes, se prefieren las alineaciones locales, tales como las que usan el algoritmo Smith Waterman.

Como alternativa, el porcentaje de similitud o identidad puede determinarse mediante una busqueda en bases de datos
publicas, usando algoritmos tales como FASTA, BLAST, etc. Por lo tanto, las secuencias de é&cido nucleico y de
proteina de la presente invencién pueden usarse ademas como una "secuencia de consulta" para realizar una
blsqueda frente a bases de datos publicas para, por ejemplo, identificar otros miembros de la familia 0 secuencias
relacionadas. Tales busquedas pueden realizarse usando los programas NBLAST y XBLAST (versién 2.0) de Altschul,
et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-10. Con el programa NBLAST, pueden realizarse busquedas BLAST de nucleétidos,
puntuacién = 100, longitud de palabra = 12 para obtener secuencias de nucleétidos homoélogas a las de las moléculas
de acido nucleico de la invencién. Con el programa BLASTx se pueden realizar busquedas BLAST de proteinas,
puntuaciéon = 50, longitud de palabra = 3 para obtener secuencias de aminoacidos homélogas a las moléculas de
proteina de la invencién. Para obtener alineaciones con huecos con fines comparativos, se puede utilizar Gapped
BLAST como se describe en Altschul et al., (1997) Nucleic Acids Res. 25(17): 3389-3402. Cuando se utilizan los
programas BLAST y Gapped BLAST, se pueden usar los parametros por defecto de los respectivos programas (por
ejemplo, BLASTx y BLASTn). Véase la pagina de inicio del National Center for Biotechnology Information en
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/.

DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS

Tabla 1: Secuencias

Descripcion SECUENCIA SEQ
ID NO.
Secuencia de FimHLp (FimHLp FACKTANGTAIPIGGGSANVYVNLAPAVNVGONLVVDLSTQIF 1
23-10) CHNDYPETITDYVTLORGSAYGGVLSNEFSGTVKYSGSSYPEPT

TSETPRVVYNSRTDKPWPVALYLTPVSSAGGVAIKAGSLIAVL
ILRQTNNYNSDDFQEFVWNIYANNDVVVPTG

Secuencia de FimHt FACKTANGTAIPIGGGSANVYVNLAPAVNVGONLVVDLSTQIF 2
CHNDYPETITDYVTLQORGSAYGGVLSNESGTVKYSGSSYPEPT
TSETPRVVYNSRTDKPWEVALYLTPVSSAGGVAIKAGSLIAVL
ILROQTNNYNSDDFQEFVWNIYANNDVVVPTGGCDVSARDVTVTL
PDYPGSVPIPLTVYCAKSONLGYYLSGTTADAGNSIFTNTASE
SPAQGVGVQLTRNGTIIPANNTVSLGAVGTSAVSLGLTANYAR
TGGOVTAGNVQSIIGVTEVYQ
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(continuacién)

Descripcion SECUENCIA SEQ
ID NO.
FimC de longitud completa GVALGATRVIYPAGQRQVQLAVTNNDENSTYLIQSWVENADGY 3

KDGRFIVTPPLFAMKGKKENTLRILDATNNQLPOQDRESLEFWMN
VKAIPSMDKSKLTENTLQLATISRIKLYYRPAKLALPPDQAAE
KLRFRRSANSLTLINPTEYYLTVTELNAGARVLENALVPPMGE
STVKLPSDAGSNITYRTINDYGALTPKMTGVME

Ejemplo de secuencia de FimH MKRVITLFAVLIMGWSVNAWSEFACKTANGTATPIGGGSANVYV 4
23-10 (longitud completa) NLAPAVNVGONLVVDLSTQIFCHNDYPETITDYVTLORGSAYG
GVLSNFSGTVKYSGSSYPFPTTSETPRVVYNSRTDKPWPVALY
LTPVSSAGGVAIKAGSLIAVLILROQTNNYNSDDEQEVWNIYAN
NDVVVPTGGCDVSARDVTVTLPDYPGSVPIPLTVYCAKSQONLG
YYLSGTTADAGNSIFTNTASEFSPAQGVGVQLTRNGTIIPANNT
VSLGAVGTSAVSLGLTANYARTGGQVTAGNVQOSITIGVTEVYQ

SEQ ID NO: 2 del documento MEKRVITLFAVLIMGWSVNAWS FACKTANGTAIPIGGGSANVYV 5
US 6.500.434 (ejemplo de NLAPVVNVGONLVVDLSTQIFCHNDYPETITDYVTLQRGSAYG
secuencia de FimH de longitud GVLSNEFSGTVKYSGSSYPFPTTSETPRVVYNSRTDKPWPVALY
completa) LTPVSSAGGVAIKAGSLIAVLILRQTNNYNSDDFQEVWNIYAN

NDVVVPTGGCDVSARDVTVTLPDYRGSVPIPLTVYCAKSONLG
YYLSGTHADAGNSIFTNTASFSPAQGVGVQLTRNGTIIPANNT
VSLGAVGTSAVSLGLTANYARTGGQVTAGNVQSIIGVTEVTQ

SEQ ID NO: 29 del documento FACKTANGTAIPIGGGSANVYVNLAPVVNVGONLVVDLSTQIF 6
US 6.737.063 (ejemplo de CHNDYPETITDYVTLQRGSAYGGVLSNFSGTVKYSGSSYPFPT
secuencia de FimH con TSETPRVVYNSRTDKPWPVALYLTPVSSAGGLVIKAGSLIAVL
truncamiento en el extremo N) ILROTNNYNSDDFQFVWNIYANNDVVVPTGGCDVSARDVTVTL

PDYRGSVPIPLTVYCAKSONLGYYLSGTHADAGNSIEFTNTASE
SPAQGVGVQLTRNGTITIPTNNTVSLGAVGTSAVSLGLTANYAR
TGGOVTAGNVOSIIGVTEVYQ

Ejemplo de una secuencia de FACKTANGTAIPIGGGSANVYVNLAPVVNVGONLVVDLSTQIF 7
FimHLp CHNDYPETITDYVTLQRGSAYGGVLINEFSGTVKYSG3SSYPEPT
TSETPRVVYNSRTDKPWPVALYLTPVSSAGGLVIKAGSLIAVL
ILROTNNYNSDDEFOQFVWNIYANNDVVVPTGG

Se describen otros ejemplos de secuencias para polipéptidos FimH en el documento US6.737.063, por ejemplo,
cualquiera de las SEQ ID NO: 23-45 0 55 en el mismo,

Ejemplos

Los siguientes ejemplos de la invencién tienen como objetivo ilustrar ain mas la naturaleza de la invencién. Debe
entenderse que los siguientes ejemplos no limitan la invencién y que el alcance de la invenciéon se determinara
mediante las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplo 1: Disefio de variantes novedosas - datos de SPR

Para comprender el impacto de los cambios conformacionales de FimH en la eficacia de la vacuna, se disefiaron varias
variantes de FimH que contienen diferentes mutaciones que podrian bloquear potencialmente la proteina en el estado
de baja afinidad, con el objetivo de identificar la mejor variante de FimH que induzca anticuerpos funcionales capaces

de reducir la adhesioén bacteriana y la colonizacién de la vejiga.

Materiales y métodos

Disefio y expresion de FimH

FimC y FimH se expresaron en un vector pET-DUET usando secuencias de sefial heterélogas para determinar la
expresién en el periplasma y una etiqueta His en el extremo C de FimC para la purificacién por afinidad mediante
cromatografia de afinidad por metal inmovilizado (IMAC). La expresidn se indujo usando IPTG y la proteina se extrajo
y se purificé mediante purificacién IMAC (Talon).

SPR

Para obtener una visién detallada de la afinidad de unién y la cinética de la interaccién de las variantes del dominio de
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lectina de FimH con el ligando n-heptil-a-D-manopiranésido, se realizaron mediciones de resonancia de plasmoén
superficial (SPR, por sus siglas en inglés). En resumen, todas las variantes de FimH se valoraron en la superficie del
ligando 5 de manésido (Rabbani S et a/., J Biol. Chem., 2018, 293(5): 1835-1849) con las concentraciones maximas
de 3 0 10 uM en el HBS-N (HEPES 0,01 M, pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM, tensioactivo P20 al 0,05 %). Las
proteinas se inyectaron de 0,12 a 10 yM o de 0,036 a 3,0 yM usando una cinética de inyeccién de ciclo Unico.

Resultados

Se disefiaron varias variantes de FimH con el objetivo de encontrar una variante del dominio de lectina de FimH que
pudiera inducir anticuerpos inhibidores funcionales, evitando asi la unién bacteriana a las células de la vejiga y
proporcionando una amplia cobertura. Para optimizar las posibilidades de encontrar una variante adecuada del
dominio de lectina de FimH, se seleccionaron variantes con un modo de accién previsto diferente.

Los mutantes FimH_Q133K 'y FimH_RG60P descritos previamente tienen una mutacion en los residuos que interactian
con la manosa en el sitio de unién. Se predice que estas mutaciones influyen directamente en la interacciéon de unién
con la manosa. Estos mutantes se tomaron como controles positivos. El mutante doble R60P Q133K se tomé para
comprobar los posibles efectos mejorados. Ademas, el dominio de lectina de FimH de tipo natural (WT) se tomé como
control negativo. Se crearon varios mutantes de FimH adicionales (incluidos los denominados "Mutante 1" y "Mutante
2" en el presente documento) y se ensayaron como candidatos en el panel con el objetivo de obtener anticuerpos
inhibidores funcionales.

Primero, se evalué la afinidad de las variantes para unirse a la manosa usando SPR. Los resultados se presentan en
la tabla 2. Como era de esperar, las variantes del dominio de lectina que tienen mutaciones en el sitio de unién a
manosa de FimH (Q133K y R60P Q133K) no se unieron al mandsido en absoluto. El mutante R60P mostré una baja
afinidad por el mandsido, como se esperaba.

F142V todavia mostrd cierta afinidad por el manédsido, lo que indica que esta mutacién no eliminé por completo la
unién al manésido. En las variantes del dominio de lectina de FimH que comprenden la sustitucién F144V, la unién al
mandésido se elimind por completo. Fue sorprendente ver que habia una diferencia entre F142V y F144V en la unién
al manésido dada la proximidad muy cercana de las posiciones en la secuencia de aminoacidos en comparacién con
la mutacién F144V.

Tabla 2: Mediciones de afinidad de las variantes de FimH-LD al manésido

Variante Afinidad*
F144 vV Sin Unién
F142 V Afinidad media

Mutante 1 Afinidad media

Mutante 2 Baja afinidad

R60P Baja afinidad
R60P-Q133K Sin Unién

Q133K Sin Unién
FimH LD wt Alta afinidad

* Baja afinidad KD>1000 nm; Afinidad media KD 100-1000 nM; Alta afinidad KD <100 hM

Ejemplo 2: Capacidad de inducir anticuerpos inhibidores

Se ha demostrado que los anticuerpos generados contra FimH en la conformacién de baja afinidad son capaces de
bloquear la célula bacteriana y reducir la formacién de colonias en la vejiga. Para evaluar la funcionalidad de los
anticuerpos inducidos por las diferentes variantes de FimH bloqueadas en la conformacidn de baja afinidad se usé un
ensayo de inhibicion de adhesién (AlA).

Materiales y métodos

Inmunizacién

Ratas Wistar recibieron 4 inmunizaciones intramusculares (i.m.) los dias 0, 7, 10 y 18 con las variantes de FimH
descritas anteriormente (60 ug de cada variante/dosis) combinadas con un adyuvante no Freund (modelo de rata
Speedy de 28 dias, Eurogentec). La funcionalidad de los anticuerpos séricos se investigé el dia 0 (antes de la
inmunizacién) y el dia 28 (después de la inmunizacién) mediante el ensayo de inhibicién de la adhesién (AlA), como
se describe a continuacion.

Ensayo de inhibicién de la adhesién (AlA)
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Las bacterias (J96 de E. coli) se marcaron con un isotiocianato de fluoresceina (FITC). Las bacterias marcadas se
incubaron con células uroteliales de vejiga (linea celular 5637) durante 1 h a 37 °C. El % de bacterias adherentes se
midié mediante citometria de flujo. Para evaluar la inhibicién sérica, las bacterias se incuban previamente con muestras
de suero durante 30 minutos a 37 °C y a continuaciéon se mezclan con células 5637.

ELISA

Las placas de 96 pocillos se recubren durante una noche con 1 ug/ml de FimH. Después del lavado, los pocillos
recubiertos se incuban con tampén de bloqueo [solucidn salina tamponada con fosfato (PBS) + albdmina sérica bovina
(BSA) al 2 %] durante 1 hora a temperatura ambiente. Después del lavado con PBS + Tween 20 al 0,05 %, se afiade
suero a las placas que a continuacién se incuban durante 1 hora a temperatura ambiente. Después del lavado, se
aflade anticuerpo anti rata de cabra conjugado con peroxidasa de rabano picante diluido en PBS con BSA al2% a
cada pocillo durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de un lavado final, la reaccidén se desarrolla con sustrato
de tetrametilbencidina. La reaccidn se detiene con écido fosférico 1 M y se mide la absorbancia a 450 nm.

Resultados

Los valores inhibidores de anticuerpos séricos se calcularon como la mitad de la concentracidn inhibidora méaxima
(CI50) basandose en un modelo de regresién logistica de 4 parametros. Ademas, los niveles de anticuerpos séricos
inducidos por diferentes variantes de FimH (IgG total) se evaluaron mediante ELISA. Los valores de CES0, definidos
como la mitad de la concentracién eficaz méaxima, se calcularon basandose en curvas de valoracién duplicadas de 12
etapas que se analizaron con un modelo de regresién no lineal 4PL.

La evaluacidn de la magnitud de los anticuerpos inhibidores inducidos por cada una de las variantes de FimH mostrd
que FimH-23-10_F144V fue capaz de inducir los niveles més altos de anticuerpos funcionales (figura 1), lo que fue
sorprendente y completamente impredecible antes de la presente invencién. Basandose en este resultado, el dominio
de lectina de FimH que comprende la sustitucién F144V fue seleccionado como el candidato principal.

Ejemplo 3: Funcionalidad de los anticuerpos

La funcionalidad de los anticuerpos se evalué en un analisis de interferometria de biocapa (Octet, Pall Fortebio) usando
preparaciones de IgG purificada para evaluar si habia anticuerpos inhibidores presentes. Brevemente, se mezclaron
4 concentraciones diferentes de IgG purificada (entre 0-125 microgramos/ml) con una variante de FimH como se
describe en el presente documento. Después de la mezcla, la capacidad de la proteina del dominio de lectina de FimH
se evalué para determinar la capacidad de unién a un biosensor que se inmovilizd previamente con monomandésido
marcado con biotina (usando la quimica de biotina-estreptavidina). Se midié la asociacién y la disociacién durante
600 segundos y se calculd y se comparé la respuesta (en hanémetros (nm)) durante la asociacién. Esto se hizo con
el manésido en comparacién con los controles en blanco para evaluar la capacidad de las variantes de FimH de inhibir
la unién de FimH a manosa.

Resultados

Los cambios en la conformacién del sitio de unién de FimH (que dan como resultado una unién de afinidad baja, media
o alta de FimH a los mandésidos) desempefian una funcién importante en la unién bacteriana a las células uroepiteliales.
Se ha sugerido que los anticuerpos contra la conformacidén que tiene baja afinidad por la manosa tendrian un efecto
inhibidor de la adhesion bacteriana. Para analizar esta sugerencia y comprender mejor el impacto de los cambios
conformacionales de FimH en la eficacia de la vacuna, se cribé la IgG purificada de sueros de ratas inmunizadas con
las variantes del dominio de lectina de FimH para determinar su capacidad para reducir la unién de FimH a un
mandésido simple (monomanosa-biotina) mediante interferometria de biocapa (BLI).

El cribado BLI para determinar la presencia de anticuerpos inhibidores en sueros de ratas inmunizadas con variantes
del dominio de lectina de FimH mostré que FimH-23-10_F144V era capaz de inhibir la unién de proteinas del dominio
de lectina de FimH de alta y baja afinidad al monomanésido inmovilizado (datos no mostrados).

Ejemplo 4: Capacidad de unién de los mAb inhibidores caracterizados 475 y 926

Las mutaciones en el dominio de lectina de FimH pueden provocar la pérdida de epitopos que son cruciales para
generar una respuesta inmunitaria fuerte y funcional, tal como los epitopos que estan presentes en el sitio de unién
de FimH. Para garantizar que la integridad del sitio de unién no se viera comprometida en las mutaciones descritas en
el presente documento, se evalud la unién de los anticuerpos monoclonales (mAb) mAb475 y mAb926 a los dominios
de lectina de FimH mutantes. mAb475 y mAb926 reconocen epitopos superpuestos pero distintos en el dominio de
lectina de FimH dentro del sitio de unién a manosa de FimH (Kisiela et al. 2013 y 2015).

Resultados
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Los dominios de lectina de FimH mutados se han descrito previamente en el documento W002102974. El documento
WO02102974 describe una lista extensa de posibles mutaciones, en su mayoria no especificadas (se sugieren 65
posibles sitios de mutacién en el dominio de lectina de FimH, que tiene aproximadamente 159 aminoacidos de
longitud). Sin embargo, el documento W002102974 indica que los dominios de lectina de FimH que tienen una
sustitucién de aminoacidos en la posicién 54, 133 o 135 son los candidatos mas prometedores, FimH_Q133K se
menciona explicitamente como una opcién altamente preferida. Por lo tanto, fue bastante sorprendente que FimH-23-
10_Q133K no fuera reconocido por el mAb475 funcional, lo que indica problemas de integridad del sitio de unién (Tabla
3). Por el contrario,

FimH-23-10_F144V fue reconocido tanto por mAb475 como por mAb926, lo que indica que el sitio de unién permanecid
completamente intacto (Tabla 3).

Tabla 3: Capacidad de unién de los mAb inhibidores caracterizados 475 y 926
Integridad del sitio de unidn

Variante mAb 475 mAb 926
F144 Vv Unién Unién
R60P Unién Unién
R60P-Q133K Sin Unién Unién
Q133K Sin Unién Unién
FimH LD wt Unién Unién

Por lo tanto, en conclusidn, de todas las variantes de FimH, FimH_F144V mostré una afinidad fuertemente reducida
por la manosa (lo que indica que la variante estaba en la conformacién de baja afinidad por la manosa) y fue capaz
de inhibir la unién de proteinas del dominio de lectina de FimH de alta y baja afinidad al mono-manésido inmovilizado.
Ademés, FimH_F144V indujo los niveles més altos de anticuerpos funcionales de todas las mutaciones ensayadas y
se demostré que tenia un sitio de unién intacto. Este mutante también se pudo fabricar en un complejo FimCH. En
conclusion, el dominio de lectina de FimH con una valina en la posicién 144 tiene una combinacién sorprendente de
caracteristicas que lo hacen muy adecuado como componente de vacuna, es decir, mejor que el tipo natural en el que
hasta ahora se han centrado los esfuerzos para desarrollar una vacuna basada en FimH, y mejor que las demas
variantes ensayadas en el presente documento.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que comprende un dominio de lectina de FimH, en donde el dominio de lectina de FimH comprende
un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en valina (V), isoleucina (1), leucina (L), glicina (G), metionina (M)
y alanina (A) en la posicién que corresponde a la posicién 144 en la SEQ ID NO: 1.

2. Un polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el polipéptido comprende una mutacién y en donde la
mutacion es una sustitucién F144V.

3. Un polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en donde el dominio de lectina de FimH tiene una secuencia
de aminoacidos que tiene al menos un 90 %, preferentemente al menos un 95 %, més preferentemente al menos un
97 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1, preferentemente en donde el dominio de lectina de FimH
comprende la SEQ ID NO: 1, y en donde el residuo de fenilalanina en la posicion 144 est4 sustituido por valina.

4. Un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el polipéptido comprende
ademas un dominio de pilina de FimH.

5. Un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el polipéptido es una
FimH de longitud completa que tiene al menos un 90 %, preferentemente al menos un 95 %, més preferentemente al
menos un 97 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2, preferentemente en donde la FimH comprende la
SEQ ID NO: 2, y en donde el residuo de fenilalanina en la posicién 144 esta sustituido por valina.

6. Un complejo que comprende un polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 4 0 5y FimC (FimCH).
7. Un polinucleétido que codifica el polinucleétido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

8. Una composicidn farmacéutica que comprende un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1-5, un complejo de acuerdo con la reivindicacién 6, o un polinucleétido de acuerdo con la reivindicacién 7.

9. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde la composicidén comprende ademas un
adyuvante.

10. Un polipéptido de acuerdo con las reivindicaciones 1-5, un complejo de acuerdo con la reivindicacién 6, un
polinucledtido de acuerdo con la reivindicaciéon 7 o una composicién farmacéutica acuerdo con la reivindicaciéon 8 0 9,
para su uso como un medicamento.

11. Un polipéptido de acuerdo con las reivindicaciones 1-5, un complejo de acuerdo con la reivindicacién 6, un
polinucledtido de acuerdo con la reivindicaciéon 7 o una composicién farmacéutica acuerdo con la reivindicaciéon 8 0 9,
para su uso en la induccién de una respuesta inmunitaria contra una bacteria de la familia de Enterobacteriaceae.

12. El polipéptido, polinucleétido, complejo o composicién farmacéutica para un uso de acuerdo con la reivindicacion
11, en donde la bacteria es E. coli o Klebsiella, preferentemente E. coli.

13. Un polipéptido de acuerdo con las reivindicaciones 1-5, un complejo de acuerdo con la reivindicacién 6, un
polinucleétido de acuerdo con la reivindicacién 7 0 una composicién farmacéutica acuerdo con la reivindicacién 8 0 9,
para su uso en la prevencién o el tratamiento de una infeccién de las vias urinarias causada por E. coli en un sujeto.

14. Un polipéptido de acuerdo con las reivindicaciones 1-5, un complejo de acuerdo con la reivindicacién 6, un
polinucleétido de acuerdo con la reivindicacién 7 0 una composicién farmacéutica acuerdo con la reivindicacién 8 0 9,
para su uso en un método para tratar o prevenir una afeccidén relacionada con enterobacilos en un sujeto que lo
necesite, que comprende la administracién al sujeto de una cantidad eficaz del polipéptido de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-5, de un complejo de acuerdo con la reivindicacién 6, un polinucleétido de acuerdo
con la reivindicacién 7 o de una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 8 0 9.

15. Un vector que comprende un polinucleétido de acuerdo con la reivindicacién 7.
16. Un método para producir un polipéptido que comprende un dominio de lectina de FimH, que comprende expresar
el polipéptido a partir de una célula recombinante que contiene el polinucleétido de la reivindicacion 7 y/o el vector de

la reivindicacién 15, comprendiendo ademas opcionalmente el método recuperar y purificar el polipéptido, lo que
opcionalmente va seguido de la formulacién en una composicién farmacéutica del polipéptido.
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