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DESCRIPCION
Proteinas NGAL mutantes y usos de las mismas
Antecedentes

NGAL (lipocalina 2) es una proteina pequefia con un peso molecular de aproximadamente 22 kD. NGAL se une a
sideréforos de union a hierro, tales como enteroquelina, con alta afinidad y por tanto quela y produce una circulacién
de hierro. Una vez producida en células, NGAL se secreta al espacio extracelular y se transporta al riién donde
pasa la barrera de filtracion del glomérulo y entra en la orina primaria. Sin embargo, NGAL se reabsorbe entonces
eficazmente por receptores de megalina localizados en el lado apical de los epitelios de los tibulos proximales. Una
vez que la NGAL se reabsorbe y se somete a endocitosis, circula a los lisosomas y se degrada. Una vez degradada,
cualquier hierro que transportara la NGAL al rifidn se reabsorbe.

Sumario de la invencion

La presente invencion se basa, en parte, en el desarrollo de versiones mutantes de la proteina NGAL que no se
reabsorben en el rifidn y, por tanto, a diferencia de NGAL de tipo natural, se excretan en cantidades significativas en
la orina. Como NGAL de tipo natural, estas formas mutantes de NGAL tienen la capacidad de unirse a sider6foros de
unién a hierro, tales como enteroquelina. Por tanto, estos mutantes de NGAL pueden usarse para la circulacion de
hierro fuera del cuerpo facilitando su excrecién en la orina. Como tales, las proteinas NGAL mutantes de la invencién
pueden usarse en el tratamiento de sobrecarga de hierro y enfermedades y trastornos asociados con sobrecarga de
hierro. Ademas, las proteinas NGAL mutantes de la invencién tienen actividad bacteriostatica y pueden usarse para
tratar infecciones bacterianas de las vias urinarias. Estos y otros aspectos de la presente invencién se describen en
mas detalle a continuacién, y en otras secciones de esta solicitud.

En una realizacion la presente invencion proporciona una proteina NGAL mutante que comprende SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 0 SEQ ID NO: 5 en la que la proteina NGAL mutante (a) puede unirse a un sideréforo,
y (b) se excreta en la orina.

En algunas realizaciones el % de la proteina NGAL mutante que se acumula en la orina tras la administracion
sistémica de la proteina NGAL mutante a un sujeto es mayor que el % de proteina NGAL WT que se acumula en la
orina tras la administracion sistémica de proteina NGAL WT a un sujeto. En algunas realizaciones el % de la
proteina NGAL mutante que se acumula en la orina tras la administracion sistémica de la proteina NGAL mutante a
un sujeto es mayor de 10 veces o mayor de 100 veces méas que el % de proteina NGAL WT que se acumula en la
orina tras la administracién sistémica de proteina NGAL WT a un sujeto. En una realizacién el % de la proteina
NGAL mutante que se acumula en la orina tres horas tras la administracion sistémica de la proteina NGAL mutante a
un sujeto es del 1% o mas, o el 2% o mas, o el 5% o mas, o el 10% o mas, o el 20% o mas. Esto es
significativamente superior al % de proteina NGAL WT que se acumula en la orina, normalmente sélo
aproximadamente el 0,1% de NGAL WT que se administra a un sujeto se acumula de manera sistémica en la orina a
lo largo del mismo periodo de tiempo.

En algunas realizaciones la presente invencion proporciona una secuencia de acido nucleico que codifica para una
proteina NGAL mutante. En algunas realizaciones la presente invencion proporciona un vector de expresion que
comprende una secuencia de acido nucleico de este tipo operativamente unida a un promotor. La presente invencion
también proporciona células bacterianas y células de mamifero que expresan de manera estable tales acidos
nucleicos y que pueden ser Utiles para la produccién de proteinas NGAL mutantes recombinantes.

La presente invencién también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden las proteinas NGAL
mutantes de la invencién y composiciones farmacéuticas que comprenden complejos de tales proteinas NGAL
mutantes junto con un sideréforo, tal como enteroquelina, pirogalol, carboximicobactina, catecol o variantes de los
mismos.

La presente invencién también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden las proteinas NGAL
mutantes de la invencién para su uso en el tratamiento de sobrecarga de hierro en un sujeto que lo necesita.

La presente invencién también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden las proteinas NGAL
mutantes de la invencion para su uso en el tratamiento de infecciones bacterianas de las vias urinarias en un sujeto
que lo necesita.

Estas y otras realizaciones de la invencion se describen adicionalmente en las siguientes secciones de la solicitud,
incluyendo la descripcion detallada, los ejemplos, las reivindicaciones y los dibujos.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Alineacién de proteina Ngal de ser humano (HsNgal; NP_005555 - NGAL humana WT - SEQ ID NO: 1),
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ratén (MmNgal; NP_032517, SEQ ID NO: 17), rata (RnNgal; NP_570097, SEQ ID NO: 18), chimpancé (PiNgal,
XP_001153985, SEQ ID NO: 14), bovino (BtNgal; XP_605012; SEQ ID NO: 16), perro (CMgal; SEQ ID NO: 12),
jabali (SsNgal; SEQ ID NO: 13), mono rhesus (MamNgal, SEQ ID NO: 15) y caballo (Equus caballus (Ec) NGAL,
SEQ ID NO: 11). La secuencia de proteina NGAL humana esta en negrita, y los residuos de aminoacido sobre la
superficie de proteinas NGAL estan subrayados. A y ¢ indican los residuos cargados positivamente conservados y
no conservados (arginina [R], lisina [K] e histidina [H]) sobre la superficie de proteina Ngal funcional,
respectivamente. Magenta: residuos cargados positivamente; azul: residuos cargados negativamente; rojo: residuos
apolares e hidréfobos; verde: residuos polares e hidroéfilos.

Figura 2. Comparacion de proteinas megalina de ser humano (SEQ ID NO: 19) y ratéon (SEQ ID NO: 20). Las
secuencias de las proteinas megalina de ser humano y ratdbn se alinearon usando ClustalW2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/), y se mostré6 que compartian el 76% de identidad y el 87% de similitud,
respectivamente.

Figura 3. Examen de mutantes de NGAL %ue presentan acumulacion especifica en orina. (A). Los mutantes de
NGAL se unen a enteroquelina (Ent) y **Fe®* formando un complejo. Se mezcl6 la proteina mutante Apo NGAL (4
nmol) con *°Fe** y Ent de igual cantidad molar, y se incubaron a temperatura ambiente (TA) durante 30 minutos.
Entonces se lavd la mezcla durante 4 x 5 minutos en una columna de filtro con un punto de corte de 10K, y se
calculé Ent->>Fe* unido a NGAL como porcentaje de >°Fe’* total de partida. B-D. El complejo NGAL-Ent-""Fe®*
preparado se inyectd por via intraperitoneal en ratones (hembra, 4 semanas), y se recogio la orina (B) durante 3
horas en una jaula metabdlica. Se disecaron el higado (C) y los rifiones (D) y se solubilizaron en NaOH 1 My SDS al
2% para el examen de la acumulacion de ®Fe®, expresada como un porcentaje del complejo NGAL-Ent-*Fe** total.

Figura 4. Comparacion de las estructuras de NGAL de tipo natural y la proteina NGAL mutante K3. (A). Se uso la
estructura cristalina de proteina NGAL de tipo natural (nUmero de registro: InglA.pdb) para predecir la estructura
tridimensional de la proteina mutante K3 usando Swissmodel (http:/swissmodel.expasy.org). Se predice que la
organizacion del bolsillo de union a Ent-hierro en la proteina K3 es muy similar al de en NGAL de tipo natural. (B). La
proteina mutante K3 tiene menos residuos cargados positivamente (arginina, lisina o histidina) sobre su superficie en
comparacion con NGAL de tipo natural segun la estructura tridimensional modelada. Se muestran los residuos
cargados positivamente como moléculas de esferas y barras, y el color amarillo indica la superficie accesible al
disolvente de la proteina NGAL.

Figura 5. Porcentaje de recuperacion de *Fe* tras la inyeccion de proteinas mutantes NGAL compleajadas con
enteroquelina y *°Fe®". Se calculé la cantidad de Ent->Fe®* unido a NGAL como porcentaje del *°Fe®" total de
partida. Se muestra la recuperacion en la orina, el rifidn, el pulmén, el bazo, el higado y el corazén. D1 es SEQ ID
NO: 32; B1 es SEQ ID NO: 24; K1 es SEQ ID NO: 7; K2 es SEQ ID NO: 3; K3 es SEQ ID NO: 2; K5 es SEQ ID NO:
6; 15 es SEQ ID NO: 45.

Figura 6. (A), izquierda: Enteroquelina:Fe. El sider6foro esencial de organismos Gram-negativos. Se compone de
tres grupos catecol unidos entre si por una estructura principal. El hierro (rojo) se une con una afinidad de 10-49 M.
(B), derecha: Enteroquelina:Fe unido dentro del caliz de la proteina Ngal con una afinidad de 0,4 nM. Los mutantes
K1 - K8 representan los mutantes D1-4, D1-4-1, D1-4-2-1, d1-4-2-1-1, d1-4-2-1-3, d1-4-2-1-4, WT-3 y D1-4-2 para
los que se proporcionan las secuencias en el presente documento.

Figura 7. Aclaramiento de Ngal mediante el tubulo proximal. Se introdujo FI-Ngal en el peritoneo, y tras 1 hora se
recogi6 el rindn. Se localizé Ngal en lisosomas del tibulo proximal. Los mutantes K1 - K8 representan los mutantes
D1-4, D1-4-1, D1-4-2-1, d1-4-2-1-1, d1-4-2-1-3, d1-4-2-1-4, WT-3 y D1-4-2 para los que se proporcionan las
secuencias en el presente documento.

Figura 8. Mientras que las transferencias de carga de ligando-metal entre Ent y Fe3+ (Imax = 498 nm) no se
modificaron mediante la adicion de proteina Ngal (obsérvese la coloracion roja en los 2 tubos a la izquierda),
catecol:Fe3+ se convertia de un complejo de FeL (azul, Imax = 575 nm) a un complejo de FelL3 (rojo, Imax= 498 nm)
cuando se unia a Ngal (tubos de la derecha) y produjo un espectro idéntico a Ent:Fe.

Figura 9. Se visualizé mediante autorradiografia la circulacion de 55Fe unido a Ngal a través del suero hasta el
rindn. Obsérvense los granos de plata negros en los tlbulos proximales pero no en nefronas distales tras la
introduccion de Ngal:Ent:55Fe o Ngal:catecol:55Fe. Los mutantes K1 - K8 representan los mutantes D1-4, D1-4-1,
D1-4-2-1, d1-4-2-1-1, d1-4-2-1-3, d1-4-2-1-4, WT-3 y D1-4-2 para los que se proporcionan las secuencias en el
presente documento.

Figura 10. Se recogi6 orina de ratones tanto de tipo natural como con delecion de megalina. Se detecté Ngal
mediante inmunotransferencia usando anticuerpos policlonales anti-Ngal de ratéon. Los mutantes K1 - K8
representan los mutantes D1-4, D1-4-1, D1-4-2-1, d1-4-2-1-1, d1-4-2-1-3, d1-4-2-1-4, WT-3 y D1-4-2 para los que se
proporcionan las secuencias en el presente documento.

Figura 11. Biopsia de riidn humano para detectar AKI tefiido con anticuerpos anti-Ngal. Obsérvese la asociacion de
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NGAL con la capsula de Bowman y con los endosomas apicales del tubulo proximal (tincién de color rojo-marron).
Los mutantes K1 - K8 representan los mutantes D1-4, D1-4-1, D1-4-2-1, d1-4-2-1-1, d1-4-2-1-3, d1-4-2-1-4, WT-3 y
D1-4-2 para los que se proporcionan las secuencias en el presente documento.

Figura 12. Liberacion de ligandos de Ngal como resultado de la acidificacién. El pH bajo liberé 55Fe de complejos
Ngal:catecol:Felll pero no de Ngal:Ent:Felll. La carga de Felll a pH 7,0 se defini6 como el 100% del ensayo. El
catecol diferia significativamente de Ent (P=0,00012). Los mutantes K1 - K8 representan los mutantes D1-4, D1-4-1,
D1-4-2-1, d1-4-2-1-1, d1-4-2-1-3, d1-4-2-1-4, WT-3 y D1-4-2 para los que se proporcionan las secuencias en el
presente documento.

Figura 13. Parte superior: Inmunodeteccién de orina mediante inmunotransferencia de tipo Western de Ngal wt y
mutante en la orina 3 h tras la inyeccion i.p. (80 mg). Parte del medio: El material de partida muestra la
inmunotransferencia de proteinas NGAL WT y mutantes (100 ng) y la parte inferior SDS-Page y tincion de
Coomassie. Los mutantes K1 - K8 representan los mutantes D1-4, D1-4-1, D1-4-2-1, d1-4-2-1-1, d1-4-2-1-3, d1-4-2-
1-4, WT-3y D1-4-2.

Figura 14. Actividad de retencion de 55Fe3+ de Ngal:Ent de tipo natural y mutante. Los mutantes K1 - K8
representan los mutantes D1-4, D1-4-1, D1-4-2-1, d1-4-2-1-1, d1-4-2-1-3, d1-4-2-1-4, WT-3 y D1-4-2.

Figura 15. Determinacién de la afinidad de sider6foro:hierro en complejo con Ngal de tipo natural. (A) Analisis de
extincion de fluorescencia de Ngal con sideréforos (“L”) (B) o Ngal con Felll-sideréforos (“FelL3”). Obsérvese que
Felll potencia drasticamente la afinidad de Ngal por diferentes catecoles. 2,3DHBA= Ent. Los mutantes K1 - K8
representan los mutantes D1-4, D1-4-1, D1-4-2-1, d1-4-2-1-1, d1-4-2-1-3, d1-4-2-1-4, WT-3 y D1-4-2 para los que se
proporcionan las secuencias en el presente documento.

Figura 16. Analisis de 55Fe3+ que se suministré6 mediante Ngal:Ent de tipo natural o mutante a orina de ratén. En
esta figura K1 - K8 representan los mutantes D1-4, D1-4-1, D1-4-2-1, d1-4-2-1-1, d1-4-2-1-3, d1-4-2-1-4, WT-3 y D1-
4-2.

Figura 17. Ngal quela eficazmente Felll. Se detect6 conversién de HPF en fluoresceina (ex. 490 nm, em. 515 nm) en
presencia de catecol, hierrolll y H202 (linea negra), pero la adicién de Ngal bloqued esta reaccion (linea gris); P<10-
5. Los mutantes K1 - K8 representan los mutantes D1-4, D1-4-1, D1-4-2-1, d1-4-2-1-1, d1-4-2-1-3, d1-4-2-1-4, WT-3
y D1-4-2 para los que se proporcionan las secuencias en el presente documento.

Figura 18. El mutante de Ngal K3 inhibe la actividad redox del hierro. Se detectaron radicales oxidativos producidos
por Fe(lll), catecol y H202 mediante una sonda fluorescente, 3’-(p-hidroxifenil)fluoresceina (HPF), y la produccion de
los radicales oxidativos se inhibié completamente por proteinas Ngal de tipo natural (WT) y K3.

Figura 19. Muestra la alineacién de aminoacidos y secuencias de NGAL WT (SEQ ID NO: 1) y mutante de NGAL K3
(SEQ ID NO: 2).

Figura 20. El tubo de la izquierda muestra que NGAL se une a catecol:Fe encontrado en la orina, generando un color
rojo brillante. El tubo contiene la forma mutante K3 de NGAL que puede sortear el tubulo proximal y suministrar
hierro o Apo-NGAL a la orina. Tubo de la derecha: Apo-Ngal. Estos datos muestran que la NGAL mutante K3 puede
unirse a sideréforos tales como Ent:Fe y por tanto se predice que transporta hierro desde la sangre a la orina.

Descripcion detallada

La presente invencion se basa, en parte, en el desarrollo de versiones mutantes de la proteina NGAL que no se
reabsorben en el rifidn y, por tanto, a diferencia de NGAL de tipo natural, se excretan en la orina. Estas formas
mutantes de NGAL tienen la capacidad de unirse a sideréforos de unién a hierro, tales como enteroquelina, y
pueden usarse para la circulacién de hierro fuera del cuerpo mediante excrecién en la orina. Como tales, las
proteinas NGAL mutantes de la invencidn pueden usarse en el tratamiento de sobrecarga de hierro y enfermedades
y trastornos asociados con sobrecarga de hierro. Ademas, las proteinas NGAL mutantes de la invencion tienen
actividad bacteriostatica y pueden usarse para tratar infecciones de las vias urinarias. Por tanto, la presente
invencion proporciona proteinas NGAL mutantes, composiciones farmacéuticas que comprenden tales proteinas
NGAL mutantes, o bien solas o bien complejadas con sideréforos, y el uso de tales proteinas NGAL mutantes y
composiciones en el tratamiento de diversos trastornos y enfermedades, tales como en el tratamiento de trastornos
asociados con sobrecarga de hierro y en el tratamiento de infecciones bacterianas de las vias urinarias. Estos y
otros aspectos de la presente invencién se describen mas completamente a continuacion, y también en otras
secciones de esta solicitud.

ABREVIATURAS Y DEFINICIONES

La abreviatura “NGAL” se refiere a lipocalina asociada a gelatinasa de neutréfilos (Neutrophil Gelatinase Associated
Lipocalin). NGAL también se denomina en la técnica lipocalina de neutréfilos humana, siderocalina, proteina
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relacionada con a-microglobulina, Scn-NGAL, lipocalina 2, 24p3, proteina superinducible 24 (SIP24), uterocalina y
lipocalina relacionada con neu. Estos nombres alternativos para NGAL pueden usarse de manera intercambiable en
el presente documento. A menos que se establezca otra cosa, el término “NGAL”, tal como se usa en el presente
documento, incluye cualquier proteina NGAL, fragmento o mutante. En algunas realizaciones la proteina NGAL es
NGAL humana de tipo natural. En otras realizaciones la proteina NGAL es una proteina NGAL mutante.

La abreviatura hNGAL se refiere a NGAL humana.
La abreviatura “WT” se refiere a tipo natural, tal como una secuencia de aminoacidos o nucledétidos de tipo natural.

Tal como se usa en el presente documento el término “aproximadamente” se usa en el presente documento
queriendo decir de manera aproximada, mas o menos, alrededor o en la region de. Cuando se usa el término
“aproximadamente” conjuntamente con un intervalo numérico, modifica ese intervalo extendiendo los limites por
encima y por debajo de los valores numéricos expuestos. En general, el término “aproximadamente” se usa en el
presente documento para modificar un valor numérico por encima y por debajo del valor establecido en una varianza
del 20 por ciento arriba o abajo (superior o inferior).

NGAL

NGAL es una proteina pequefia con un peso molecular de aproximadamente 22 kD y es una proteina de unién a
sideréforos. Un sideréforo es una molécula organica que se une a y quela hierro. Las bacterias producen el
sideré6foro enteroquelina, y los mamiferos expresan de manera enddégena una molécula de tipo similar, pero mas
sencilla, denominada catecol. La enteroquelina tiene una afinidad extremadamente alta por el hierro, y NGAL de tipo
natural tiene una alta afinidad por el complejo de enteroquelina-hierro. EI complejo de enteroquelina-hierro-NGAL es
insensible al pH y el hierro unido es inactivo redox. Por tanto el hierro unido a tales complejos de NGAL no esta
disponible para catalizar la formacién de radicales de oxigeno, haciendo que NGAL sea un quelante de hierro ideal
para su uso in vivo.

NGAL, y una vez producida en las células, se secreta al espacio extracelular y se aclara rapidamente por el rifidn
con una semivida de 10 minutos. Los niveles en suero y orina de la proteina pueden llegar a ser muy altos en varios
modelos de enfermedad. La proteina NGAL se transporta al riién de seres humanos sanos y puede pasar la barrera
de filtracion de los glomérulos (el tamafio de corte de la filtracion es de aproximadamente 70 kD) entrando en la
orina primaria, pero luego se reabsorbe eficazmente NGAL mediante receptores megalina o megalina-cubilina-
cubilina localizados en el lado apical de los epitelios de los tubulos proximales. La megalina es un receptor universal
con amplia especificidad de sustrato y se expresa en la superficie apical de los tubulos proximales del rifidn en
donde esta implicada en la reabsorcion de proteinas. La unién de la megalina a sus sustratos estd mediada por
interacciones idnicas, y sus dominios de unién a sustrato cargados negativamente pueden unirse eficazmente a las
superficies cargadas positivamente de proteinas en el filirado urinario. Una vez absorbida y sometida a endocitosis,
NGAL circula a los lisosomas, en donde se degrada. Una vez degradada, se reabsorbe el hierro que transporta
NGAL al rifidn.

MUTANTES DE NGAL

La presente invencion proporciona proteinas NGAL mutantes, incluyendo, pero sin limitarse a, las que se han
mutado para eliminar residuos cargados positivamente que pueden estar implicados en la interacciéon con megalina.
Como NGAL WT, los mutantes de NGAL de la invencién tienen alta afinidad por complejos enteroquelina-hierro pero
parecen tener una afinidad significativamente reducida por megalina (tabla 1). Por tanto, en vez de reabsorberse
mediante un mecanismo mediado por receptor megalina en el rifién, los mutantes de NGAL de la invencién, y
complejos de estos mutantes con enteroquelina y hierro, no se reabsorben eficazmente en el rifdn y en su lugar se
excretan en la orina. Las proteinas NGAL mutantes de la invencién pueden usare por tanto para eliminar
eficazmente el hierro excesivo del cuerpo y que circule a la orina en una forma inactiva redox segura. Ademas,
informes previos han mostrado que NGAL-enteroquelina-hierro tiene poca o ninguna toxicidad quimica o celular,
sugiriendo que podria usarse de manera segura terapéuticamente, por ejemplo en el tratamiento terapéutico de
enfermedades y trastornos asociados con sobrecarga de hierro, tales como hemocromatosis.

Los términos “proteina NGAL mutante” y “mutante de NGAL” tal como se usan en el presente documento, se refieren
a una proteina o una secuencia de aminoacidos que difiere en uno o mas aminoacidos de la secuencia de
aminodcidos de NGAL humana WT (SEQ ID NO. 1, véase la secuencia de HsNGAL en la figura 1).

Se dan a conocer proteinas NGAL mutantes que pueden tener uno o0 mas cambios “no conservativos”, en las que un
aminoacido dado se sustituye por otro aminoacido que tiene propiedades estructurales o quimicas diferentes. En
varias realizaciones se mutan residuos de lisina, arginina y/o histidina basicos/cargados positivamente sobre la
superficie de la proteina NGAL, tales como los que interaccionan con megalina, sustituyendo estos residuos con
residuos no basicos/no cargados positivamente. Estos son cambios no conservativos. Por ejemplo, en varias
realizaciones, se sustituyen residuos de lisina (Lys - K), arginina (Arg - R) y/o histidina (His - H) béasicos/cargados
positivamente, tales como aquellos sobre la superficie de la proteina NGAL que pueden estar implicados en la
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interaccion con megalina, por residuos no basicos/no cargados positivamente tales como alanina (Ala - A),
asparagina (Asn - N), &cido aspértico (Asp - D), cisteina (Cys - C), glutamina (GIn - Q), acido glutamico (Glu - E),
glicina (Gly - G), isoleucina (lle - 1), leucina (Leu - L), metionina (Met - M), fenilalanina (Phe - F), prolina (Pro - P),
serina (Ser - S), treonina (thr - T), triptéfano (Trp - W), tirosina (Tyr - Y) y valina (Val - V). En algunas realizaciones,
se sustituyen residuos de lisina, arginina y/o histidina basicos/cargados positivamente por residuos cargados
negativamente tales como acido aspartico (Asp - D) y acido glutamico (Glu - E).

En algunas realizaciones las proteinas NGAL mutantes pueden tener uno o mas cambios “conservativos”, en los que
un aminodcido dado se sustituye por otro aminoacido que tiene propiedades estructurales o quimicas similares. Por
ejemplo, en algunas realizaciones es deseable o bien dejar los residuos de NGAL que estan implicados en la
interaccion con el sidero6foro intactos o bien realizar s6lo cambios conservativos en esos residuos. Pueden hacerse
otras diversas sustituciones de aminodcidos conservativas en toda la proteina NGAL, tales como sustituciones de
aminoacidos conservativas que no destruyen la capacidad de los mutantes de NGAL para transportar hierro fuera
del cuerpo. Un tipo de sustitucion de aminoacido conservativa se refiere a la capacidad de intercambio de residuos
que tienen cadenas laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas
es glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; un grupo de aminodcidos que tienen cadenas laterales de hidroxilo
alifaticas es serina y treonina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen amida es
asparagina y glutamina; un grupo de aminoécidos que tienen cadenas laterales aromaticas es fenilalanina, tirosina y
triptéfano; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales bésicas es lisina, arginina e histidina; y un grupo
de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre es cisteina y metionina. Grupos de sustitucion
conservativa de aminodcidos Utiles son: valina leucina isoleucina, fenilalanina tirosina, lisina arginina, alanina valina,
y asparagina glutamina.

Las proteinas NGAL mutantes pueden contener diversas mutaciones (incluyendo adiciones, deleciones y
sustituciones) ademas de las mutaciones de residuos especificos expuestas en el presente documento (a
continuacion), incluyendo, por ejemplo, adiciones en o deleciones de los extremos N- y/o C-terminales de los
mutantes de NGAL. Cualquiera de tales mutaciones puede hacerse hasta el grado de que no afecte de manera
adversa a la capacidad de los mutantes de NGAL para unirse a un sideroforo, para transportar hierro y/o para
excretarse en la orina.

En realizaciones adicionales, los mutantes de NGAL pueden comprender uno o mas aminoacidos que no se
producen de manera natural. Los aminoacidos no naturales, tales como los que contienen grupos funcionales de
cadena lateral Unicos incluyendo halégenos, hidrocarburos insaturados, heterociclos, silicio y unidades
organometalicas, pueden ofrecer ventajas en la mejora de la estabilidad de las proteinas. Muchos de tales
aminoacidos que no se producen de manera natural se conocen. Tales aminoacidos que no se producen de manera
natural pueden usarse en los mutantes de NGAL dados a conocer en el presente documento.

En determinadas realizaciones, los mutantes de NGAL pueden tener un determinado % de identidad con respecto a
NGAL humana WT o con respecto a algun otro mutante de NGAL. Los siguientes términos se usan para describir las
relaciones de secuencia entre dos 0 mas polinucleé6tidos o secuencias de aminoacidos: “identidad de secuencia”,
“porcentaje de identidad de secuencia”’ e “identidad”. Estos términos se usan segun su significado habitual en la
técnica. El porcentaje de identidad de secuencia se mide con referencia a una secuencia de referencia. El término
“identidad de secuencia” significa que dos secuencias de polinucleétidos o de amino&cidos son idénticas (es decir,
en una base de nucleétido a nucleétido). El término “porcentaje de identidad de secuencia” se calcula comparando
dos secuencias 6ptimamente alineadas, determinando el nimero de posiciones en las que aparece el aminoacido o
base de acido nucleico idéntico en ambas secuencias para dar el nimero de posiciones coincidentes, dividiendo el
numero de posiciones coincidentes entre el nimero total de posiciones, y multiplicando el resultado por 100 para dar
el porcentaje de identidad de secuencia.

Trece residuos de superficie positivos no conservados en NGAL

La proteina NGAL contiene trece residuos de aminoacido de superficie basicos/positivos que no estan conservados
entre las especies, concretamente los residuos Lys 15, Lys 46, Lys 50, Lys 59, Lys 62, Lys 73, Lys 74, Lys 75, Lys
98, His 118, Arg 130, Lys 149 e His 165. Los datos presentados en la presente solicitud demuestran que las
mutaciones de diversas combinaciones de estos trece residuos de aminoacido da como resultado la generacion de
mutantes de NGAL que, como NGAL WT, tienen la capacidad de unirse a enteroquelina-hierro pero, a diferencia de
NGAL WT, no se reabsorben eficazmente en el rifidn. Tales mutantes de NGAL, cuando se complejan con un
sideréforo tal como enteroquelina, pueden usarse para transportar el hierro en exceso fuera del cuerpo facilitando su
excrecion en la orina. Tales mutantes de NGAL pueden tener también actividad bacteriostatica y pueden usarse para
tratar infecciones bacterianas de las vias urinarias.

Se dan a conocer proteinas NGAL mutantes que comprenden, consisten en o consisten esencialmente en
secuencias de aminoacidos que se basan en la secuencia de aminoacidos de NGAL humana WT, o un fragmento de
la misma, pero que contienen una o més mutaciones. En una realizacién, se da a conocer un mutante de NGAL que
tiene, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce o las trece de las siguientes posiciones de
aminoacido mutadas en comparacion con NGAL humana WT: Lys 15, Lys 46, Lys 50, Lys 59, Lys 62, Lys 73, Lys
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74, Lys 75, Lys 98, His 118, Arg 130, Lys 149 e His 165. En algunas realizaciones cinco o mas de las trece
posiciones de aminoacido enumeradas estdn mutadas en comparacion con NGAL humana WT. En algunas
realizaciones seis 0 mas de las trece posiciones de aminodcido enumeradas estdn mutadas en comparacién con
NGAL humana WT. En algunas realizaciones siete 0 mas de las trece posiciones de aminodcido enumeradas estan
mutadas en comparacion con NGAL humana WT. En algunas realizaciones ocho o mas de las trece posiciones de
aminoacido enumeradas estan mutadas en comparacion con NGAL humana WT. En algunas realizaciones nueve o
mas de las trece posiciones de aminoacido enumeradas estan mutadas en comparacion con NGAL humana WT. En
algunas realizaciones diez o0 mas de las trece posiciones de aminoacido enumeradas estdn mutadas en
comparaciéon con NGAL humana WT.

En una realizacién los residuos de aminoacido mutados se delecionan. En otra realizacion los residuos de
aminoacido mutados se sustituyen por un aminoacido no cargado positivamente (es decir, una sustitucién no
conservativa). En otra realizacion los residuos de aminoacido mutados se sustituyen por un aminoacido cargado
negativamente (es decir una sustitucibn no conservativa). En otra realizacion el mutante de NGAL puede
comprender cualquier combinacion de tales mutaciones, es decir puede estar presente cualquier combinacion de
deleciones, sustituciones para aminodcidos no cargados positivamente, o sustituciones para aminoacidos cargados
negativamente en uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho nueve, diez, once, doce cualesquiera o los trece de
los residuos de aminoacido enumerados anteriormente. En realizaciones preferidas tales mutantes de NGAL no
estan mutados (es decir, tienen la misma secuencia de aminoacidos que NGAL humana WT), en uno o0 mas, 0 mas
preferiblemente todos, de los siguientes residuos de aminoacido que estan implicados en la interaccion NGAL-
enteroquelina: asparagina 39, alanina 40, tirosina 52, serina 68, triptéfano 79, arginina 81, tirosina 100, tirosina 1086,
fenilalanina 123, lisina 125, tirosina 132, fenilalanina 133 y lisina 134, o si estan mutados en estos residuos soélo se
realizan sustituciones conservativas.

En una realizacion preferida se da a conocer un mutante de NGAL en el que se sustituye Lys (K) 15 por un
aminoacido no cargado, incluyendo, pero sin limitarse a, Ser (S). En una realizacion preferida se da a conocer un
mutante de NGAL en el que se sustituye Lys (K) 46 por un aminoacido cargado negativamente, incluyendo, pero sin
limitarse a, Glu (E). En una realizacién preferida se da a conocer un mutante de NGAL en el que se sustituye Lys (K)
50 por un aminodcido no cargado, incluyendo, pero sin limitarse a, Thr (T). En una realizacion preferida se da a
conocer un mutante de NGAL en el que se sustituye Lys (K) 59 por un aminoacido no cargado, incluyendo, pero sin
limitarse a, GIn (Q). En una realizacién preferida se da a conocer un mutante de NGAL en el que se sustituye Lys (K)
62 por un aminoacido no cargado, incluyendo, pero sin limitarse a, Gly (G). En una realizacién preferida se da a
conocer un mutante de NGAL en el que se sustituye Lys (K) 73 por un aminodcido cargado negativamente,
incluyendo, pero sin limitarse a, Asp (D). En una realizacién preferida se da a conocer un mutante de NGAL en el
que se sustituye Lys (K) 74 por un aminoacido cargado negativamente, incluyendo, pero sin limitarse a, Asp (D). En
una realizacién preferida se da a conocer un mutante de NGAL en el que se sustituye Lys (K) 75 por un aminoacido
alifatico, incluyendo, pero sin limitarse a, Gly (G). En una realizacién preferida la presente invencion proporciona un
mutante de NGAL en el que se sustituye Lys (K) 98 por un aminoacido no cargado, incluyendo, pero sin limitarse a,
GIn (Q). En una realizacién preferida se da a conocer un mutante de NGAL en el que se sustituye His (H) 118 por un
aminoacido apolar, incluyendo, pero sin limitarse a, Phe (F). En una realizacién preferida se da a conocer un
mutante de NGAL en el que se sustituye Arg (R) 130 por un aminoacido no cargado, incluyendo, pero sin limitarse a,
Gin (Q). En una realizacion preferida se da a conocer un mutante de NGAL en el que se sustituye Lys (K) 149 por un
aminodcido no cargado, incluyendo, pero sin limitarse a, Gln (Q). En una realizacién preferida se da a conocer un
mutante de NGAL en el que se sustituye His (H) 165 por un aminoacido no cargado, incluyendo, pero sin limitarse a,
Asn (N).

Se da a conocer un mutante de NGAL que comprende, consiste esencialmente en o consiste en una secuencia de
aminoacidos que es al menos el 70%, o al menos el 75%, o al menos el 80%, o al menos el 85%, o al menos el
90%, o0 al menos el 95%, o al menos el 98% idéntica a la secuencia de NGAL humana WT (SEQ ID NO. 1), o un
fragmento de la misma, en el que uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce o los trece
residuos de entre Lys 15, Lys 46, Lys 50, Lys 59, Lys 62, Lys 73, Lys 74, Lys 75, Lys 98, His 118, Arg 130, Lys 149 e
His 165 se delecionan o se sustituyen por un aminoacido no cargado positivamente, tal como un amino&cido
cargado negativamente, y en el que el mutante de NGAL: (a) se excreta en la orina o presenta un mayor nivel de
excrecién en la orina que NGAL humana WT, y/o (b) no se reabsorbe en el tdbulo proximal del rifién o presenta un
nivel de reabsorcién inferior en el tibulo proximal del rifién en comparacién con NGAL humana WT, y/o (c) no es un
sustrato para la reabsorcion en el rindn mediante un mecanismo mediado por receptor megalina-cubilina-cubilina,
y/o (d) tiene afinidad reducida por el receptor megalina-cubilina en comparacién con NGAL WT, y/o (e) tiene menos
residuos cargados positivamente sobre su superficie accesible al disolvente en comparacion con NGAL humana WT,
y en el que el mutante de NGAL también (i) puede unirse a un sideréforo, y/o (ii) puede unirse a un sideréforo
complejado con hierro, y/o (iii) tiene una estructura tridimensional conservada del bolsillo de unién a enteroquelina
y/o (iv) tiene actividad bacteriostatica. En algunas realizaciones cinco o mas de las trece posiciones de aminoacido
enumeradas estan mutadas en comparacién con NGAL humana WT. En algunas realizaciones seis 0 méas de las
trece posiciones de aminoacido enumeradas estan mutadas en comparaciéon con NGAL humana WT. En algunas
realizaciones siete 0 mas de las trece posiciones de aminoacido enumeradas estdn mutadas en comparacion con
NGAL humana WT. En algunas realizaciones ocho 0 méas de las trece posiciones de amino&cido enumeradas estan
mutadas en comparacion con NGAL humana WT. En algunas realizaciones nueve o mas de las trece posiciones de
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aminoacido enumeradas estan mutadas en comparacion con NGAL humana WT. En algunas realizaciones diez o
mas de las trece posiciones de aminoacido enumeradas estan mutadas en comparacion con NGAL humana WT. En
realizaciones preferidas tales mutantes de NGAL no estdn mutados (es decir, tienen la misma secuencia de
aminodcidos que NGAL humana WT), en uno o méas, o méas preferiblemente todos, de los siguientes residuos de
aminoacido que estan implicados en la interaccion NGAL-enteroquelina: asparagina 39, alanina 40, tirosina 52,
serina 68, triptéfano 79, arginina 81, tirosina 100, tirosina 106, fenilalanina 123, lisina 125, tirosina 132, fenilalanina
133y lisina 134, o si estan mutados en estos residuos s6lo se realizan sustituciones conservativas.

Los mutantes de NGAL de la invencion incluyen los que comprenden la secuencia de mutantes K2, K3, 11 e I3
(véase la tabla 2).

En una realizacién, la presente invencién proporciona un mutante de NGAL que comprende la secuencia del
mutante de NGAL K3 (SEQ ID NO. 2), en el que los residuos 15, 46, 73, 74, 75, 98, 118, 130, 149 y 165 difieren
cada uno de la secuencia de NGAL humana WT y son cada uno aminoacidos no cargados positivamente, y en el
que el mutante de NGAL: (a) se excreta en la orina o presenta un mayor nivel de excrecion en la orina que NGAL
humana WT, y/o (b) no se reabsorbe en el tubulo proximal del rifidn o presenta un nivel de reabsorcion inferior en el
tubulo proximal del rifién en comparacién con NGAL humana WT, y/o (c) no es un sustrato para la reabsorcién en el
riidn mediante un mecanismo mediado por receptor megalina-cubilina, y/o (d) tiene afinidad reducida por el receptor
megalina-cubilina en comparacién con NGAL WT, y/o (e) tiene menos residuos cargados positivamente sobre su
superficie accesible al disolvente en comparacion con NGAL humana WT, y en el que el mutante de NGAL también
(i) puede unirse a un sideroforo, y/o (ii) puede unirse a un sideréforo complejado con hierro, y/o (iii) tiene una
estructura tridimensional conservada del bolsillo de unién a enteroquelina y/o (iv) tiene actividad bacteriostatica. En
algunas realizaciones cinco o mas de las trece posiciones de amino&dcido enumeradas estdn mutadas en
comparaciéon con NGAL humana WT. En algunas realizaciones seis 0 mas de las trece posiciones de aminodacido
enumeradas estdn mutadas en comparacion con NGAL humana WT. En algunas realizaciones siete o mas de las
trece posiciones de aminoacido enumeradas estan mutadas en comparacion con NGAL humana WT. En algunas
realizaciones ocho o mas de las trece posiciones de aminoacido enumeradas estan mutadas en comparacion con
NGAL humana WT. En algunas realizaciones nueve o mas de las trece posiciones de aminoacido enumeradas estan
mutadas en comparacion con NGAL humana WT. En algunas realizaciones diez o0 mas de las trece posiciones de
aminoacido enumeradas estan mutadas en comparacion con NGAL humana WT. En realizaciones preferidas tales
mutantes de NGAL no estan mutados (es decir, tienen la misma secuencia de aminodcidos que NGAL humana WT),
en uno 0 mas, o mas preferiblemente todos, de los siguientes residuos de aminoacido que estan implicados en la
interaccion NGAL-enteroquelina: asparagina 39, alanina 40, tirosina 52, serina 68, triptéfano 79, arginina 81, tirosina
100, tirosina 106, fenilalanina 123, lisina 125, tirosina 132, fenilalanina 133 y lisina 134, o si estan mutados en estos
residuos sélo se realizan sustituciones conservativas.

En otra realizacién, la presente invencion proporciona un mutante de NGAL que comprende la secuencia del
mutante de NGAL K2 (SEQ ID NO. 3), en el que los residuos 15, 73, 74, 75, 98, 118, 130, 149 y 165 difieren cada
uno de la secuencia de NGAL humana WT y son cada uno aminoacidos no cargados positivamente, y en el que el
mutante de NGAL: (a) se excreta en la orina o0 presenta un mayor nivel de excrecion en la orina que NGAL humana
WT, y/o (b) no se reabsorbe en el tdbulo proximal del rifdn o presenta un nivel de reabsorcion inferior en el tubulo
proximal del rindn en comparacion con NGAL humana WT, y/o (c) no es un sustrato para la reabsorcion en el rifién
mediante un mecanismo mediado por receptor megalina-cubilina-cubilina, y/o (d) tiene afinidad reducida por el
receptor megalina-cubilina-cubilina en comparacién con NGAL WT, y/o (e) tiene menos residuos cargados
positivamente sobre su superficie accesible al disolvente en comparaciéon con NGAL humana WT, y en el que el
mutante de NGAL también (i) puede unirse a un sideréforo, y/o (ii) puede unirse a un sideroéforo complejado con
hierro, y/o (iii) tiene una estructura tridimensional conservada del bolsillo de unién a enteroquelina y/o (iv) tiene
actividad bacteriostatica. En algunas realizaciones cinco o mas de las trece posiciones de aminoacido enumeradas
estan mutadas en comparacion con NGAL humana WT. En algunas realizaciones seis 0 mas de las trece posiciones
de aminoacido enumeradas estan mutadas en comparacion con NGAL humana WT. En algunas realizaciones siete
0 mas de las trece posiciones de aminoacido enumeradas estdn mutadas en comparacion con NGAL humana WT.
En algunas realizaciones ocho o mas de las trece posiciones de aminoacido enumeradas estan mutadas en
comparacion con NGAL humana WT. En algunas realizaciones nueve o mas de las trece posiciones de aminoacido
enumeradas estan mutadas en comparacién con NGAL humana WT. En algunas realizaciones diez o0 més de las
trece posiciones de aminodcido enumeradas estdn mutadas en comparacion con NGAL humana WT. En
realizaciones preferidas tales mutantes de NGAL no estdn mutados (es decir, tienen la misma secuencia de
aminoacidos que NGAL humana WT), en uno o mas, o mas preferiblemente todos, de los siguientes residuos de
aminoacido que estan implicados en la interaccion NGAL-enteroquelina: asparagina 39, alanina 40, tirosina 52,
serina 68, triptéfano 79, arginina 81, tirosina 100, tirosina 106, fenilalanina 123, lisina 125, tirosina 132, fenilalanina
133y lisina 134, o si estan mutados en estos residuos so6lo se realizan sustituciones conservativas.

En otra realizacién, la presente invencion proporciona un mutante de NGAL que comprende la secuencia del
mutante de NGAL I3 (SEQ ID NO. 4), en el que los residuos 62, 73, 74, 75 y 98 difieren cada uno de la secuencia de
NGAL humana WT y son cada uno aminoacidos no cargados positivamente, y en el que el mutante de NGAL: (a) se
excreta en la orina o presenta un mayor nivel de excreciéon en la orina que NGAL humana WT, y/o (b) no se
reabsorbe en el tubulo proximal del rifidn o presenta un nivel de reabsorcion inferior en el tabulo proximal del rifdn
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en comparacién con NGAL humana WT, y/o (c) no es un sustrato para la reabsorcién en el riidn mediante un
mecanismo mediado por receptor megalina-cubilina-cubilina, y/o (d) tiene afinidad reducida por el receptor megalina-
cubilina-cubilina en comparacion con NGAL WT, y/o (e) tiene menos residuos cargados positivamente sobre su
superficie accesible al disolvente en comparacion con NGAL humana WT, y en el que el mutante de NGAL también
(i) puede unirse a un sideroforo, y/o (ii) puede unirse a un sideréforo complejado con hierro, y/o (iii) tiene una
estructura tridimensional conservada del bolsillo de unién a enteroquelina y/o (iv) tiene actividad bacteriostatica. En
algunas realizaciones cinco o mas de las trece posiciones de aminodcido enumeradas estan mutadas en
comparacién con NGAL humana WT. En algunas realizaciones seis 0 mas de las trece posiciones de aminodacido
enumeradas estdn mutadas en comparacion con NGAL humana WT. En algunas realizaciones siete o mas de las
trece posiciones de aminoacido enumeradas estan mutadas en comparacion con NGAL humana WT. En algunas
realizaciones ocho o mas de las trece posiciones de aminoacido enumeradas estan mutadas en comparacion con
NGAL humana WT. En algunas realizaciones nueve o mas de las trece posiciones de aminoacido enumeradas estan
mutadas en comparacion con NGAL humana WT. En algunas realizaciones diez o mas de las trece posiciones de
aminoacido enumeradas estan mutadas en comparacion con NGAL humana WT. En realizaciones preferidas tales
mutantes de NGAL no estdn mutados (es decir, tienen la misma secuencia de aminodcidos que NGAL humana WT),
en uno 0 mas, o mas preferiblemente todos, de los siguientes residuos de aminoacido que estan implicados en la
interaccion NGAL-enteroquelina: asparagina 39, alanina 40, tirosina 52, serina 68, triptéfano 79, arginina 81, tirosina
100, tirosina 106, fenilalanina 123, lisina 125, tirosina 132, fenilalanina 133 y lisina 134, o si estan mutados en estos
residuos solo se realizan sustituciones conservativas.

En otra realizacién, la presente invencion proporciona un mutante de NGAL que comprende la secuencia del
mutante de NGAL 11 (SEQ ID NO. 5), en el que los residuos 15, 73, 74, 75 y 130 difieren cada uno de la secuencia
de NGAL humana WT y son cada uno aminoacidos no cargados positivamente, y en el que el mutante de NGAL: (a)
se excreta en la orina o presenta un mayor nivel de excrecion en la orina que NGAL humana WT, y/o (b) no se
reabsorbe en el tubulo proximal del rifidn o presenta un nivel de reabsorcion inferior en el tabulo proximal del rifdn
en comparacién con NGAL humana WT, y/o (c) no es un sustrato para la reabsorcién en el riidn mediante un
mecanismo mediado por receptor megalina-cubilina, y/o (d) tiene afinidad reducida por el receptor megalina-cubilina
en comparacion con NGAL WT, y/o (e) tiene menos residuos cargados positivamente sobre su superficie accesible
al disolvente en comparacion con NGAL humana WT, y en el que el mutante de NGAL también (i) puede unirse a un
sideréforo, y/o (ii) puede unirse a un sider6foro complejado con hierro, y/o (iii) tiene una estructura tridimensional
conservada del bolsillo de unién a enteroquelina y/o (iv) tiene actividad bacteriostatica. En algunas realizaciones
cinco 0 mas de las trece posiciones de aminoacido enumeradas estan mutadas en comparacién con NGAL humana
WT. En algunas realizaciones seis 0 mas de las trece posiciones de aminoacido enumeradas estan mutadas en
comparaciéon con NGAL humana WT. En algunas realizaciones siete 0 méas de las trece posiciones de aminoacido
enumeradas estdn mutadas en comparacion con NGAL humana WT. En algunas realizaciones ocho o mas de las
trece posiciones de aminoacido enumeradas estan mutadas en comparaciéon con NGAL humana WT. En algunas
realizaciones nueve o mas de las trece posiciones de aminodcido enumeradas estan mutadas en comparacion con
NGAL humana WT. En algunas realizaciones diez 0 més de las trece posiciones de aminoacido enumeradas estan
mutadas en comparacion con NGAL humana WT. En realizaciones preferidas tales mutantes de NGAL no estan
mutados (es decir, tienen la misma secuencia de aminoacidos que NGAL humana WT), en uno o mas, o mas
preferiblemente todos, de los siguientes residuos de aminoacido que estan implicados en la interaccion NGAL-
enteroquelina: asparagina 39, alanina 40, tirosina 52, serina 68, triptéfano 79, arginina 81, tirosina 100, tirosina 106,
fenilalanina 123, lisina 125, tirosina 132, fenilalanina 133 y lisina 134, o si estan mutados en estos residuos sélo se
realizan sustituciones conservativas.

En realizaciones adicionales los mutantes de NGAL descritos anteriormente tienen mutaciones en uno o mas de los
trece residuos de superficie positivos/basicos no conservados, pueden tener también mutaciones en uno o mas de
los cinco residuos de superficie positivos/basicos conservados a continuacion, o una o mas de las otras mutaciones
descritas en otras secciones posteriores de esta descripcién detallada.

Cinco residuos de superficie positivos/basicos conservados en NGAL

La proteina NGAL contiene cinco residuos de aminoacido de superficie basicos/positivos que estan conservados
entre las especies ser humano, rata, raton, chimpancé, vaca, perro, jabali y mono rhesus, concretamente los
residuos Arg(R) 43, Arg(R) 72, Arg(R) 140, Lys(K) 142, y Lys(K) 157. Se dan a conocer mutantes de NGAL que
tienen una, dos, tres, cuatro o las cinco de estas posiciones de aminodcido mutadas en comparacién con NGAL
humana WT. En una realizacién el residuo o residuos de aminoacido mutados se delecionan. En otra realizacién el
residuo o residuos de aminoacido mutados se sustituyen por un aminoacido no cargado positivamente (es decir, un
cambio no conservativo). En otra realizacién el residuo o residuos de aminoacido mutados se sustituyen por un
aminoacido cargado negativamente (es decir, un cambio no conservativo). En otra realizacion el mutante de NGAL
puede comprender cualquier combinacién de tales mutaciones, es decir puede proporcionarse cualquier
combinacion de deleciones, sustituciones por aminoacidos no cargados positivamente o sustituciones por
aminodcidos cargados negativamente en uno, dos, tres, cuatro o cinco de los residuos de aminoacido enumerados
anteriormente.

Se da a conocer un mutante de NGAL que comprende, consiste esencialmente en o consiste en una secuencia de
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aminoacidos que es al menos el 70%, o al menos el 75%, o al menos el 80%, o al menos el 85%, o al menos el
90%, o al menos el 95%, o al menos el 98% idéntica a la secuencia de NGAL humana WT (SEQ ID NO. 1), o un
fragmento de la misma, en el que uno, dos, tres, cuatro o los cinco residuos de entre (R) 43, Arg(R) 72, Arg(R) 140,
Lys(K) 142 y Lys(K) 157 se delecionan o se sustituyen por un aminoacido no cargado positivamente, tal como un
aminoacido cargado negativamente, y en el que el mutante de NGAL: (a) se excreta en la orina o presenta un mayor
nivel de excrecién en la orina que NGAL humana WT, y/o (b) no se reabsorbe en el tibulo proximal del rifén o
presenta un nivel de reabsorcién inferior en el tubulo proximal del rindn en comparacion con NGAL humana WT, y/o
(c) no es un sustrato para la reabsorcion en el rindn mediante un mecanismo mediado por receptor megalina-
cubilina, y/o (d) tiene afinidad reducida por el receptor megalina-cubilina en comparacién con NGAL WT, y/o (e) tiene
menos residuos cargados positivamente sobre su superficie accesible al disolvente en comparacién con NGAL
humana WT, y en el que el mutante de NGAL también (i) puede unirse a un sideréforo, y/o (ii) puede unirse a un
sideréforo complejado con hierro, y/o (iii) tiene una estructura tridimensional conservada del bolsillo de union a
enteroquelina y/o (iv) tiene actividad bacteriostatica. En realizaciones preferidas tales mutantes de NGAL no estén
mutados (es decir, tienen la misma secuencia de aminoacidos que NGAL humana WT), en uno o mas, o mas
preferiblemente todos, de los siguientes residuos de aminoacido que estan implicados en la interaccion NGAL-
enteroquelina: asparagina 39, alanina 40, tirosina 52, serina 68, triptéfano 79, arginina 81, tirosina 100, tirosina 106,
fenilalanina 123, lisina 125, tirosina 132, fenilalanina 133 y lisina 134, o si estan mutados en estos residuos sélo se
realizan sustituciones conservativas.

En realizaciones adicionales los mutantes de NGAL descritos en esta seccién que tienen mutaciones en uno o mas
de los cinco residuos de superficie positivos/basicos conservados, también pueden tener mutaciones en uno o mas
de los trece residuos de superficie positivos/basicos no conservados descritos en la seccion previa de la Descripcion
detallada, o una o mas de las otras mutaciones descritas en las siguientes secciones de esta Descripcion detallada.

Residuos de superficie adicionales en NGAL

Los siguientes residuos de aminoacido estdn ubicados sobre la superficie de la proteina NGAL y pueden
desempefiar un papel en la interaccion de la proteina NGAL con la proteina megalina y/o en la reabsorcién de NGAL
en el rinén: residuos de aminoéacido 1-15, 17-26, 40-50, 57-62, 71-82, 84-89, 96-105, 114-118, 128-131, 134, 140-
151, 157-165y 170-174.

Se dan a conocer proteinas NGAL mutantes que comprenden, consisten en o consisten esencialmente en
secuencias de aminodcidos que se basan en la secuencia de aminoacidos de NGAL humana, o un fragmento de la
misma, pero que contienen mutaciones como en uno o mas de los residuos de aminoacido individuales ubicados en
los residuos 1-15, 17-26, 40-50, 57-62, 71-82, 84-89, 96-105, 114-118, 128-131, 134, 140-151, 157-165 y/o 170-174
de NGAL humana WT. En una realizacion uno o mas de los residuos de aminoacido mutados puede delecionarse.
En otra realizacion uno o mas de los residuos de aminoacido mutados puede sustituirse por un aminoacido no
cargado positivamente, incluyendo, pero sin limitarse a un aminoacido cargado negativamente. En otra realizacién el
mutante de NGAL puede comprender cualquier combinacién de tales mutaciones, es decir cualquier combinacion de
deleciones, sustituciones por aminoacidos no cargados positivamente y/o sustituciones por aminoacidos cargados
negativamente en uno cualquiera o mas de los residuos de aminoacido enumerados anteriormente. La tabla 2
proporciona detalles de todas las posibles mutaciones de los residuos de superficie de NGAL, incluyendo los que
contempla la presente invencion. En realizaciones preferidas tales mutantes de NGAL no estan mutados (es decir,
tienen la misma secuencia de aminoacidos que NGAL humana WT), en uno o mas, o mas preferiblemente todos, de
los siguientes residuos de aminodacido que estan implicados en la interaccién NGAL-enteroquelina: asparagina 39,
alanina 40, tirosina 52, serina 68, triptéfano 79, arginina 81, tirosina 100, tirosina 106, fenilalanina 123, lisina 125,
tirosina 132, fenilalanina 133 y lisina 134, o si estan mutados en estos residuos sélo se realizan sustituciones
conservativas.

Se da a conocer un mutante de NGAL que comprende, consiste esencialmente en o consiste en una secuencia de
aminoacidos que es al menos el 70%, o al menos el 75%, o al menos el 80%, o al menos el 85%, o al menos el
90%, o al menos el 95%, o al menos el 98% idéntica a la secuencia de NGAL humana WT (SEQ ID NO. 1), o un
fragmento de la misma, en el que uno o mas de los residuos de aminodcido individuales ubicados en los residuos 1-
15, 17-26, 40-50, 57-62, 71-82, 84-89, 96-105, 114-118, 128-131, 134, 140-151, 157-165 y/o 170-174 de NGAL
humana WT se deleciona o se sustituye por un aminoacido no cargado positivamente, tal como un aminoacido
cargado negativamente, y en el que el mutante de NGAL: (a) se excreta en la orina o presenta un mayor nivel de
excrecion en la orina que NGAL humana WT, y/o (b) no se reabsorbe en el tubulo proximal del rifién o presenta un
nivel de reabsorcion inferior en el tibulo proximal del rifién en comparacién con NGAL humana WT, y/o (c) no es un
sustrato para la reabsorcion en el rifidn mediante un mecanismo mediado por receptor megalina-cubilina, y/o (d)
tiene afinidad reducida por el receptor megalina-cubilina en comparacion con NGAL WT, y/o (e) tiene menos
residuos cargados positivamente sobre su superficie accesible al disolvente en comparacion con NGAL humana WT,
y en el que el mutante de NGAL (i) puede unirse a un sideréforo, y/o (ii) puede unirse a un sideréforo complejado
con hierro, y/o (iii) tiene una estructura tridimensional conservada del bolsillo de unién a enteroquelina y/o (iv) tiene
actividad bacteriostatica. En realizaciones preferidas tales mutantes de NGAL no estan mutados (es decir, tienen la
misma secuencia de aminoacidos que NGAL humana WT), en uno o mas, o mas preferiblemente todos, de los
siguientes residuos de aminoacido que estan implicados en la interaccién NGAL-enteroquelina: asparagina 39,
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alanina 40, tirosina 52, serina 68, triptéfano 79, arginina 81, tirosina 100, tirosina 106, fenilalanina 123, lisina 125,
tirosina 132, fenilalanina 133 y lisina 134, o si estdn mutados en estos residuos sélo se realizan sustituciones
conservativas.

PROPIEDADES FUNCIONALES DE MUTANTES DE NGAL

En determinadas realizaciones las proteinas NGAL mutantes de la invencién tienen determinadas funciones
especificadas. Por ejemplo, en algunas realizaciones las proteinas NGAL mutantes de la invencién tienen una o mas
de las siguientes propiedades: (a) se excretan en la orina o presentan un mayor nivel de excrecién en la orina que
NGAL humana WT, y/o (b) no se reabsorben en el tubulo proximal del rifidn o presentan un nivel de reabsorcion
menor en el tibulo proximal del rifidn que NGAL humana WT, y/o (c) no son un sustrato para la reabsorcién en el
rindn mediante un mecanismo mediado por receptor megalina-cubilina. De manera similar, en algunas realizaciones
las proteinas NGAL mutantes de la invencion tienen una o mas de las siguientes propiedades: (i) pueden unirse a
sideréforos de tipo enteroquelina, y/o (ii) pueden unirse a sideréforos de tipo enteroquelina complejados con hierro,
y/o (iii) tienen una estructura tridimensional conservada del bolsillo de unién a enteroquelina y/o (iv) tienen actividad
bacteriostatica.

Cada una de las propiedades anteriores de las proteinas NGAL mutantes de la invencién pueden someterse a
prueba y/o cuantificarse, y en algunas realizaciones las proteinas NGAL mutantes de la invencidon tienen
propiedades funcionales que se encuentran dentro de un determinado intervalo numérico.

Por ejemplo, en algunas realizaciones las proteinas NGAL mutantes de la invencidon se excretan en la orina o
presentan un mayor nivel de excrecion en la orina que NGAL humana WT. La excrecion de las proteinas NGAL
mutantes de la invencién puede detectarse y cuantificarse, por ejemplo usando los métodos descritos en la seccion
de ejemplos de esta solicitud. Por ejemplo la cantidad de la proteina NGAL mutante presente en la orina un tiempo
dado tras administrarse a un sujeto, tal como un ratén o un sujeto humano, puede medirse y puede expresarse como
un porcentaje de la cantidad total administrada (véanse los ejemplos y la tabla 1) para dar un % de acumulacién en
la orina. El % de acumulacién en la orina de un mutante de NGAL dado puede compararse con el de otros mutantes
o de NGAL WT. NGAL o un mutante de NGAL o complejo de sideréforo del mismo puede radiomarcarse (por
ejemplo con hierro radiactivo) o marcarse con algun otro resto detectable con el fin de facilitar su deteccién y
cuantificacion. En algunas realizaciones la presente invencion proporciona que las proteinas NGAL mutantes de la
invencion presentan un mayor nivel de excrecion en la orina que NGAL humana WT. Por ejemplo, los mutantes de
NGAL pueden tener un nivel de 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 25 veces, 30
veces, 40 veces, 50 veces, 100 veces o superior de excrecion en la orina que NGAL humana WT. Tal como se
observa en la figura 5, NGAL WT puede tener un % de acumulacion en la orina (medido como un % de la cantidad
administrada por via intraperitoneal) de menos del 0,2%. En cambio, tal como puede observarse a partir de la figura
3, la figura 5 y la tabla 1, los mutantes de NGAL de la invencién pueden tener un % de acumulacién en la orina
(medido como un % de la cantidad administrada por via intraperitoneal 3 horas después de la administracion) de
mas del 1%, o mas del 2%, o mas del 3%, o més del 4%, o mas del 5%, o mas del 6%, o0 méas del 7%, o mas del 8%,
o0 mas del 9%, o mas del 10%, o mas del 15%, o mas del 20%, o0 més.

En algunas realizaciones las proteinas NGAL mutantes de la invencion pueden unirse a sider6foros, tales como
enteroquelina, y/o pueden unirse a sider6foros complejados con hierro. La capacidad de los mutantes de NGAL de la
invencion para unirse a sideréforos y complejos de sideréforo-hierro puede someterse a prueba y/o cuantificarse, por
ejemplo usando los métodos descritos en la seccién de ejemplos de esta solicitud. Por ejemplo NGAL (incluyendo
los mutantes de NGAL de la invencién) y moléculas de sideréforo tales como enteroquelina y hierro se asocian entre
si con una razén molar de 1:1:1 y NGAL (incluyendo los mutantes de NGAL de la invencién) y moléculas de
sideréforo tales como catecol y hierro se asocian entre si con una razén molar de 1:3:1. Por consiguiente, usando
una forma radiomarcada de hierro, puede medirse o estimarse la union de NGAL a moléculas de sideréforo y hierro
examinando el % de hierro radiomarcado que retiene una proteina NGAL dada. El % de hierro (hierro-sidero6foro)
que se retiene puede compararse entre mutantes de NGAL o entre un mutante de NGAL y NGAL WT. En algunas
realizaciones la presente invencién proporciona que las proteinas NGAL mutantes de la invencion presentan un %
similar de retencién de hierro (hierro-sider6foro) en comparacién con NGAL WT. En algunas realizaciones la
presente invencién proporciona que las proteinas NGAL mutantes de la invencion presentan un % superior de
retencion de hierro (hierro-sideréforo) en comparacién con NGAL WT, tal como un % 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces 0
mas veces mayor de retencion de hierro (hierro-sideréforo). En algunas realizaciones, las proteinas NGAL mutantes
de la invencién presentan un % de retencion de hierro (hierro-sideréforo) de aproximadamente el 20% o mas, o
aproximadamente el 30% o mas, o aproximadamente el 40% o mas.

En algunas realizaciones las proteinas NGAL mutantes de la invencién tienen actividad antibacteriana. La actividad
antibacteriana de los mutantes de NGAL de la invencion puede someterse a prueba y/o cuantificarse, por ejemplo
usando metodologias convencionales conocidas en la técnica, por ejemplo cultivando bacterias en presencia de los
mutantes de NGAL y evaluando el efecto de los mutantes de NGAL sobre el crecimiento, la supervivencia, los
nameros, etc. bacterianos en comparacién con las condiciones de control en las que no esta presente mutante de
NGAL.
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LIPOCALINAS DISTINTAS DE NGAL

Se dan a conocer mutantes de otras lipocalinas que, como los mutantes de NGAL descritos en el presente
documento, tienen la capacidad de unirse a complejos de sider6foro-hierro pero no se reabsorben en el rifién. Se
espera que tales mutantes de lipocalina puedan usarse de manera similar a los mutantes de NGAL descritos en el
presente documento para la circulacién de hierro fuera del cuerpo y puedan usarse por tanto en el tratamiento de
trastornos de sobrecarga de hierro. Se espera también que tales mutantes de lipocalina puedan usarse también para
tratar infecciones bacterianas de las vias urinarias.

Hay aproximadamente 20 proteinas conocidas en la familia de lipocalina. Cualquier proteina lipocalina, u homélogo,
variante, derivado, fragmento o mutante de la misma, que se una a un complejo de sideréforo-hierro puede mutarse
con el fin de proporcionar un mutante de lipocalina de la invencion. Los ejemplos de lipocalinas que pueden usarse
segln la presente invencién incluyen, pero no se limitan a, proteina de unién a retinol, alérgeno de lipocalina,
afrodisina, alfa-2-microglobulina, prostaglandina D sintasa, beta-lactoglobulina, proteina de uniéon a bilina, las
nitroforinas, lipocalina 1, lipocalina 12 y lipocalina 13.

SIDEROFOROS

Los sideréforos son compuestos de unién a hierro (por ejemplo Fe®) de alta afinidad. La gran mayoria de los
sideréforos conocidos los producen bacterias. Las bacterias liberan sideréforos al entorno circundante con el fin de
eliminar o quelar hierro y transportar el hierro a las bacterias -un proceso necesario para la supervivencia de las
bacterias. Los sideréforos que se conocen en la técnica incluyen, pero no se limitan a enteroquelina, TRENCAM,
MECAM, TRENCAM-3,2-HOPO, parabactina, carboximicobactina, fusigeno, triacetilfusarinina, ferricromo,
coprogeno, &cido rodotorulico, ornibactina, exoquelina, ferrioxamina, desferrioxamina B, aerobactina, ferricromo,
rizoferrina, pioquelina, pioverdina. Las estructuras de estos compuestos se dan a conocer en Holmes et al,
Structure, 2005, 13:29-41 y Flo et al., Nature, 2004, 432: 917-921, cuyo contenido se incorpora en el presente
documento como referencia.

Se sabe que varios de los sider6foros anteriores se unen a lipocalinas, incluyendo NGAL y se sabe que complejos
de estos sideréforos y lipocalinas pueden secuestrar hierro (véanse por ejemplo, Holmes et al., Structure, 2005,
13:29-41 y Flo et al., Nature, 2004, 432: 917-921; Goetz et al, Molecular Cell, 2002, 10: 1033-1043 y Mori, et al.,
“Endocytic delivery of lipocalin-siderophore-iron complex rescues the kidney from ischemia-reperfusion injury”. J. Clin
Invest., 2005, 115, 610-621). Las proteinas NGAL mutantes de la invencion también pueden formar complejos con
sideréforos y pueden de ese modo quelar y transportar hierro.

En algunos aspectos la presente invencion proporciona complejos de una proteina NGAL mutante de la invencién y
un sideroforo, incluyendo, pero sin limitarse a, los sideréforos enumerados en el presente documento. En aspectos
preferidos el sideréforo se selecciona del grupo que consiste en enteroquelina, pirogalol, carboximicobactina, catecol
y variantes o derivados de los mismos. Puede usarse cualquier variante o derivado de tales sideréforos que
conserve la capacidad de unirse a hierro (idealmente de una manera insensible al pH) y que conserve la capacidad
para unirse a NGAL y/o uno o mas de los mutantes de NGAL de la invencion.

FABRICACION DE PROTEINA NGAL MUTANTES Y COMPLEJOS CON SIDEROFOROS

Las proteinas NGAL mutantes de la invencion pueden fabricarse mediante cualquier método adecuado conocido en
la técnica para la fabricaciéon de farmacos proteicos. Por ejemplo las proteinas NGAL mutantes pueden prepararse
usando técnicas convencionales conocidas para la produccién de proteinas recombinantes, por ejemplo
suministrando a una célula, tal como una célula bacteriana o una célula de mamifero, un vector de expresién que
contiene una secuencia de nucleétidos que codifica para un mutante de NGAL bajo el control de un promotor
adecuado, y cultivando la célula en condiciones en las que la proteina se expresara. Se conocen bien en la técnica
métodos para el cultivo a gran escala, el aislamiento y la purificacién de proteinas recombinantes y pueden usarse
en la fabricacion de los mutantes de NGAL de la presente invencién. De manera similar, se conocen en la técnica
métodos de produccién de péptidos y proteinas de manera sintética y pueden usarse en la fabricacién de los
mutantes de NGAL de la presente invencion.

En determinadas realizaciones, la presente invencién proporciona proteinas de fusidon que comprenden los mutantes
de NGAL de la invencion y una o mas “etiquetas” adicionales. Tales etiquetas adicionales pueden fusionarse al
extremo N o C-terminal de los mutantes de NGAL, o pueden en algunos casos afnadirse en una ubicacién interna
hasta el grado de que la inclusién de la etiqueta no afecte de manera adversa la funcién del mutante de NGAL. Las
etiquetas adecuadas incluyen, pero no se limitan a glutatién-S-transferasa (GST), poli-histidina (His), fosfatasa
alcalina (AP), peroxidasa del rabano (HRP) y proteina fluorescente verde (GFP). Otras etiquetas adecuadas también
resultaran evidentes para los expertos en la técnica. Las etiquetas pueden ser Utiles para varias aplicaciones,
incluyendo para ayudar en el aislamiento y/o la purificacién de los mutantes de NGAL y/o para facilitar su deteccion.

Se conoce en la técnica que muchas modificaciones quimicas de las proteinas son utiles para mejorar las
propiedades de farmacos basados en proteinas y tales modificaciones pueden usarse segun la presente invencion

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 667 066 T3

para mejorar la estabilidad y reducir la inmunogenicidad de las proteinas NGAL mutantes de la invencion para
aplicaciones terapéuticas. Por ejemplo, se conoce bien en la técnica que el proceso de union covalente de cadenas
de polimero de polietilenglicol a otra molécula (es decir PEGilacion) puede “enmascarar” un agente proteinico con
respeto al sistema inmunitario del huésped, y también aumentar el tamafo hidrodinamico (tamafo en disolucion),
prolongar la semivida circulatoria y mejorar la solubilidad en agua de farmacos basados en proteinas. Se conocen
también otras diversas modificaciones quimicas y se usan en la técnica y pueden usarse conjuntamente con las
proteinas NGAL mutantes de la invencion.

Pueden prepararse facilmente complejos que contienen una proteina NGAL mutante de la invencién y un sideréforo,
tal como enteroquelina o un derivado o variante de la misma, usando metodologias convencionales conocidas en la
técnica, tales como las proporcionadas en la seccién de ejemplos de esta solicitud. Por ejemplo, puede prepararse
un complejo de NGAL-sider6foro mezclando NGAL (incluyendo NGAL mutante) y un sideréforo juntos en una razén
molar de 1:1 (por ejemplo Ent) o 1:3 (por ejemplo catecol). La mezcla puede incubarse a temperatura ambiente
durante un tiempo adecuado, por ejemplo 30 minutos, para permitir la formacion de complejos. El sideréforo no
unido puede retirarse/separarse entonces de los complejos de sideréforo-NGAL unidos usando técnicas de
separacion convencionales, tales como técnicas basadas en centrifugacion, técnicas basadas en filtracién u otras
técnicas de separacion basadas en el tamario.

METODOS DE TRATAMIENTO - SOBRECARGA DE HIERRO

En una realizacion, las proteinas NGAL mutantes de la invencién, y complejos y composiciones que comprenden
tales proteinas NGAL mutantes, pueden usarse para tratar estados, enfermedades o trastornos asociados con
niveles de hierro excesivos o sobrecarga de hierro. En particular, pueden usarse complejos de las proteinas NGAL
mutantes de la invencidn con un sideréforo, tal como enteroquelina, y composiciones que comprenden tales
complejos, para quelar hierro en el cuerpo y facilitar su excrecion en la orina.

Grandes cantidades de hierro libre en el torrente sanguineo pueden conducir a dafo celular, especialmente en el
higado, corazén y glandulas endocrinas. Las causas del hierro en exceso pueden ser genéticas, por ejemplo el
exceso de hierro puede estar provocado por un estado genético tal como hemocromatosis tipo 1 (hemocromatosis
clasica), hemocromatosis tipo 2A o 2B (hemocromatosis juvenil), hemocromatosis tipo 3, hemocromatosis tipo 4
(sobrecarga de hierro africana), hemocromatosis neonatal, aceruloplasminemia o atransferrinemia congénita. Los
ejemplos de causas no genéticas del exceso de hierro incluyen sobrecarga de hierro en la dieta, sobrecarga de
hierro por transfusién (debido a una transfusion de sangre administrada a pacientes con talasemia u otros trastornos
hematolégicos congénitos), hemodidlisis, enfermedad hepatica crénica (tal como hepatitis C, cirrosis,
esteatohepatitis no alcohdlica), porfiria cutanea tarda, derivacién post-portocava, sindrome de sobrecarga
dismetabolico, sobredosis de comprimidos de hierro (tal como la provocada por el consumo por nifios de
comprimidos de hierro destinados a adultos), o cualquier otra causa de sobrecarga de hierro aguda o crénica.

Los dos agentes quelantes de hierro comunes disponibles para el tratamiento de sobrecarga de hierro son
deferoxamina (DFO) y deferiprona (DFO oral). Debido a su alto coste y la necesidad de administracién parenteral, el
quelante de hierro convencional deferoxamina no se usa en muchos individuos con envenenamiento por hierro
agudo y/o cronico. La deferoxamina debe administrarse por via parenteral, habitualmente como una infusién
subcutanea continua a lo largo de un periodo de 12 horas, desde tres hasta siete veces a la semana. El tratamiento
requiere mucho tiempo y puede ser doloroso. Como resultado el cumplimiento es a menudo muy malo. Los efectos
secundarios incluyen reacciones cutaneas locales, pérdida de audicion, nefrotoxicidad, toxicidad pulmonar, retraso
del crecimiento e infeccion. La deferiprona es el Unico farmaco quelante de hierro activo por via oral que va a usarse
terapéuticamente en estados de sobrecarga de hierro por transfusion. Esta indicada como un tratamiento de
segunda linea en pacientes con talasemia mayor, para los que la terapia con deferoxamina esta contraindicada, o en
pacientes con toxicidad grave a la terapia con deferoxamina. La deferiprona es un agente quelante de hierro oral que
elimina el hierro del corazén, el 6rgano diana de la toxicidad y mortalidad del hierro en pacientes con talasemia
cargados de hierro. Sin embargo, aunque la deferiprona ofrece la ventaja de la administracién oral, esta asociada
con toxicidad significativa y hay dudas sobre su eficacia y seguridad a largo plazo. Se recomienda que se use en
pacientes que no pueden usarse desferrioxamina debido a efectos adversos, alergia o falta de eficacia. La
deferiprona estd asociada con problemas de seguridad graves incluyendo genotoxicidad, neutropenia y
agranulocitosis. Se recomienda la monitorizacién semanal de los neutrdfilos. Pueden producirse problemas
articulares y gastrointestinales y se ha notificado toxicidad hepatica. Por tanto, existe claramente la necesidad de
terapias de quelacion de hierro alternativas convenientes, seguras y eficaces, tales como las proporcionadas por la
presente invencion.

Las proteinas NGAL mutantes de la invencion, y en particular complejos de las mismas con sideréforos, pueden
usarse para quelar hierro libre y aclarar el exceso de hierro del cuerpo por medio de los rifiones, por ejemplo para
reducir los niveles circulantes toxicos de hierro por debajo de los niveles toxicos.

METODOS DE TRATAMIENTO - INFECCIONES BACTERIANAS DE LAS VIAS URINARIAS

Se sabe que NGAL WT tiene actividad bacteriostatica, en parte debido a su capacidad de unirse fuertemente a
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sideréforos bacterianos, conduciendo al agotamiento de hierro bacteriano y a la inhibicién del crecimiento bacteriano
(Goetz et al., Mol. Cell. (2002), 10(5) 1033-1043). Las proteinas NGAL mutantes de la invencién, como NGAL WT,
tienen la capacidad de unirse a sideroforos bacterianos, y por tanto pueden tener actividad antibacteriana. Ademas,
debido a que las proteinas NGAL mutantes de la invencion no se reabsorben en el rifidn y se acumulan en la orina,
son particularmente muy adecuadas para su uso en el tratamiento de infecciones bacterianas de las vias urinarias.

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS Y ADMINISTRACION

La presente invencién también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden las proteinas NGAL
mutantes descritas en el presente documento, y complejos de las mismas con sidero6foros, y que pueden ser Utiles
para tratar diversas enfermedades, trastornos y estados, incluyendo sobrecarga de hierro e infecciones bacterianas.
También se dan a conocer formulaciones, kits y dispositivos médicos. Las formulaciones farmacéuticas incluyen las
adecuadas para administracion oral o parenteral (incluyendo intramuscular, subcutanea e intravenosa). Los ejemplos
de dispositivos médicos incluyen, pero no se limitan a, perlas, filtros, derivaciones, endoprotesis y bucles
extracorpdreos que estan recubiertos con o contienen de otra forma una NGAL mutante o complejos de la misma, tal
como se describe en el presente documento, de manera que el dispositivo se implanta en o se administra de otra
forma a un sujeto de una manera que permite que la NGAL mutante o complejos de la misma quelen o absorban el
hierro en exceso en el sujeto.

La administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de las proteinas NGAL mutantes, y complejos de las
mismas puede lograrse por medio de cualquier modo de administracién adecuado para agentes terapéuticos. Un
experto en la técnica puede seleccionar facilmente el modo de administracion sin excesiva experimentacion. Los
modos adecuados pueden incluir administracion sistémica o local tal como modos de administracién oral, nasal,
parenteral, transdérmica, subcuténea, vaginal, bucal, rectal, topica, intravenosa (tanto en bolo como infusion),
intraperitoneal o intramuscular. En realizaciones preferidas, se usa administracion oral o intravenosa. En otras
realizaciones preferidas, las composiciones de la invencién se administran directamente al sitio de accion deseado,
tal como por ejemplo, el rifién, por ejemplo mediante inyeccion local o infusion local o mediante el uso de (por
ejemplo conjugacién con) agentes Utiles para dirigir proteinas o productos farmacéuticos a tejidos especificos, tales
como anticuerpos, etc.

Dependiendo del modo de administracion previsto, las proteinas NGAL mutantes y complejos de la invencién, en
una cantidad terapéuticamente eficaz, pueden estar en una forma de dosificacién sélida, semisélida o liquida, tal
como, por ejemplo, productos inyectables, comprimidos, supositorios, pildoras, capsulas de liberacion en el tiempo,
elixires, tinturas, emulsiones, jarabes, polvos, liquidos, suspensiones, o similares. En una realizacion las proteinas
NGAL mutantes y complejos de la invencion pueden formularse en formas de dosificacion unitarias, consecuentes
con las practicas farmacéuticas convencionales. Pueden prepararse composiciones liquidas, particularmente
productos inyectables, por ejemplo, mediante disolucién o dispersion. Por ejemplo, las proteinas NGAL mutantes y
complejos de la invencion pueden mezclarse con un disolvente farmacéuticamente aceptable tal como, por ejemplo,
agua, solucién salina, dextrosa acuosa, glicerol, etanol, y similares, para formar de ese modo una suspensiéon o
disolucion isotonica inyectable.

Puede usarse administracion de productos inyectables parenteral para infusiones e inyecciones subcutaneas,
intramusculares o intravenosas. Pueden prepararse productos inyectables en formas convencionales, o bien como
disoluciones o suspensiones liquidas o bien formas sélidas adecuadas para disolverse en liquido antes de la
inyeccion. Una realizacion, para administracion parenteral, emplea la implantaciéon de un sistema de liberacion lenta
o liberacion sostenida, segun la patente estadounidense nimero 3.710.795.

Las proteinas NGAL mutantes y complejos de la invencién pueden esterilizarse y pueden contener cualesquiera
adyuvantes, conservantes, estabilizadores, agentes humectantes, agentes emulsionantes, promotores de la
disolucion, sales (por ejemplo para regular la presion osmotica), agentes tamponantes del pH adecuados, y/u otras
sustancias farmacéuticamente aceptables, incluyendo, pero sin limitarse a, acetato de sodio u oleato de
trietanolamina. Ademads, las composiciones de la invencion pueden contener también otras sustancias
terapéuticamente Utiles, tales como, por ejemplo, otros quelantes de hierro u otros agentes Utiles en el tratamiento
de sobrecarga de hierro, u otros agentes Utiles en el tratamiento de cualquiera de los estados descritos en el
presente documento.

Las composiciones de la invencién pueden prepararse segun métodos de mezclado, granulacion o recubrimiento
convencionales, respectivamente, y las presentes composiciones farmacéuticas pueden contener de desde
aproximadamente el 0,1% hasta aproximadamente el 99%, preferiblemente desde aproximadamente el 1% hasta
aproximadamente el 70% del compuesto o la composicion de la invencién en peso o en volumen.

La dosis y el régimen de dosificacion que van a usarse pueden determinarse segun una variedad de factores
incluyendo la especie, la edad, el peso, el sexo y el estado médico del sujeto; la gravedad del estado; la via de
administracion; la funcién renal o hepatica del sujeto; y el complejo o mutante particular empleado. Un experto en la
técnica puede determinar y/o recetar facilmente una cantidad eficaz de un mutante o complejo de la invencién util
para tratar o prevenir un estado, por ejemplo, teniendo en cuenta los factores descritos anteriormente. También se
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proporcionan estrategias de dosificacion en L.S. Goodman, et al., The Pharmacological Basis of Therapeutics, 201-
26 (52 ed. 1975). En una realizacién, se administran composiciones de la invenciéon de manera que el componente
de NGAL se administra a un intervalo de dosis de aproximadamente 1 a aproximadamente 100 mg/kg de peso
corporal, y normalmente a una dosificacién de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal a
una dosis que da como resultado una concentracion en el intervalo de aproximadamente 0,1 ng/ml a
aproximadamente 100 ng/ml, por ejemplo, en el intervalo de aproximadamente 1,0 ng/ml a aproximadamente 20
ng/ml, en la sangre. La cantidad de un componente de sideréforo de una composicion de la invencién se elegira por
consiguiente, de manera que se logre la estequiometria deseada, por ejemplo unién 1:1 0 1:3 con la proteina NGAL
mutante.

Ademas de los métodos de tratamiento anteriores, los complejos de proteina NGAL mutante - sideréforo de la
invencion pueden ser Utiles para quelar y/o eliminar hierro de muestras, en el que las muestras no estan en el
cuerpo de un sujeto. Por tanto, en una realizacion, la presente invencion proporciona un método para eliminar hierro
de un fluido, comprendiendo el método mezclar el fluido con un complejo de proteina NGAL mutante - sideréforo
durante un periodo de tiempo suficiente para que el hierro en la muestra se una a los complejos de proteina NGAL
mutante - sideréforo, en el que el complejo de proteina NGAL mutante - sider6foro puede quelar hierro de la
muestra. En una realizacion, los complejos de proteina NGAL mutante - sider6foro que tienen hierro unido a los
mismos pueden entonces eliminarse de la muestra. En realizaciones preferidas, la muestra es un liquido bioldgico,
tal como sangre, suero, plasma u orina. En determinadas realizaciones los complejos de proteina NGAL mutante -
sideréforo se mezclan con la muestra fuera del cuerpo, por ejemplo en un dispositivo extracorporeo, y la muestra se
suministra entonces o se devuelve al cuerpo. Por ejemplo, tales métodos pueden usarse para quelar y/o eliminar el
hierro en exceso en muestras de sangre para transfusion, o en un procedimiento de didlisis. Por ejemplo, puede
extraerse del cuerpo sangre u otro liquido corporal de un sujeto, tratarse con un compuesto o una composicion de la
invencion para quelar o eliminar el hierro en exceso, y entonces devolverse al sujeto.

Ejemplos

En los ejemplos que siguen, las proteinas NGAL mutantes K3 (SEQ ID NO: 2), K2 (SEQ ID NO: 3), I3 (SEQ ID NO:
4) e I1 (SEQ ID NO: 5) forman parte de la invencién.

Las divulgaciones de otros mutantes de NGAL son para fines comparativos sélo y no forman parte de la invencion.
EJEMPLO 1

Proteinas NGAL mutantes y su uso como guelantes de hierro terapéuticos y como agentes antimicrobianos

La lipocalina 2 (Lcn2), también denominada lipocalina asociada a gelatinasa de neutréfilos (NGAL), es una proteina
que se une a hierro con alta afinidad. Para unirse al hierro, NGAL se une a un cofactor denominado sideréforo
producido por bacterias (constante de unién Ky=0,41 x 10° M para la interaccion NGAL:enteroquelina-hierro;
Kn=10"*" M para la interaccion enteroquelina (enterobactina):hierro) o compuestos que contienen catecol
(Km=0,4+10"° M para catecol-hierro; Kn=10">° M para la interaccién catecol:hierro) producidos por una combinacion
de enzimas bacterianas y de mamifero. NGAL es también una proteina secretora que esta notablemente regulada
por incremento mediante infeccién bacteriana y lesion renal aguda y se secreta a la sangre y orina. Durante la
infeccion bacteriana, NGAL secuestra hierro de bacterias mediante union enteroquelina-hierro, dando como
resultado la inhibicion del crecimiento bacteriano.

NGAL sérica con enteroquelina:Fe unida se filtra por el glomérulo en el rifién, pero luego la mayoria de la misma se
retiene (reabsorbe) por el rifidn donde se degrada. Muy poca NGAL escapa a la orina y se excreta. Por ejemplo, tal
como demostrd una reciente investigacion, cuando se inyecta NGAL por via intraperitoneal, mas del 70% de la
NGAL WT se acumula en el rindn mientras que menos del 0,1% se encuentra en la orina tras 3 horas.

La captura y retencion de NGAL sérica en el riidn se logra mediante la absorcion de NGAL por megalina, un
receptor de multiples ligandos también denominado proteina 2 relacionada con receptor de lipoproteina de baja
densidad (LRP2). La megalina se ubica en la membrana plasmatica apical de células epiteliales del tibulo proximal
en donde entra en contacto con el filtrado glomerular. La megalina se asocia con la cubilina. NGAL puede
transportar hierro usando cofactores tales como enteroquelina o catecol y suministrar el hierro especificamente al
rifidn.

NGAL mutante como agente antimicrobiano y quelante de hierro terapéutico

El punto de corte molecular para la filtracion glomerular es aproximadamente 70 kD. Proteina NGAL recombinante o
nativa con pesos moleculares de aproximadamente 20,5 kD y 23-25 kD respectivamente puede filtrarse en el
glomérulo, pero luego se reabsorbe eficazmente en los epitelios proximales por la megalina y/o por un complejo
asociado a megalina que incluye cubilina. La megalina tiene una afinidad de unién por NGAL cargada de hierro y
apo-NGAL de aproximadamente 60 nM (Hvidberg, et al., FEBS Letters, 2005, 579: 773-777)). La megalina es un
receptor de mudltiples ligandos, endocitico, responsable de la reabsorcion de muchas proteinas incluyendo NGAL,
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apoE, lipoproteina lipasa, lactoferrina, aprotinina, etc., tras la filtraciéon glomerular (Christensen y Birn, Nature
Reviews-Molecular Cell Biology, 2002, 3: 258-2682002). Las interacciones electrostaticas entre regiones acidas de
la megalina de “repeticiones de tipo A” en proteina megalina y regiones basicas de ligandos estan implicadas en el
reconocimiento de ligando-receptor, es decir la megalina reconoce positivamente superficies cargadas de proteinas
ligando (Moestrup y Verrost, Annual Reviews of Nutrition, 2001, 21: 407-428. 2001). Algunos residuos de aminodcido
basicos sobre la superficie de proteina NGAL humana pueden por tanto estar implicados en su alta afinidad de unién
a megalina, y la mutacion de estos residuos basicos puede alterar las interacciones electrostaticas entre NGAL y
megalina al tiempo que se conserva la afinidad de union por enteroquelina-hierro en su céliz interior. La interaccion
desmantelada entre NGAL mutante y megalina puede permitir que NGAL mutante:enterocalina:hierro o apo-NGAL
mutante se filiren en la orina sin reabsorberse desde el filtrado tras la filtracion glomerular. En el primer caso, cuando
esta presente enteroquelina en el complejo de NGAL mutante, puede absorberse hierro de la sangre y que circule a
la orina. Esto puede permitir la eliminacién de hierro del sujeto (por ejemplo animal o ser humano) asociado con el
sideréforo-hierro. Alternativamente, en el caso de la apo-NGAL mutante, puede conducir a una acumulaciéon de
NGAL en la orina que puede inhibir el crecimiento bacteriano en las vias urinarias.

Las proteinas NGAL mutantes de la invencidn tienen al menos dos posibles aplicaciones en productos terapéuticos
clinicos.

En primer lugar, las proteinas NGAL mutantes pueden usarse como quelantes de hierro eficaces para eliminar el
hierro en exceso de los sujetos, tales como sujetos humanos, con trastornos de sobrecarga de hierro. A los
pacientes con sobrecarga de hierro (por ejemplo debida a hemocromatosis, anemia drepanocitica, talasemia,
transfusion mudltiple de glébulos rojos u otros productos biolégicos) se les administra NGAL mutante unida a
sideréforo libre de hierro, tal como enteroquelina, mediante infusién intravenosa. La enteroquelina quela el hierro
sérico formando un complejo de NGAL-enteroquelina-hierro. Este complejo se transporta principalmente al rifién y
posteriormente se filtra por el glomérulo. Permanece en el filirado glomerular sin reabsorberse debido a su
incapacidad para unirse a la megalina en las células epiteliales del tubulo proximal. Entonces aparece en la orina y
en Ultima instancia se excreta junto con el hierro al que se une. NGAL mutante puede ser una herramienta eficaz
para eliminar el hierro excesivo de sujetos humanos sobrecargados de hierro. La razén molar de la unién de NGAL a
enteroquelina y hierro es de 1:1:1. Si se administran 10 g de apo-NGAL mutante, que es igual a aproximadamente
500 umoles, a un paciente sobrecargado de hierro, aproximadamente 500 umoles o aproximadamente 27,9 mg de
hierro pueden unirse tedricamente a NGAL mutante y enteroquelina y suministrarse a la orina para su excrecion
(suponiendo que la acumulacién de proteina NGAL mutante en la orina es del 100%). Este es un modo muy eficaz
para eliminar el hierro excesivo de un paciente humano con sobrecarga de hierro dado que el ser humano sélo
pierde 1-2 mg de hierro al dia principalmente por medio del desprendimiento de células intestinales y células
cutaneas muertas, y s6lo obtiene 1-2 mg al dia del alimento.

En segundo lugar, proteina NGAL mutante puede usarse como agente antimicrobiano para tratar a pacientes con
una infeccién de las vias urinarias (IVU). Se administra apo-NGAL mutante a sujetos humanos con una IVU
mediante infusion. La NGAL mutante se transporta al rifién y se filtra a la orina sin reabsorcién debido a su pérdida
de afinidad de unién por megalina. Una vez dentro de la orina, la proteina apo-NGAL mutante se une a sideréforos
de bacterias de IVU (por ejemplo enteroquelina) y da como resultado la inhibicion de su crecimiento.

Diserio experimental y procedimientos experimentales

Clonacién de NGAL humana

Se obtiene ADNc de NGAL humana (numero de registro de Genbank: NM_005564) de Open Biosystems, y el marco
de lectura abierto que codifica para la proteina NGAL secretada se amplifica por PCR usando una ADN polimerasa
PfuUltra (Stratagene), y se clona en un vector de plasmido pGEX-4T-3 (GE Healthcare) para la mutagénesis dirigida
al sitio.

Estructura de la proteina NGAL humana

Basandose en la estructura de la proteina NGAL humana, residuos de aminoacido, especialmente residuos basicos
(arginina, lisina e histidina), sobre la superficie de la proteina pueden mediar en la interaccion electrostatica con
megalina para unién de alta afinidad (figura 1y figura 4A).

Designacién de mutantes de NGAL

Hay cinco residuos de amino&cido basicos sobre la superficie de la proteina NGAL que estan conservados (R43, 72,
140 y K142, 157) entre diferentes especies de mamifero incluyendo ser humano, ratén, rata, chimpancé, bovino,
perro, jabali y mono rhesus, mientras que hay 13 residuos basicos no conservados (R130; K15, 46, 50, 59, 62, 73,
74,75, 97, 149; H118, 165). Estos residuos basicos pueden mutarse a otros residuos no basicos.

Generacién de mutantes de NGAL
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Se muté una variedad de diferentes residuos de aminoacido sobre la superficie de la proteina NGAL usando un kit
de multi-mutagénesis Quickchange Site-Directed Lightning (Stratagene), y esto dio como resultado la generacion de
muchos mutantes con mutaciones en diferentes sitios de la proteina NGAL. Se prepararon 57 mutantes de NGAL tal
como se muestra en la tabla 2, SEQ ID NO: 2-10, 21-68, 247-251.

Produccién de proteina NGAL

Se someten a electroporacion constructos de plasmidos de tipo natural y mutantes al interior de E. coli BL21 (GE
Healthcare), y se induce la expresion de proteinas apo-NGAL de tipo natural y mutantes mediante la adicion de
IPTG hasta una concentracion final de 0,2 mM durante 5 horas, y posteriormente se purifican mediante una
combinacion de precipitacién basada en GST vy filtracion en gel en un sistema de FPLC con una columna de
Sefarosa.

Afinidad de unién de NGAL mutante por enteroguelina y hierro

Las proteinas mutantes de NGAL se examlnan para determinar su capacidad para unirse a enteroquelina y hlerro
usando una forma radiactiva de hlerro °Fe%. Se estimo la afinidad de unién de NGAL por enteroquelina y *°Fe®*
examinando el porcentaje de *°Fe*" que retuweron las proteinas NGAL mutantes y de tipo natural, y la proteina
NGAL de tipo natural puede usarse como control positivo.

Preparacién de complejo de NGAL-enteroquelina-hierro

El complejo de NGAL-enteroquelina-hierro se prepara mezclando proteina NGAL, enteroquelina y ®Fe¥ juntos en
una razén molar de 1:1:1 (4 nmol cada uno). Se incuba la mezcla a TA durante 30 minutos, y se lava en un
instrumento 10 K Mlcrocon mediante centrifugacion 4 veces a 7000 rom durante 5 minutos para eliminar la
enteroquelina y °Fe®* no unidos, y el complejo de NGAL-enteroquelina->>Fe®* se retiene en el instrumento Microcon.

Examen de mutantes de NGAL en ratones

Hay un 76% de identidad de aminodacidos y un 87% de similitud de amino&cidos entre proteinas megalina de ser
humano y ratéon, lo que indica que tienen probablemente propiedades de unién muy similares. En los presentes
experimentos se sometio a prueba la unién de proteina NGAL humana a megalina de raton. Debido al alto grado de
identidad y similitud de amino&cidos entre proteina megalina de ser humano y ratén, el sistema de ratén proporciona
un modelo Util para examinar proteinas NGAL mutantes para determinar su capacidad para escapar de la
reabsorcion renal dependiente de megalina-cubilina y en dltima instancia para suministrarse a la orina.

El complejo de NGAL-enterocalina->>Fe®" radiomarcado se inyecta por via intraperitoneal en ratones C57BL/6
hembra (4 semanas), y se recoge la orina en jaulas metabdlicas. Tras la recogida de la orina durante 3 horas, se
sacrifican los ratones y se recogen los rifiones y el higado, se pesan y se solubilizan en una disolucion de NaOH 0,5
My SDS al 1% a 70°C durante la noche. Se examina la radioactividad en orina, riidén e higado en un contador de
centelleo, y se calculara la acumulacién del complejo de NGAL-enteroquelina-hierro como el porcentaje del complejo
inyectado total.

Resultados experimentales

Se generaron 57 mutantes de NGAL (tabla 2; SEQ ID NO: 2-10, 21-68, 247-251). Se produjeron veintinueve apo-
proteinas mutantes en E. coli BL21, y se examinaron para determinar su afinidad de unién a enteroquelina y la
circulacion en ratones C57B6L/6 tras la inyeccién intraperitoneal (i.p.). Tal como se muestra en la figura 3A, todas
las proteinas NGAL humanas mutantes retenian del 16,7% al 45,7% del hierro total tras la incubacién con
enteroquelina-hierro en una razén molar de 1:1:1 (4 nmol cada uno) durante 30 minutos a temperatura ambiental,
indicando su afinidad de unién conservada por enteroquelina-hierro (altas cantidades de enteroquelina aumentaran
la carga de NGAL).

Cuando se administraron mediante inyeccién i.p., seis complejos de NGAL mutante-enteroquelina—55Fe3+ mostraron
una acumulacién notablemente aumentada en orina en comparacion con complejo de NGAL de tipo natural
(mutantes K3, K2, 13, 11, K5 y K1). También se observé disminucién de la acumulacién en el higado y rifién tras 3
horas (figuras 3B, C, D; tabla 1). Habia el 6%, el 6,9%, el 1,9%, el 9,3%, el 19,6% y el 2,9% de complejos de NGAL
mutante 11, I3, K1, K2, K8 y K5 que se suministraron a la orina tras 3 horas, respectivamente, mientras que solo
habia el 0,18%, el 0,13%, el 0,26%, el 0,1%, el 0,11%, el 0,17%, el 0,27% y el 0,05% de complejos de NGAL
mutante A2, B4, C3, D1, F2, G3, H2 e |5 en la orina.

Usando la estructura cristalina de NGAL de tipo natural (nUmero de registro de PDB: 1nglA) como sustrato, se
predijo la estructura de la proteina mutante K3 usando Swissmodel (http://swissmodel.expasy.org). Tal como se
muestra en la figura 4A, la estructura tridimensional predicha de la proteina mutante K3 contiene un bolsillo similar a
la proteina de tipo natural, respaldando el hallazgo de que la afinidad por enteroquelina-hierro se conserva. Sin
embargo, la proteina mutante K3 presentaba menos aminodacidos positivos en la superficie accesible al disolvente
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que la proteina NGAL de tipo natural (figura 4B), consecuente con su capacidad disminuida para la interaccion
electrostatica con megalina, y su acumulacién aumentada en la orina una vez introducida en ratones.

Tabla 1. Unién de proteinas Ngal mutantes a enteroquelina—ssFe3+ y acumulacién de Ngal mutante-enteroquelina-
*®Fe®* en orina, rifién e higado 3 horas tras la inyeccion i.p. en ratones C57BL/6.

Acumulacién 3 horas tras la inyeccion i.p. (%)
Mutantes de Ngal Unién de enterocalina-hierro (%)
Orina Rifo6n Higado
Al 234 0,55 0,32 1,10
A2 22,6 0,18 0,37 1,11
A3 26,6 0,23 0,39 1,52
B1 20,7 0,22 0,26 1,30
B2 25,7 1,22 0,34 1,27
B3 26,9 0,30 0,26 1,01
B4 45,7 0,13 0,32 0,71
C1 26,2 0,72 0,21 1,15
C3 20,6 0,44 0,33 1,22
C5 21,9 0,26 0,44 0,85
D1 29,1 0,10 0,26 0,94
D2 18,1 0,11 0,16 0,60
F1 26,1 0,51 0,69 0,79
F2 21,5 0,11 0,40 0,51
F4 22,8 1,65 0,43 1,68
F5 27,7 1,23 0,29 1,61
G1 33,5 0,28 0,05 0,33
G3 26,9 0,17 0,58 0,30
HA1 38,7 0,37 0,15 0,89
H2 36,1 0,27 0,12 1,06
H3 31,1 0,30 0,15 1,25
H5 38,6 0,24 0,09 1,07
1 32,1 6,00 0,20 1,21
13 42,8 6,90 0,27 0,55
15 16,7 0,05 0,10 0,02
K1 21,2 1,90 0,76 0,82
K2 31,4 9,60 0,43 0,68
K3 22,9 19,60 0,27 0,40
K5 28,4 2,90 0,18 1,37
EJEMPLO 2

Los ndmeros en superindice en este ejemplo se refieren a las referencias numeradas en la lista de referencias que
sigue a este ejemplo. Los mutantes K1 - K8 a lo largo de todo el ejemplo 2, y las figuras 6-17, representan los
mutantes D1-4, D1-4-1, D1-4-2-1, d1-4-2-1-1, d1-4-2-1-3, d1-4-2-1-4, WT-3 y D1-4-2 para los que se proporcionan
las secuencias en el presente documento en la tabla 2.

El transporte de hierro supone un problema significativo puesto que el hierro férrico libre es insoluble (< 10-18 M) en
disoluciones aerobias a pH fisiolégico, mientras que tras la solubilizacion mediante algunos quelantes, se crea una
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forma reactiva de hierro que puede producir especies téxicas de oxigeno. En consecuencia se requieren
mecanismos especializados para la circulacion de hierro y estos mecanismos especializados se encuentran en
proteinas que utilizan motivos conservados para unirse directamente a hierro (transferrina y ferritina) o utilizan
cofactores incrustados. Mientras que el transporte de hierro extracelular esta mediado en gran medida por
transferrina, los ratones que portan deleciones de estos genes presentaron sorprendentemente fenotipos limitados
(Barasch, Developmental Cell, 2009). Se encontré que un miembro de la superfamilia de lipocalina denominado Ngal
actuaba como un portador de hierro de alta afinidad (Barasch, Molecular Cell, 2002) cuando se unia a una familia de
cofactores novedosos denominados los catecoles o sider6foros bacterianos relacionados construidos a partir de
catecol. En presencia de hierro, la formacién del complejo Ngal:sideréforo:Felll se producia a afinidad subnanomolar
(Barasch, Nature Chemical Biology, 2010) formando una proteina roja brillante, que era estable durante muchos dias
en disolucién y estable in vivo durante el transporte de su hierro fuertemente unido. Ngal se expresa in vivo, pero
varios estimulos de “dafo” elevan su concentracion en 6rdenes de magnitud. Después de eso, Ngal circula en el
suero y se cree que se captura por el receptor megalina del rifidn, en donde Ngal aclara el complejo de
sideréforo:Fe. Aunque se conoce mucho sobre el metabolismo de la forma urinaria de Ngal (se expresa a partir de la
nefrona distal y se excreta en la orina como una proteina de longitud completa), se conoce menos sobre este
sistema de aclaramiento y el papel del receptor megalina, que es el Unico receptor confirmado para Ngal. Para
estudiar este proceso en profundidad, puede examinarse un mutante condicional de megalina. Ademas, para
estudios en ratones de tipo natural, puede someterse a prueba una serie de mutantes de Ngal. Algunos de tales
mutantes sortean el tubulo proximal en donde se ubica la megalina, dando como resultado su presencia en la orina.
Estos mutantes pueden unirse todavia a sideréforo:Felll a alta afinidad (y producir proteinas de color rojo), y pueden
excretar definitivamente hierro, probablemente de una manera inactiva redox. De hecho, en vez de donar hierro a
microorganismos, que es la preocupacién principal de quelantes de moléculas pequefas, los complejos de
Ngal:sideroforo:Fe secuestran hierro de las bacterias. Puede someterse a prueba la hipoétesis de que la megalina es
el receptor de reciclaje clave para Ngal. Se espera que cuando se inhiba el complejo de megalina-Ngal, Ngal pueda
unirse fuertemente a hierro en la orina, sirviendo por tanto como un agente terapéutico seguro para los sindromes
comunes de enfermedades de sobrecarga de hierro.

Las enfermedades de sobrecarga de hierro son casos comunes en la medicina clinica, y se ha demostrado que sus
terapias son téxicas para muchos linajes celulares asi como inductoras del crecimiento bacteriano. Sobrecarga de
hierro es una secuela comun de las transfusiones de sangre, pero se conoce bien en hepatitis, enfermedad renal
crénica asi como en enfermedades hereditarias comunes tales como hemocromatosis. La presente invencion implica
el descubrimiento de una ruta de circulacion de hierro basada en la proteina Ngal, que se expresa masivamente en
el ser humano en diferentes tipos de dano tisular. Estos estudios en el metabolismo de Ngal proporcionan pruebas
de concepto de que Ngal puede usarse como quelante de hierro terapéutico seguro.

La transferrina se une especificamente a hierro en la circulacién, lo que conserva su biodisponibilidad e impide su
toxicidad redox. Sin embargo, aparece hierro no unido a transferrina (NTBI) en pacientes con una variedad de
enfermedades'™ inclugendo tanto causas genéticas como causas no genéticas. NTBI dafa al higado”, corazon®?,
glandulas endocrinas™ '® y rinon ' y una sobrecarga grave puede ser mortal®*® al catalizar especies reactivas de
oxigeno (ROS) por medio de las reacciones de Haber-Weiss y Fenton®*?°.

Hasta la fecha, dos moléculas pequenas, deferoxamina (DFO) y deferiprona estan disponibles para la quelacion de
NTBI y el tratamiento de sobrecarga de hierro®®?%. Sin embargo, estas moléculas demuestran una toxicidad
significativa. DFO provoca reacciones cutaneas, pérdida de audicidn, toxicidad renal y pulmonar, y lo mas
interesantemente infeccion fangica®**, que resulta porque DFO (que es un derivado de un “sideréforo” fingico)
puede suministrar hierro a patégenos”. La deferiprona también esta asociada con genotoxicidad, neutropenia y
agranulocitosis y enfermedad renal®*3. Por tanto, se requieren nuevos agentes para la excrecion de NTBI no téxico,
que no suministra hierro a microorganismos.

La presente invencion utiliza un mecanismo enddgeno de transporte de hierro (Molecular Cell, 2002; Nature N&V,
2005; Nature Chemical Biology, 2010)**®, que se manipula para exportar de manera segura hierro del cuerpo. El
portador se denomina lipocalina asociada a gelatinasa de neutréfilos (Ngal). La presente invencion implica mutantes
de Ngal que permiten que Ngal se excrete de manera segura en la orina, todavia estando fuertemente unida a su
hierro.

Ngal es una proteina portadora de hierro pequefa (22 KDa) que se expresa notablemente en el suero y en la orina
cuando un ser humano o un animal se expone a un estimulo que normalmente provoca lesion renal aguda (AKI:
JASN, 2003; JCI, 2005; Lancet, 2005; Ann Int Med, 2008)**“2. Como resultado, la proteina se conoce ahora bien
como un “biomarcador” de AKI, confirmando més de 100 articulos su expresion robusta, aunque sélo unos pocos
laboratorios estudian su biologia. Se ha encontrado que una vez que se expresa Ngal, se secreta rapidamente a la
circulacion, en donde puede capturar hierro uniéndose a cofactores tales como catecoles enddgenos o sideréforos
de tipo catecolato relacionados (enteroquelina, Ent)36 que sintetizan bacterias para capturar hierro (véase la figura
6). Por tanto, Ngal interrumpe el suministro de nutrientes de hierro para las bacterias, proporcionando bacteriostasis.

Los complejos de Ngal son estables para su transporte, y se filtran por el glomérulo y los captura el tubulo proximal
(figura 7), en donde se degrada Ngal y se libera hierro para su reciclaje®®. Se cree que Ngal experimenta endocitosis
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por megalina en células del tabulo proximal y se ha caracterlzado una interaccion directa entre Ngal-megalina
usando resonancia de plasmén superflmal (SPR/Biacore)*®. La presente invencion implica mutantes de Ngal que
pueden sortear la megalina, se unen ain a Ent:hierro, proporcionando por tanto un agente terapéutico que puede
excretar de manera segura NTBI en la orina.

Evaluacion de la interaccion Ngal-megalina usando mutantes de Ngal

Puesto que la megalina puede ser el principal receptor que media en la reabsorcién de Ngal filtrada*, se produjeron
40 proteinas NGAL mutantes, algunas de las cuales se cree que seleccionan como diana la interaccion Ngal-
megalina. La hip6tesis de la megalina puede someterse a prueba usando uno de estos mutantes (K6) y sus
derivados optimizados, que sortean parcialmente el tibulo proximal y aparecen en la orina. Este mutante puede
usarse para estudiar las interacciones de proteina, y la captura celular y en érganos en ratones de tipo natural y en
ratones deficientes en megalina condicionales, para confirmar que la interrupcion de megalina permite la excrecién
de hierro. También pueden someterse a prueba mutantes adicionales usando este sistema.

Evaluacioén de la interaccién Ngal:Ent:Fe " en mutantes de Ngal

Ngal contiene un cdliz central en donde, cuando se une Ent: Fe'" se produce una proteina roja brillante® (figura 8).

Los mutantes de Ngal, modificados por ingenieria genética para reducir sus interacciones con megalina, también
eran de color rojo brillante cuando se mezclaban con Ent:Fe", indicando retencion de la afinidad de ligando. Los
complejos de Ngal pueden analizarse cuantitativamente usando técnicas de extincion de fluorescencia y
cristalografia de rayos X.

Excrecién segura de hierro mediante el suministro NGAL mutante:Ent:Fe"

Pueden administrarse K6 y mutantes optimizados a ratones para someter a prueba la quelacioén de NTBI y la
excrecion urinaria de Fe"' en modelos murinos de hemocromatosis hereditaria (HFE")**** y adquirida*. La eficacia
puede evaluarse midiendo el agotamiento de NTBI del suero y el higado, y puede descartarse la toxicidad midiendo
el estrés oxidativo y la expresién de Ngal endégena, que se descubrié previamente que indica la aparicién de dafo

renal.

Significacion Los pacientes sobrecargados de hierro demuestran una saturacién de transferrina sérica elevada
(>50%) y niveles de ferritina sérica elevada (>1000 ug/l)1’3 También demuestran hierro no unido a transferrina en la
circulacion (NTBI, por ejemplo 0,9-12,8 pumol/l en suero talasémico; 4-16,3 uM £gn sueros de hemocromatosis
hereditaria (HH)?), asi como una reserva de hierro labil (LIP) dentro de las células®. Estas reservas andmalas de
hierro participan en reacciones de Haber-Weiss b Fenton que oxidan lipidos y protelnas y mutan nucleétidos
formando especies de hidroxilo, ferrilo o perferrilo®™?>*’. En Gltima instancia, se encuentra muerte celular en una
variedad de 6érganos senS|bIes mcluyendo higado (fIbI‘OSIS/CII‘I’OSIS y carcinoma hepatocelular) , corazdn
(cardiomiopatia congestlva) 2 rifion (necrosis 'y apogtosns de células del tubulo prOX|maI) 2 y glandulas
endocrinas (diabetes, hipotiroidismo e hipogonadismo)’

En general hay dos tipos de trastornos de sobrecarga de hierro, hemocromatosis hereditaria (HH) y hemocromatosis
adquirida (AH). La HH esta provocada por pérdida de funciéon de genes asociados con la regulacion del metabolismo
del hierro, tales como HFE (HH de tipo 1), HJV (HH de tipo 2A), HAMP gHH d tipo 2B), TfR2 (HH de tipo 3),
SLC40A1 (HH de tipo 4), CP (aceruloplasminemia), TF (hipotransferrinemia)™". En la entidad mas comun, el alelo
HFE C282Y de tipo |, el 28% de los varones estaban sobrecargados de hierro*®. AH, en cambio, esta provocada por
transfusiones de sangre, talasemia mayor, anemias sideroblastica y hemolitica, sobrecal}:ja de hierro de la dieta,
enfermedades renal y hepatica cronicas debidas a hepatitis C o alcohol o porflrla . Los 5 millones de
transfusiones de sangre, >15 millones de unidades/afio en los Estados Unidos son la causa mas comudn de AH.
Las transfusiones de sangre provocan sobrecarga de hierro porque aunque el ser humano pierde 1-2 mg hierro al
dia, cada unldad de sangre contiene 250 mg de hierro y aparecen claras evidencias de toxicidad tras 20
transfusiones®*®. Las enfermedades renales crénicas también pueden producir un sindrome de deposicién de hierro
en exceso en eI tubulo proximal y en el espacio urinario. El hlerro se deposita en la corteza del rindn en nefropatia
asociada a VIH** asi como en otras formas de sindrome nefrético®. El hierro urlnarlo es también un hallazgo comun
en AKI de diversas etiologias incluyendo hemoglobinuria Y mioglobinuria®, quimioterapia (cisplatino®’;
doxorubicina® ) isquemia- repen‘usmn59 e isquemia por trasplante” . Se cree que la IlberaC|on de hierro en la orina
es una etapa critica en el dafo celular®® En resumen, tanto los pacientes de HH como los de AH padecen dafo
organico sin terapia de quelacién de hierro?

Dos productos quimicos quelantes de hierro estan actualmente en uso clinico®®?®, pero ambos estan limitados por la
toxicidad y problemas de seguridad a largo plazo (por ejemplo “Deferasirox: Uncertain future following renal failure
fatalities, agranulocytosis and other toxicities. Expert Opin Drug Saf. 2007 6:235-9)*>*. La presente invencion
proporciona una estrategia novedosa que se aprovecha de los mecanismos enddgenos de la circulacién de hierro
que se manipula para desarrollar un quelante de hierro no téxico, altamente eficaz para el tratamiento de sobrecarga
de hierro. Ngal es muy adecuada para este enfoque debido a las siguientes caracterlstlcas Ngal se identificé por
primera vez como un portador de hierro y factor de crecimiento en células renales®. En segundo lugar, Ngal se une
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a hierro (figura 6) usando sider6foros bacterianos (tales como enteroquelina [Entl de bacterias Gram-negativas,
bacilibactina de bacterias Gram- posmvas y carboximicobactinas de micobacterias®®’?) o alternativamente catecoles
enddgenos encontrados en mamlferos . Ent y catecoles tienen una afinidad por hierro extremadamente alta
(Kg=10" M y 10 43I\, respectlvamente) , y Ngal se une fuertemente a Ent:Fe y catecol:Fe (K4=0,4 nM) %38 1o que
permite que estos complejos secuestren hierro. De hecho, la quelacion de snderoforos bacterianos por Ngal es un
aspecto critico de la respuesta inmunitaria innata, dado que los ratones Ngal no aclaran in6culos bacterlanos
Estos datos estan en contraposicion con el quelante de hierro de alta afinidad DFO (Kd 10°°M)" que puede
suministrar su hierro a Rhizopus e inducir micosis por Mucor mortal®. En tercer lugar, la union de hierro a Ngal limité
su reactlwdad tal como se demostrd por la supresion de pruebas de fenantrolina y 3'- (p hldrOX|fen|I)f|uoresce|na
(HPF) de Fe* reactivo; en otras palabras, la unién a Ngal bquueo la reaccion de Fenton®. En cuarto lugar, Ngal
puede cargarse con hierro in vivo cuando se presentaba con Ent:>°Fe o catecol:>*Fe; el complejo de Ngal puede
recuperarse entonces del suero cinco minutos después. En cuarto lugar, Ngal cargada con hierro se desplazaba a
través de la circulacion y se dirigl’a al rifién de raton, tal como se demostré mediante autorradiografia®®“° (figura 9).
Este proceso implicaba lo mas probablemente filtracién glomerular del complejo de Ngal, seguido por endocitosis
mediada por megalina en la membrana apical del tubulo proxnmal puesto que se encontré6 Ngal en la orina de
ratones deficientes en megalina’™ (figura 10), y puesto que el andlisis de resonancia de plasmén superficial (Biacore)
mostré que Ngal y megalina interaccionaban dlrectamente (K4=60 nM*). En quinto lugar, el mismo proceso estaba
en marcha en seres humanos, puesto que se visualizé6 Ngal en lisosomas del tibulo proximal de pacientes con AKI
(figura 6). En sexto lugar, Ent tenia una afinidad muy alta por Ngal incluso en ausencia de hierro (Kg=3,57 nM)”,
mientras que el propio catecol se unia a Ngal con escasa afinidad (Ks=200+6 nM)* lo que significa que Ent era
incluso un mejor candidato para la captura y el transporte de hierro que el catecol. Finalmente, el complejo de
Ngal:Ent: Fe" era insensible al pH, no pudiendo disociarse incluso a pH 4,0, mientras que los complejos de
Ngal:catecol: Fe'" eran estables hasta pH 6,5, pero la acidificacion revirti6 progresivamente la ext|n0|on de
fluorescencia dependiente de catecol y dio como resultado la d|300|a0|on de hierro a pH 6,0 (figura 12)*. Por tanto,
debido a su estabilidad en pH acido, no se espera que Ngal:Ent: Fe" se disocie en orina acidificada.

En resumen, Ngal:catecol/Ent pueden quelar NTBI en la circulacién con alta afinidad y aclarar hierro en el riidn. Esta
ruta es activa en seres humanos in vivo y hace circular potencialmente grandes cantidades de Ngal y hierro: si la
TFG es de 140 I/dia y la concentracién de Ngal en suero es de 20 ng/ml, se reciclan 2,8 mg/dia de NGAL (0,14
umoles) y 8 ug de hierro en el tubulo proximal, pero en el entorno de isquemia, insuficiencia renal, septicemia, el
nivel de Ngal se eleva 100-1000 veces, lo que significa que puede estar en marcha un mecanismo muy sustancial de
aclaramiento (dependiendo de la GFR residual). Por tanto, para entender la captura de hierro en el rifién y para crear
una nueva terapia, se ha decidido alterar la reabsorcién de Ngal.

Innovacidn: A. La primera area de innovacion tiene que ver con el tratamlento de enfermedades de sobrecarga de
hierro que durante demasiado tiempo se ha basado en quelantes toxicos®>**. La presente invencién proporciona una
estrategia para desarrollar quelantes de NTBI de alta eficacia, no téxicos. Esta estrategia tiene muchas ventajas con
respecto a los quelantes de hierro actuales porque (1) Ngal proporciona una ruta enddégena para suministrar hlerro al
rlnon35363839 (2) Ngal:Ent tiene una afinidad mayor por hierro que cualquier ofra sustancia conocida’""%; (3)
Ngal:Ent: Fe'" es inactivo redox’®; (4) Ngal:Ent: Fe'" es estable en orina acidificada * y por tanto (5) puede quelar
hierro urinario, aliviando quiza el dano en determinadas enfermedades renales. B. Una segunda area de innovacion
es una descripcion del metabolismo de Ngal-hierro. Puede usarse un ratén bioluminescente para comparar el
momento y la intensidad de la expresion génica de Ngal en el riidn y en la orina, lo que ha proporcionado una
comprensién clara de la biosintesis y excrecién de esta reserva (Paragas et al, en Review). Mutantes de Ngal
pueden someter a prueba directamente el papel de megalina en ratones de tipo natural y proporcionar datos
complementarlos para el andlisis de ratones defectuosos en megallna Este enfoque también puede someter a
prueba la nocién de que un segundo receptor de NGAL (24p3R) puede estar presente en la nefrona.

Evaluacién de la interaccién Ngal-megalina mediante la generacién de mutantes de Ngal

Se cree que la megalina se une a sus ligandos usando una serie de interacciones electrostaticas entre dominios de
unién a ||gando cargados negativamente de la megalina y los dominios de superficie cargados positivamente del
ligando’’. En consecuencia, mutando residuos de superficie cargados positivamente de Ngal puede alterarse la
interaccion megalina- Ngal Se identificaron dominios de superficie de Ngal humana basandose en su estructura
cristalina (R. Strong; n.2 de PDB 1L6M) usando el software Pymol”. Los dominios de superficie contenian 18
aminoacidos cargados positivamente (Lys 15, Lys 46, Lys 50, Lys 59, Lys 62, Lys 73, Lys 74, Lys 75, Lys 98, His
118, Arg 130, Lys 149, e His 165, R43, 72, 140 y K142, 157), 5 de los cuales se conservaban en mamiferos®®, y se
eligieron estos residuos para mutagénesis dirigida al sitio. Se clon6é el ORF de Ngal humana (sin secuencia de
péptido senal) en el plasmido de expresion bacteriana pGEX-4T-3 (Amersham) para generar una fusion GST-Ngal
para crear un molde para la mutagénesis. Entonces se mutaron a alanina los residuos de superficie cargados
positivamente conservados. Se mutaron los aminoacidos no conservados a residuos no cargados positivamente que
ocupaban la misma posicion en proteinas NGAL no humanas. Para la mutagénesis, se us6 una estrategia individual
o combinada con el kit de mutagénesis dirigida al sitio Quick-Change (Stratagene), produciendo 40 clones mutantes
de Ngal. Entonces se produjeron proteinas NGAL mutantes y de tipo natural en E. coli BL21 mediante induccion con
IPTG 0,2 mM, y purificacion mediante alslamlento por afinidad basada en GST y cromatografia de filtracion en gel
usando los protocolos establecidos®*?®. Entonces se examinaron funcionalmente estas proteinas Ngal
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introduciéndolas (80 ug/400 ul) en ratones C57BL/6 (4 semanas) para identificar qué mutantes podian sortear la
absorcion renal y aparecer en la orina en el plazo de 3 h. Se detectaron los mutantes de Ngal K1, K2, K3, K5, K6 y
K8 en la orina mediante SDS-PAGE asi como mediante inmunotransferencia usando un anticuerpo especifico de
Ngal humana desarrollado en rata (R&D Systems) (Ngal recombinante=21 KDa; Ngal end6gena=25 KDa), lo que
sugiere que las mutaciones daban como resultado una pérdida de afinidad para los receptores de reciclaje en la
membrana plasmatica apical de epitelios del tibulo proximal. En cambio, los mutantes K4 y K7, de tipo natural, no
pudieron detectarse en la orina y en consecuencia se reabsorbian lo mas probablemente (figura 13). Estos datos
proporcionan una informacién valiosa sobre la interaccion Ngal-megalina porque someten a prueba si variaciones en
la reabsorcién de Ngal pueden atribuirse a variaciones en la interacciébn megalina-Ngal, proporcionando un
entendimiento de los mecanismos de aclaramiento de Ngal en suero, y permitiendo la optimizacion de mutantes para
excretar hierro.

Base estructural de la interaccién NGAL-megalina

Interacciones con megalina

La interaccion entre NGAL humana de tipo natural (libre de ligando) y megalina acoplada a chip (Ks=~60nM)*
purificada a partir de corteza renal humana se analizé previamente mediante cromatografia de afinidad de oe-
macroglobulina79. Puede usarse la tecnologia Biacore T100 para comparar las interacciones de NGAL de tipo natural
y K6 (u otro mutante) con megalina. También puede someterse a prueba si la uniéon a ligando influye en la
interaccion Ngal-megalina usando sideré6foros bacterianos y ligandos de catecol. Pueden calcularse los datos con el
software BlAevaluation 4.1 (Biacore), que ajusta globalmente los datos para deducir parametros cinéticos y de
equilibrio. También puede usare una gama de condiciones de acoplamiento y regeneracién, aunque la captura con
anticuerpos proporciona a menudo los datos mas limpios.

Endocitosis mediada por megalina

Pueden usarse modelos celulares de expresion de megalina clasicos para investigar la union a megalina y la
endocitosis. Tales células incluyen HK-2%'y epitelios de saco vitelino de rata Brown Norway*®. Las células de saco
vitelino de rata son importantes porque la megalina es el Unico receptor que media en la endocitosis de Ngal
humana en estas células, puesto que la captacion se suprimié completamente con anticuerpos anti-megalina * (los
anticuerpos neutralizantes demostraron ser mas eficaces que ARNhp de megalina). Pueden marcarse proteinas de
tipo natural y mutantes K6 (y otros mutantes) con sondas fluorescentes (Alexa 488, Molecular Probes) limpiadas
mediante filtracion en gel (GE Biotech, PD10) y dialisis (casete Pierce 10K)35’43 con el fin de estudiar su tasa de
captaciéon (50 pg/ml en DMEM libre de suero durante 0,5-6 horas) en presencia o ausencia de anticuerpos anti-
megalina de ser humano o de rata (Santa Cruz; 200 J.Lg/m|)43 que se mostré previamente que bloqueaban la
captacién de Ngal humana de tipo natural en células BN % La endocitosis de Ngal puede medirse tanto usando un
microscopio de barrido laser confocal invertido LSM510-META de Zeiss como inmunotransferencias de extractos
celulares para detectar la presencia de Ngal humana. Estos experimentos pueden determinar si la incapacidad de
capturar K6 (u otros mutantes) puede atribuirse a interacciones Ngal-megalina defectuosas y si el defecto de
afinidad o el defecto de endocitosis es verdaderamente parcial. Si es asi, entonces pueden proporcionarse
mutaciones adicionales para alterar las interacciones con megalina restantes. Los residuos de superficie cargados
positivamente restantes en K6 (u otros mutantes) pueden mutarse usando un enfoque individual o de combinacion
como anteriormente, y luego someterse a prueba reiterativamente usando los ensayos Biacore y los ensayos de
captacién celular. Como resultado de estas mutaciones, pueden definirse el papel de la megalina en la captura de
Ngal y el dominio de unién a megalina de Ngal. Adicionalmente pueden generarse mutantes optimizados.

Receptores alternativos

Los datos (figura 9 y 13) y un informe previamente publicado*® sugieren que la megalina es un receptor esencial
para Ngal. Sin embargo, puede haber receptor(es) distinto(s) de megalina en el tdbulo proximal. El principal
candidato es 24p3R (SLC22A17), que se encuentra por todo el rifidn y se mostré6 que media en la endocitosis de
Ngal”®, pero su funcion aun no esta confirmada. Pueden generarse células HEK293 transfectadas de manera estable
que sobreexpresan 24p3R humano, y puede determinarse la captacion de Ngal:Ent:FeIII y Ngal mutante K6 y de tipo
natural marcados con Alexa-488, por ejemplo usando microscopia confocal e inmunotransferencias. Si 24p3R
estimula la captacion de NGAL de tipo natural, puede ser un receptor para Ngal, y el mutante K6 (y otros mutantes)
puede mostrar interacciones defectuosas con este receptor.

Distribucién de mutantes de Ngal in vivo

Puede realizarse una prueba adicional de la interaccion Ngal-megalina usando un modelo murino deficiente
condicional en megalinag‘, en el que se deleciona la megalina en los epitelios del tibulo proximal usando ratones
con megalina flanqueada por sitios loxP y gGT-Cre que deleciona especificamente genes en el 80% de las células
en el segmento S3 del tibulo proximal®. Segtn TE Willnow®', estos ratones delecionados de manera condicional
son viables y fértiles. La eficacia de la delecién de megalina puede confirmarse mediante tincién inmunohistoquimica
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con anticuerpos anti-megalina. Si la delecién es completa, pueden cruzarse ratones megalina”f con ratones
megalina”*gGT-Cre para generar ratones megalinaf/f:gGT-Cre (25%) y controles de comparieros de camada
megalina"f (25%), megalinaf/":gGT-Cre (25%) vy megalinaf/+ (25%). Los ratones con delecién de megalina (n=12)
pueden identificarse mediante genotipado por PCR del alelo flanqueado por sitios loxP y la gGT-cre recombinasa.
Pueden someterse a prueba mutantes K6 o de tipo natural marcados con Alexa-488 o rodamina (dos marcadores
diferentes para evitar la contribucion de cargas negativas (Alexa-488) o positiva (rodamina)) mediante inyeccion i.p.
en ratones de 4 semanas de edad y analizarse su circulacidon usando un microscopio de barrido laser confocal
invertido LSM510-META de Zeiss e inmunotransferencias con anticuerpos anti-ser humano. Puesto que la expresion
de megalina se limita a epitelios renales proximales, células paratiroideas, células epiteliales epididimarias,
neumocitos de tipo Il, células foliculares tiroideas y epiteliales mamarias, puede investigarse la distribucion de tanto
Ngal de tipo natural como mutante en ratones de tipo natural y deficientes para explorar la interaccion Ngal-megalina
in vivo. Si la captura de NGAL WT mediante el tubulo proximal se suprime en el rindn de deficiente en megalina
condicional, y se excreta Ngal (similar a la figura 10), es probable que la megalina sea el Unico receptor de Ngal en
el rindén y el receptor 24p3R propuesto no sea esencial. Si este es el caso, entonces la distribucion de NGAL WT
debe correlacionarse también con la distribucién de megalina en diferentes tejidos. Ademads, si mutantes de Ngal
tales como K6 tienen una escasa afinidad por megalina, su escape en la orina puede explicarse directamente. Por
otro lado, si se captura NGAL WT en el tubulo proximal deficiente en megalina y por células del cuerpo en las que no
se expresa megalina, entonces se espera(n) receptor(es) alternativo(s). En este caso, la excrecion de Ngal mutante
puede ser el resultado de pérdida de afinidad no sélo para megalina, sino para receptores distintos de megalina.

Evaluacién de la interaccién Ngal:Ent:Fe en mutantes de Ngal

1l 36,75
)

Ngal se une especificamente a Ent:Fe™ y Ent con altas afinidades (0,4 nM y 3,57 nM, respectivamente , ¥y no
puede liberar el hierro unido incluso a bajo pH®. El hierro secuestrado por Ngal ya no participa en reacciones
quimicas y el complejo es estable para su transporte en circulacién. Puede someterse a prueba si los mutantes de
pérdida de “reabsorcion” tienen todavia la capacidad de unirse a sider6foros férricos a alta afinidad. Los datos
iniciales muestran que los mutantes conservan el hierro en presencia de Ent (figura 14) y demuestran una coloracion
roja definida. La interaccién Ngal K6:Ent puede cuantificarse y los efectos estructurales de las mutaciones
introducidas pueden determinarse.

Medicién cuantitativa de la unién Ent:Fe™ mediante Ngal

Puede utilizarse una estrategia de extincién de fluorescencia (FQ) (Nature Chemical Biology, 2010%, figura 10) para
cuantificar el espectro de interacciones de Ngal y mutantes de Ngal:sideréforo férrico®®® para deducir mediciones de
afinidad para la unién a Ent. Pueden recogerse datos de excitacion Aexc. = 281 nm y emision Aem. = 340 nm a partir de
disoluciones de proteina mutante de Ngal K6 100 nM (con ubiquitina 32 pg/ml y DMSO al 5%), expuestas a Ent:Fe.
La sensibilidad al pH del complejo puede determinarse ajustando de manera incremental el pH de la disolucion hasta
que la senal de fluorescencia se estabiliza. Los datos pueden examinarse usando analisis de regresion no lineal
usando un modelo de unién de un sitio (DYNAFIT)®. Pueden realizarse experimentos de control para garantizar la
estabilidad de proteinas. Las técnicas alternativas incluyen SPR y calorimetria de titulacion isotérmica (por ejemplo
del grupo de Strong®).

Base estructural para la formacién de Ngal mutante:Ent:Fe"

Con el fin de confirmar que las mutaciones introducidas para desmantelar la unién a megalina no interferian con
reconocimiento del ligando de sideroforo férrico, puede determinarse la estructura de K6 + Ent:Fe"' mediante
cristalografia de rayos X. Mas de 20 estructura cristalinas de Ngal, incluyendo formas humanas, murinas y mutantes,
+ CHO unido a N, tanto vacias como unidas a una serie de sider6foros naturales o analogos sintéticos se han
determinado previamente (36, 38, 93, 99, 100). Puesto que las mutaciones K6 afectan a los contactos cristalinos en
todas las formas cristalinas de Ngal conocidas, esto puede aproximarse como una determinacion de la estructura de
novo. Para la cristalizacion, la proteina puede estar altamente purificada mediante cromatografia de GST, seguido
por filtracion en gel y cromatografia de intercambio idnico, con la pureza y la monodispersividad determinadas
mediante PAGE reducida/no reducida y espectroscopia de masas con dispersion de luz estatica/dinamica
concurrente (SLS/DLS). Pueden examinarse preparaciones de proteinas monodispersas para determinar su
capacidad de cristalizacion usando robética de submicrolitros y exadmenes factoriales disponibles comercialmente.
Los cristales preliminares pueden optimizarse en formatos de cristalizacion convencionales usando metodologias
establecidas para catalizar la cristalizacion. Alternativamente, la proteina pueden purificarse de manera mas rigurosa
o complejarse con Fab (se determind la estructura de un complejo de Ngal murino:Fab [cristalizado a partir de PEG
4000 al 20% e isopropanol al 10%, pH = 7,0; grupo espacial: P21212, a = 37,9 A, b = 69,4 A, ¢ = 117,6 A; dmin. =
2,15 A, Rpusien = 0,04], puede usarse un panel de mas de 16 Fab de anticuerpo anti-Ngal humana para la
cristalizacién). Pueden recogerse datos de difraccion. Los datos pueden reducirse con cualquiera de una variedad
de paquetes de software disponibles y pueden calcularse las fases mediante Fourier de diferencia directa (para
cristales isomorfos), reemplazo molecular (MR), MAD (generalmente usando selenometionina) o MIRAS (usando
cualquiera de una variedad de estrategias de derivatizacion). Estos datos pueden caracterizar cuantitativamente
interacciones Ngal:Ent, indicando si K6 (u otros mutantes) han retenido la afinidad por Ent:Fe". Estos estudios
pueden mostrar que las mutaciones introducidas alteran la unién a ligando, y las estructuras pueden usarse para
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disefar por ingenieria genética mutaciones adicionales.

Excrecion segura de hierro mediante el suministro NGAL mutante:Ent:Fe"

Para someter a prueba si Ngal K6: Ent puede quelar eficazmente y suministrar NTBI a la orina a través del rifién, se
introdujo el complejo K6:Ent: e (80 ug) en ratones (4 semanas), y se recoglo la orina durante 3 h en jaulas
metabdlicas. Tal como se muestra en la figura 16, el 23% del complejo K6- SFet inyectado se suministr6 a la orina,
en paralelo con el porcentaje de proteina K6 encontrada en la orina (figura 13), mientras . que se excreté menos del
0,1% del producto inyectado de tipo natural. Sélo se acumularon cantidades traza de ° °Fe" en el higado (<1%),
indicando que una vez que K6:Ent quel6 el hierro, se suministr6 principalmente al rinén y a la orina. Basandose en
estos resultados, puede someterse a prueba si K6:Ent puede capturar, quelar, hacer circular y eliminar NTBI
enddgeno.

Quelacién y excrecion de NTBI por K6:Ent en modelos murinos de hemocromatosis

Establecimiento y evaluaciéon de modelos de ratén

Un modelo de ratdon de hemocromatosis hereditaria de tipo 1 que carece del gen Hfe esta disponible de Jackson
Labs (n ° de reserva: 003812). Estos ratones desarrollan sobrecarga de hierro en dérganos 12 semanas tras el
destete®. Un modelo de ratén de hemocromatosis adquirida puede establecerse tal como se notificé previamente'°
Este modelo de ratén de sobrecarga de hierro mediada por transfusién se realizé transfundiendo RBC de raton
almacenados (14 dias a 4°C) (200 o 400 ul a 17,0-17,5 g/dl de hemoglobina) a un receptor por medio del plexo
retroorbital de ratones anestesiados con isoflurano, que es el equivalente de la transfusién de un ser humano con 1-
2 unidades de RBC. En resumen, los RBC se obtienen de 30-50 ratones C57BL/6 en disolucién de CPDA-1 (Baxter),
se sometieron a leucorreduccién usando un filtro de reduccion de leucocitos de alta eficacia neonatal (PurecellNeo) y
luego se concentraron mediante centrlfuzgacién hasta un nivel de hemoglobina final de 17 g/dl, tal como se determina
mediante ensayos de Drabkin (Ricca)'® y se comparé la den3|dad Optica (540 nm) con los patrones Count-a-Part
Cyanmethemoglob-in Standards (Dlagnostlc Technology)'®'. Se cuentan los leucocitos residuales mediante
citometria (LeucoCOUNT; BD)'®'. Se observé previamente NTBI en ratones tanto HFE™ (~3,7 uM)'® como
transfundidos con RBC (~2,5 uM)'®". NTBI puede medirse en estos modelos usando un ensayo de ultrafiltracién de
acido nitrilotriacético (NTA) convencional'®'. Esto puede realizarse incubando plasma heparinizado (90 pul) con NTA
(800 mM, pH 7,0) y luego preparando un, ultrafiltrado de 30K (NanoSep, punto de corte de 30 kDa, tipo de
polisulfona) y mldlendo NTBI con ferrozina'®. Puede determinarse el hierro organico total usando un procedimiento
que |mp||ca desecacion a 65°C, seguido por acndlflcamon y deteccién de NTBI con un cromégeno (batofenantrolina
1,6 mM) . Puede detectarse la hemoglobinemia espectrofotométricamente usando un espectrofotémetro
PowerWave XS (BioTek)'”'. Puede detectar la acumulacion de hlerro intracelular en el higado y el bazo en
secciones de parafina con reactivo de Perl que revela granulos azules™ y en secciones con inmunotincion conjunta
para detectar macrofagos con anticuerpo anti-F4/80 de ratéon (eBioscience) y kits de ABC y DAB (Vector
Laboratories)'"’

Tal como se notificé anteriormente, varias citocinas/quimiocinas, especialmente interleucina-6 (IL-6), proteina
quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), proteina inhibidora de macréfagos-1p (MIP-1B) y quimiocina derivada de
queratlnocnos/CXCU (KC/CXCL1) estan aumentadas en el plasma 2 h tras la transfusion de RBC almacenados
antiguos''. Por tanto, estas citocinas pueden medirse como marcadores de sobrecarga de hierro y como una
medida de Ia eficacia del tratamiento de Ngal. Las citocinas/quimiocinas pueden cuantificarse usando el kit de matriz
de perlas citométricas Flex (BD Biosciences) y plasma con un citometro FACSCalibur (BD Biosciences) equipado
con el software FlowJo'°

Tratamiento de sobrecarga de hierro con K6:Ent y evaluacién de la eficacia del tratamiento.

El complejo K6:Ent puede introducirse en ratones HFE" o transfundldos con RBC mediante infusién intravenosa con
una bomba microosmética (ALZET®). Para ratones HFE', la dosis de K6:Ent puede ser de 17,9 mg de K6:Ent
durante 12 horas, 3 veces a la semana durante 4 semanas. Esta dosis se basa en el siguiente célculo: Para ratones
HFE”, NTBI es ~3,7 uM y el volumen de sangre ~ 1,6 ml; para maximizar la quelacion y eliminacién de hierro, deben
estar presentes continuamente los mismos moles de Ngal:Ent en la circulacién durante un tratamiento de 12 horas
con la consideracion de la semivida de Ngal de 10 min, o aproximadamente ~0,85 umoles (~17,9 mg) de Ngal:Ent
que se requieren tedricamente a lo largo de 12-horas. De manera similar, para los ratones con transfusion la dosis
es de ~0,58 umoles (~12 mg) de Ngal:Ent a lo largo de 12 horas en un Unico periodo de tratamiento. Apo-K6 es
como un control negativo porque no se une a hierro y disociaria los catecoles enddgenos asociados. NGAL WT es
también un control Util porque la captura la megalina, y no hace circular hierro a la orina.

La eficacia de tratamiento puede evaluarse mediante la medicién de hierro sérico y urinario, la concentracién de
hierro en el higado, el bazo y el rifdn, la acumulacion de hierro intracelular en macréfagos y hepatocitos, y
citocinas/quimiocinas en el plasma de ratones tratados con K6:Ent frente a tratados con K6 o de tipo natural tal como
se describidé anteriormente. Ngal K6 puede detectarse en la orina mediante inmunotransferencia con anticuerpos
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anti-ser humano. Los datos preliminares sugieren que K6 aparecerda en Ia orina, y que K6:Ent disminuira
notablemente NTBI sérico, disminuira el contenido de hierro de ratones HFE' y la sobrecarga por transfusion, y
adicionalmente normalizara los niveles de citocinas/quimiocinas en transfusiones con RBC antiguos.

Efecto del tratamiento con K6:Ent sobre el dano celular mediado por hierro

La medicion de la actividad redox en los lipidos peroxidados del rindn es un marcador del estrés oxidante catalizado
por hierro, que se mide mediante malondlaldehldo Se separa la corteza renal de ratones sometidos a tratamiento
con K6 de la médula, se homogeneiza'®'%" y se trata con TCA y acido tiobarbiturico y se lee el sobrenadante a 535
nm. Se calcula el malondialdehido, expresado en nmoles, usando un coeficiente de extincion molar de 1,56 x 10° M’
'em™ a 535 nm. Una medicién adicional del dafio renal durante el tratamiento con K6 es la deteccion de uNgal de
raton enddégena (25 KDa) con anticuerpo frente a raton (R&D Systems). Ngal se expresa en el plazo de 3 h del dafio
mediante estimulos que provocan AKI incluyendo ataque radical, y en el presente documento se medira uNgal en los
diferentes grupos de tratamiento.

Medicion de hierro libre y actividad redox en orina de raton

Los datos presentados en el presente documento sugieren que el hierro se unira fuertemente a Ngal K6 y sera
inactivo redox incluso en la orina aC|da Esto puede someterse a prueba usando la prueba de bleomicina
espectrofotométrica clasica de Gutterldge para medir el hiero “catalitico” urinario en ratones tratados con K6,
K6:Ent y NGAL de tipo natural. Se recoge orina en agua libre de pirdgenos, tratada con Chelex y se crea un
ultrafiltrado usando instrumento Microcon 10K (Millipore), medido con los ensayos de bleomicina. Se prepara una
curva patrén con adiciones conocidas en la orina de FeCls y hierro detectable con bleomicina registradas por mg de
creatinina (Abeam). También puede usarse una segunda estrategia para medir la actividad redox -la generacién de
radicales hidroxilo mediada por hierro puede detectarse medlante la conversion de 3’-(p-hidroxifenil)fluoresceina
(HPF; Invitrogen) en fluoresceina en presencia de acido ascorbico® (ex. 490 nm, em. 515 nm). Tal como se muestra
en la figura 12, NGAL de tipo natural extinguia la actividad de catecol: :Fe' -se somete a prueba orina de ratones
tratados con K6, K6:Ent y NGAL WT:Ent. Un control positivo es Ent/catecol:Fe" seguido por K6 que inhibe la
produccion de radicales superéxido.
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La tabla 2 muestra una lista de secuencias de aminoacidos, y las secuencias de aminoacidos de proteinas NGAL
mutantes. SEQ ID NO: 2-5 forman parte de la invencion, los otros mutantes de NGAL son para fines comparativos
sélo. Las proteinas NGAL mutantes que se generaron se muestran como SEQ ID NO: 2-10; 21-68; 247-251. La tabla
2 también muestra supuestas proteinas NGAL mutantes que tienen sustituciones en aminoacidos no cargados
positivamente en todas las posiciones en NGAL (SEQ ID NO: 69-246, incluyendo todos los residuos de superficie en
NGAL, residuos de superficie que incluyen las posiciones 1-15 (SEQ ID NO: 69-83), las posiciones 17-26 (SEQ ID
NO: 85-94), las posiciones 40-50 (SEQ ID NO: 108-118), las posiciones 57-62 (SEQ ID NO: 125-130), las posiciones
71-82 (SEQ ID NO: 139-150), las posiciones 84-89 (SEQ ID NO: 152-157), las posiciones 96-105 (SEQ ID NO: 164-
173), las posiciones 114-118 (SEQ ID NO: 182-186), las posiciones 128-131 (SEQ ID NO: 196-199), la posicion 134
(SEQ ID NO: 202), las posiciones 140-151 (SEQ ID NO: 208-219), las posiciones 157-165 (SEQ ID NO: 225-233),
las posiciones 170-174 (SEQ ID NO: 238-242).

SEQ ID NO Nombre Secuencia
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SEQ ID NO:

NGAL WT

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOQNFODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREEKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSONREYFKITLYGRTKELT SE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

K-3

QODSTSDLIPAPPLSSVPLOQNFODNOFQGEKWYVVGLAGNAILREDEDPY
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRDDGCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIQ
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQFAMVFEFKKVSONQEYFKITLYGRTKELTSE
LOENFIRFSKSLGLPENNIVEFEVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

ODSTSDLIPAPPLSSVPLOONFODNOFQCEWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRDDGCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIQ
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQFAMVFFKKVSONQEYFKITLYGRTKELTSE
LOENFIRFSKSLGLPENNIVEFPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOQNFODNOFQGEWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDGSYNVTSVLFRDDGCDYWIRTEFVPGCQPGEFTLGNIQ
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVFEVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

QODSTSDLIPAPPLSSVPLOONFQODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRDDGCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFFKKVSONQEYFKITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

K-5

ODSTSDLIPAPPLSSVPLOONFODNOFQCEWYVVGLAGNAILREDEDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVFGCQPGEFTLGNIQ
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQFAMVFFKKVSONQEYFKITLYGRTKELTSE
LOENFIRFSKSLGLPENNIVEFPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

K-1

ODSTSDLIPAPPLSSVPLOONFODNOFQCEWYVVGLAGNAILREDEDPQ
KMYATIYELQEDKSYNVISVLFREKKCDYWIRTFVFGCQPGEFTLGNIQ
SYPGLTSYLVRVVSTHNYNQFAMVEFKEVSQNQEYFKITLYGRTKELTSE
LOENFIRFSKSLGLPENNIVEFPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

F-4

QODSTSDLIPAPPLSSVPLOONFQODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDEDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQONREYFKITLYGRTKELT SE
LOENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

F-5

ODSTSDLIPAPPLSSVPLOONFODNQFOGKWYVVGLAGNATILREDEDPQ

KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVITNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTSE

LOENFIRFSKSLGLPENNIVEPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

10

B-2

ODSTSDLIPAPPLSSVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNATILREDEDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQFAMVFFEKVSONREYFRKITLYGRTKELT SE
LEKENFIRFSKSLGLPENNIVFPYPIDOCIDG

SEQ ID NO:

11

EcNGAL

RDPAPKLIPAPPLDRVPLOPDFKDDOFQGKWYVVGVAGNAFKKERQGQTF
TMYTTTYELKEDHSYNVTSILLRDONCDHWIRTFIPSSQPGUEFNLGDIK
RYFGVQSYIVRVADTDYNQFAIVFFRKVYKNQEYFKTTLYRRTKELTPE
LREKFISFAKSLGLTDDHIIFPVPIDQCIDEE

SEQ ID NO:

12

CMNGAL

QDSTPSLIPAPPPLEVPLOPDFOHDOFQGEKWYVIGIAGNILKKEGHGOL
KMYTTIYELKDDQSYNVTSTLLRNERCDYWNRDEVPSEFQPGQESLGDIQ
LYPGVRSYLVQVVATNYNQYALVYFRKVYKSQEYFKITLYGRTKELPLE
LKKEFIRFAKSIGLTEDHIIFFVPIDQCIDE

SEQ ID NO:

13

SsNGAL

OGTIPNWIPAPPLSKVPLOPNFOADQFQGKWYVVGLAGNAVEKERQGRTE
KMYTTTYELKEDGSYNVISTLLRGQLCDNWIRTFVESLOPGQFKLGDIK
KYSGLOSYVVRVVSTNY SQFAIVFFEKKVSNNQEYFKTTLYGRTKVLSPE
LEENFVRFAKSLGLSDDNIIFPVAIDOCIDGQ

SEQ ID NO:

14

PINGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRERKCDYWIRTFVFGROQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFEKKVSONREYFKITLYGRTEELTSE
LOENFIRFSKSLGLPENHIVFPYVPIDOCIDG

SEQ ID NO:

15

MamNGAL

ODSSSDLIPAPPLSKVPLOQNFODNQFQOGEKWYVVGLSGNAVGRKDEAPL
KMYATIYELKEDKSYNVTSILFREKEKCDYWIRTFVPGSQPGEFTLGNIQ
NHPGLTSYVVRVVSTNYKQYAMVEFKKVSONKEYFKITLYGRTKELTSE
LEKENFIRFSKSLGLFENHIVESVPIDQCING
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SEQID NO: 16

BtINGAL

RSSSSRLLRAPPLSRIPLOPNFQADQFQGEKWYTVGVAGNAIKKEEQDPL
EMYSSNYELKEDGSYNVTSILLEDDLCDYWIRTFVESSQPGQFTLGNIK
SYRGIRSYTVRVVNTDYNQFATIVYFKKVORKKTYFKITLYGRTKELTPE
VRENF INFAKSLGLTDDHIVFTVPIDRCIDDQ

SEQID NO: 17

MmNGAL

ODSTONLIPAPSLLTVPLOPDFRSDOFRGRWYVVGLAGNAVQKKTEGST
TMYSTIYELQENNSYNVTSILVRDODOGCRYWIRTFVPSSRAGQFTLGN
MHRY PQVQSYNVQVATTDYNQFAMVEFREKTSENKQYFKITLYGRTKELS
PELKERFTRFAKSLGLEDDNIIFSVPTDQCIDN

SEQID NO: 18

RnNGAL

ODSTONLIPAPPLISVPLOPGFWTERFQGRWEVVGLAGNAVQKERQSRE
TMYSTIYELQEDNSYNVTSILVRGQGCRYWIRTFVPSSRPGQFTLGNIH
SYPQIQSYDVQVADTDYDQFAMVFFQKTSENKQYFRKVTLYGRTKGLSDE
LEKERFVSFAKSLGLKDNNIVESYVPTDOCIDN

SEQID NO: 19

Megalina Hs

MDRGPAAVACTLLLALVACLAPASGQECDSAHFRCGSGHCIPADWRCDG
TEDCSDDADEIGCAVVTCQOQGYFKCQSEGOCIPNSWVCDQDQDCDDGSD
ERODCSQSTCSSHOITCSNGQCIPSEYRCDHVRDCPDGADENDCQYPTC
EQLTCDNGACYNTSCKCDWKVDCRDSSDEINCTEICLHNEFSCGNGECT
PRAYVCDHDNDCQDGSDEHACNYPTCGGYQF TCPSGRCIYONWYCDGED
DCKDNGDEDGCESGPHDVHKCSPREWSCPESGRCISIYKVCDGILDCPG
REDENNTSTGKYCSMTLCSALNCQYQCHETPYGGACFCPPGYIINHNDS
RTCVEFDDCQIWGICDOKCESRPGRHLCHCEEGY ILERGQYCKANDSFEG
EASIIFSNGRDLLIGDIHGRSFRILVESQNRGVAVGVAFHYHLORVEWT
DITVQNEVFSVDINGLNIQEVLNVSVETPENLAVDWVNNKIYLVETKVINR
IDMVNLDGSYRVTLITENLGHPRGIAVDPTVGYLIFSDWESLSGEPKLE
RAFMDGSNREKDLVKTKLGWPAGYVTLDMISKRVYWYDSRFDY IETVTYDG
IQRKTVVHGGSLIPHPFGVSLFEGQVEFFTDWATKMAVLKANKFTETNPOV
YYQASLRPYGVIVYHSLRQPYATNPCKDNNGGCEQVCVLSHRTDNDGLG
FRCKCTFGFQLDTDERHCIAVONFLIFSSOVAIRGIPFTLSTQEDVMV P
VSGNPSFFVGIDFDAQDSTIFFSDMSKHMIFKQKIDGTGREILAANRVE
NVESLAFDWISKNLYWITDSHYKSISYMRLADKTRRTVVQYLNNPRSVVY
HPFAGYLFFTDWFRPAKIMRAWSDGSHLLPVINTTLGWPNGLAIDWAAS
RLYWVDAYFDKIEHSTFDGLDRRRLGHIEQMTHPFGLAIFGEHLEFTDW
RLGAIIRVRKADGGEMTVIRSGIAY ILHLKSYDVNIQTGSNACNQPTHP
NGDCSHECFPYVPNFQRVCGCPYGMRLASNHLTCEGDETNEPPTEQCGLE
SEFPCKNGRCVPNYYLCDGVDDCHDNSDEQLCGTLNNTCS3SAFTCGHGE
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CIPAEWRCDKRNDCVDGSDEENCPTHAPASCLDTOY TCDHNEQC I SKNWYV
COTDNDCGDGSDEKNCNSTETCQPSQFNC FHHRC IDLSFVCLGDXDCVD
GSDEVGCVLNCTASQFRCASGDKCIGYTNRCDGVEDCSDHNSCEAGCPTR
PPGMCHSDETQCOEDGICI PNFWECDGHPOCLYGSDEHNACVPETCPSS
¥ FHCDNGNC THRAKLC DRONDCGDMSDEK DCPTOPFRC PSHOWOC LGHE
ICYVNLSYVVCTGIFRCPNGTDE SPLCHGNSCSDFNGGC THECVQEPTCAR
CLCPLGFLLANDSKTCEDIDECDI LGSCSCHCYNMRGSFRE SCDTGYML
ESDGRTCEVTASESLLLLVASONKI IADSVTSOVHNI YSLVENGS Y IVA
VOFDSTISGRIFWSDATOCK TWSAPONGTDRRVYVEDS ST LTET TR T DWY
GRNLYWTDYALETIEVSKIDGSHRTVLISKNLTNPRGLALDPRMNEHLL
FWSDWGHIIPRIERASMDGSMRTVIVODKIZWPCGLTIDYPNRLLY ZMDS
YLDYMDFCDYNGHHRRQVIASDLI IRHPYALTLFEDSVYHTERATRRVM
PANKNHGGNQSVVMYNIOWP LG LIVAVHPSKQPNSVNPCAL SRCSHLCLL
SSQGPHFYSCVCPSGHST SPD L INCTRDDGPFT.TTVROHT T=GTSTNPS,
VKSNDAMVP IAGICNGLDVEFDDAEQY T YWVEN EGE THRVKTDGTNRTY
FASISHMVGPSMNLALDWISRNLYSTNPRICQSIZVLTLHGDIRYRXTLIR
NOGTALGVGTPIGTTVDPARGKLYWSDO3TDSGVPAK TASANMDGTSVE
TLFTGNLEELECVTLDIEEQK LYWAVTGRGVIZRGNVDGTDRMI LVHQL
SHPWGIAVELSELYYTDEQYEVIERVDKATGANKIVLRDNV PNLRGLOV
YHRRMNAARESSNGC SNNMNACQQICLPVPGGLESCACATGEELNPDNRSC
SPYNSFIVVSMLSAIRGEFSLELSDESETMYVPVACQGRNALEVDVDVSSU
FTYWCDFSSSVASTINATRRTKPDGSSTMNTVTHGTGENGVYRGT AVIIVE
GNLYFTNAFVSETLIEVLRINTTYRRVLLEVIVDMPRH. VVCPKNRYLF
WADYGORPEIERSZLDCTNRIVLVSEGIVIPRGLAVDRSDGYVYWVDDS
LOIIARIRINGENSEVIRYGSRYPIPYGITVEZNSI ITWVDRNLEXIFQA
SKEPENTEP2TVIRDNINWLRDVTI = DKQVQPRSPAEVNNN2CLENNGG
CSHLCFALPGLHT ZKCDCATGTLQSDGKNCAT STENF L. FALSNSLRSL
HLDPENHSP2FQTINVERTVMSLDYDSVSDRI¥EFTQN LASGVGQISYAT
LSSGIHTPIVIASGIGTADGIAFDNITRRIYYSOYLNOMINSMASDGSK
RTVIARVPK PRATIVLDPCOGY LYWADKWDTHAK IERAT LGCNTRVP VNS
SLVMPSGLTLDYEEDLLYWVDASLORIERSTLTGVDREVIVNAAVHAFG
LTLYGQYIYWTDLY TORI YRANKYDGSGDIAMT THLLSOPRGTNTVVER
DKQOCNNPCEQFNGGC SHICAPGPNGARCCCPAREGN WY LANNREACTVD
NGERCGASSITCSHNGRCISEEWKCDHNDNDCGDGSDEME SVCALHTCSPT
ATTCANGRCVQYSYRCDYYNDCGDGSDEAGCLIFRDCXAT TEIMCNNRRC
IPREFICNGVDNCHDNNTSDEKNCPCRTCCSGYTKCHNSNICIPRVYLC
DGDNDCGDNSDEN =LY CIIHICS S SEFQUASGRC L PUHWYC DOEL DCED
ASDFPASCGHSERTCTANEFKCNGGRCTPSFEHTCNGDNDCGTMSDREDK R
HQCQNQNCSLSEFLCVNDRPPLRRC I POSWVCDGDVDC T DG Y DENQHCT
RRTCSENEFTCGYGLCTFKIFRCDRHNDCGDY SDERGCLYQTCQONQFT
CONGRCISKTFVCDEDNDCGDGSDELMHLCHT PERPTCPPHEFKC DGR
TEMMELCNELDDCI DNSDEKGCGINECHDESTSCCDHNCTDTLTSFYCS
CRPGYKLMSCERTCVDIDECTEMPFVCSOKCENVIGS Y- CKCAPGYLRE
POGETCRQNSNIESYLIFSNRYYLRNLTIDGYFYSTT L EGLCNVVALDF
DRVEKRLY#IDTQOROVIERMFLNE TNKETI INIRLPAAESLAVDWVSRY
T¥WTDARTDGT FYSDTNGGHRRMTAQHCVDANN TRCFDNPRGT ATHPQY
GYLYWADWGHRAY IGRVGMDGTNKSV I ISTKLIWPNGITIDY THDLLYW
ADAHLGYIEYSDLEGHHRHTVYDGALPHPZAITIFEDT _YWTDWNTRTV
EKGNKYDGSNROTLVNTTHRPFDIEVYHPYROPIVS N PCGTNNGGCSHL
CLIKPGGEGEICECRDDERYLOLSGS Y YCMPMC SSTQF LCANNEXCLE L
WWKCDGOEDCSDGSDELALC PQRECRLGOTQC S DENC TS POTLONAHQK
CPDGSDEDRLLCENHHCDSHEWQCANKRC I PESWQCDTFNDCEDN SDED
SSHCASRTCRPGOFRCANGRCIPOAWKCDVDNDCGDHSDEPTEECMS SR
HLCDNFTEFSCKTNYRC I PRWAVCNGVDDCRDN SDEQGCEERTCH2VED
FRCENHHCI?LRHCCDGONDCGDN SCEENCAPRECTESEFRCVNQQC IR
SRWICDHYNGCGDNSDERDCEMRTCHPEY TOCTSGHCVHSELRCDGSAD
CLD&SDE&DCPTRTPDGAYCQATHMFECKNHVC I PPYWKCDGEDDCGDGS
DEELELCLDVPCNSPNRFRCDNNRCIYSHEVCNGVDDCUGDGTDETEEHC
RKPTPRPCTLEYEYKCGNGIICIPIIDNVCDDADDCGDWSDELGCHEGKERT
CAENICEQNCTQLNEGGFICSCTAGFETNVEFDRTSCLDINECEQFGTCE
CHCRNTKGSYECVCADGEFTSMSDRPGKRCAAEGSSPLLLLPDNVRIRKY
MLSSERFSEYLODEEY IQAVDYDWDPKDIGLASVVYY TVRGEGSREFGAIK
RAYIPNFESGRNNLVQEVDLEKLKYVMOPDGIAVDWVCRHIYWSDVENER
TEVAKLDGRYRKALISTDLDOPAATAVNPRLGLMFWTDWGKEPK TESAW
MNGEDRNILVFEDLGWPTGLSIDY LNNDRIYWSDFKEDVIETIKYDGTD
RRVIAKEAMNEPYSLDIFEDQLYWISKEKGEVWKQNEFGOGKKEKTLVVEN
PWLTOVRIFHQLRYNKSVPNLCKQICSHLCLLRPGGYSCACPQGSSEFIE
GSTTECDAATIELPINLPFPCRCMHGGNCYFDETDLPRCKCPSGYTGKYC
EMAFSKGISPGTTAVAVLLTILLIVVIGALAIAGFFHYRRTGSLLPALP
KLPSLSSLVKPSENGNGVTFRSGADINMDIGVSGFGPETATDRIMAMSE
DFVMEMGKQPI IFENPMY SARDSAVKVVOPIQVTVSENVDNKNYGSPIN
PREIVPETNPTSPAADGTOVIKWNLEFKRKSKQTTNFENPIYAQMENEQK
ESVAATPPPSPSLPAKPKPPSRRDETPTYSATEDTFEDTANLVKEDSEY
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SEQID NO: 20

Megalina Mm

MERGRAAAAWMLLLAIAACLAPVSGQECGSGNFRCDNGYCIPRSWRCDG
TRDCLDDTDEIGCPPRSCGSGFFLCPAEGTCIPSSWVCDODKDCSDGAD
EQONCPGTTCSSQQLTCSNGQCVPIEYRCDHVSDCPDGSDERNCYYPTC
DOLTCANGACYNTSQKCDHKVDCRDSSDEANCTTLCSQRKEFQCGSGECT
LRAYVCDHDNDCEDNSDEHNCNYDTCGGHQEFTCSNGQCINQNWVCDGDD
DCQDSGDEDGCE SNQRHHTCYPREWACPGSGRCISMDEVCDGVEPDCPEG
EDENNATSGRYCGTGLCSILNCEYQCHQTPYGGECFCPPGHIINSNDSR
TCIDFDDCOIWGICDOKCESRQGRHOCLCEEGY ILERGQHCKSNDSF3A
ASITISNGRDLLVGDLHGRNFRILAESKNRGIVMGVDEFHYQKHRVEWTD
PMCAKVEFSTDINGLNTQEILNVSIDAPENLAVDRINNKLYLVETRVNRI
DVVNLEGNQRVTLITENLGHPRGIALDPTVGY LFFSDWGSLSGQPKVER
AFMDGSNREDLVTTELGWPAGITLDLYSKRVYWVDSRYDYIETVIYDGI
QRKTVARGGSLVPHPFGISLFEEHVET TDWTEMAVMEANKFTDTNEPQVY
HOSSLTPFGVIVYHALRQPNATNPCCNNNGGCAQICVLSHRTDNGGLGY
RCKCEFGFELDADEHHCVAVKNFLLESSQTAVRGIPFTLSTQEDVMVEYV
TGSPSFIVGIDFDACQHSTIFYSDLSKNIIYQQKIDGTGKEVITANRLON
VECLSFDWISRNLYWIDGGSKSYIVMKLADKSRRQIISNLNNPRSIVVH
PAAGYMFLSDWFRPAKIMRAWSDGSHLMP IVNT SLGWPNGLAIDWSTSR
LYWVDAFFDKIEHSNLDGLDRERLGHVDOMTHPFGLTVEEDNVELTDWR
LGAIIRVRESDGGDMTIVVRRGISSIMHVEAYDADLOTGTNY CSQTTHPN
GDCSHFCFPVPNFQRVCGCPYGMELORDOMTCEGDPAREPPTQQCGSSS
FPCNNGKCVPSIFRCDGVDDCHDNSDEHQCGALNNTCSSSAFTCVHGGY
CIPGOWRCDKOQNDCLDGSDEQNCPTRSPSSTCPPTSFTCDNHMC IPKEW
VCDTDNDCSDGSDEKNCQASGTCHETQFRCPDHRCISPLYVCDGDKDCY
DGSDEAGCVLNCTSSQFKCADGSSCINSRYRCDGVY DCKDNSDEAGCPT
RPPGMCHPDEFQCOGDGTCIPNTWECDGHPDCIQGSDEANGCVPKTCSP
SHELCDNGNCIYNSWVCDGDNDCRDMSDEKDCPTQPFHCPSSQWOCPGY
SICVNLSALCDGVFDCPNGTDESPLCNQDSCLHFNGGCTHRCIQGPFGA
TCVCPIGYQLANDTKTCEDVNECDIPGFCSQHCVYNMRGSFRCACDPEYT
LESDGRTCKVTASENLLLVVASRDKIIMDNITAHTHNIYSLVQDVSEVV
ALDFDSVTGRVFWSDLLEGKTWSAFONGTDKRYVVHDSGLSLTEM IAVDW
IGRNIYWIDYTLETIEVSKIDGSHRTVLI SKNVTKPRGLALDPRMGDNY
MEWSDWGHHPRIERASMDGTMRTVIVQEKIYWPCGLSIDYPNRLIYFMD
AYLDYIEFCDYDGONRROVIASDLVLHAPHALTLFEDSVEWTDRGTHQV
MOANKWHGRNQSVVMY SVPOPLGIIATIHPSROPSSPNPCASATCSHLCL
LSAQEPRHYSCACPSGWNLSDDSVNCVRGDQPFLISVRENVIFGISLDP
EVKSNDAMVPISGIQHGYDVEFDDSEQFIYWVENPGE IHRVKTDGSNRT
AFAPLSLLGSSLGLALDWYSRNIYYTTPASRSIEVLTLRGDTRYGKTLI
TNDGTPLGVGFPVGIAVDPARGKLYWSDHGTDSGVPAKIASANMDGTSL
KILFTGNMEHLEVVTLDIQEQKLYWAVTSRGVIERGNVDGTERMILVHH
LAHPWGLVVHGSFLYYSDEQYEVIERVDKSSGSNKVVERDNIPYLRGLR
VYHHRMNAADSSNGCSNNPNACQQICLPVPGCGMESCACASGFKLSPDGRS
CSPYNSFIVVSMLEPAVRGFSLELSDHSEAMVPVAGQGRNVLHADVDVAN
GFIYWCDFSSSVRSSNGIRRIKPNGSNFTNIVTYGIGANGIRGVAVDWY
AGNLYFTNAFVYETLIEVIRINTTYRRVLLKVSVDMPRAIVVDFPRKHRYL
FWADYGQKPKIERSFLDCTNRTVLVSEGIVIPRGLAVDHDTGY IYWVDD
SLDITARIHRDGGESQVVRYGSRYPTPYGITVFGESI IWVDRNLREVEQ
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ASKQPGNIDPPTVIRDSINLLRDVIIFDEHVQPLSPAELNNNPCLOSNG
GCSHFCFALPELPTPKCGCAFGTLEDDGENCATSREDFLIYSLNNSLRS
LHFDPODHNLPFQAISVEGMAIALDYDRRNNRIFTTOQKLNPIRGOISYV
NLYSGASSPTILLSNIGVIDGIAFDWINRRIYYSDESNQTINSMAEDGS
NRAVIARVSKPRAIVLDPCRGYMYWTDWGTNAKIERATLGGNFRVPIVN
TSLVAPNGLTLDLETDLLYWADASLOKIERSTLTGSNREVVISTAFHSE
GLTVYGQYIYWIDFYTEKIYRANKYDGSDLIAMTTRLPTQPSGISTVVE
TOQOOCSNPCDOFNGGCSHICAPGPNGAECQCPHEGSWY LANDNKYCVY
DTGARCNQFQFTCLNGRCISQDWKCDNDNDCGDGSDELPTVCAFHTCRS
TAFTCANGRCVPYHYRCDEFYNDCGDNSDEAGCLFRSCNSTTEFTCSNGR
CIPLSYVCNGINNCHDNDTSDEKNCPPITCQPDFARKCQTTNICVPRAFL
CDGDNDCGDGSDENPIYCASHTCRSNEFQCVSPHRCI PSYWFCDGEADC
VDSSDEFDTCGHSLNSCSANQFHCDNGRCISSSWYVCDGDNDCGDMSDED
QRHHCELONCSSTEFTCINSRPPNRRCIPQHWYCDGDADCADALDELON
CTMRACSTGEF3CANGRC IRYSFRCDRRNDCGDY SDERGCSYPPCRDDQ
FTCONGQCITKLYVCDEDNDCGDGSDEQEHLCHTPEPTCPPHQFRCDNG
HCIEMGTVCHNHVDDCSDNSDEKGCGINECODSSISHCDHNCTDTITSEY
CSCLPGYKLMSDKRTCVDIDECKETPOQLCSQRCENVIGSY ICKCAPGY I
REPDGKSCRONSNIEPY LVFSNRYY IRNLTIDGTSYSLILOGLGNVVAL
DFDRVEERLYWIDAEKQIIERMFLNKTNQETIISHRLRRAESLAVDWYS
RELYWLDAILDCLFVSDLEGROREKMLAQHCVDANNTFCFENPRGIVLHP
QRGYVYWADWGDHAY TARIGMDGTNKTVIISTKIEWPNAITIDYTNDLL
YWADAHLGYIEF SDLEGHHRHTVYDGTLPHPFALTIFEDTVEWTIDHNTR
TVEKGNKYDGSGRVYLVNTTHKPFDIHVLHPYRQPIMSNPCATNNGGCS
HLCLIKAGGRGFTCECPDDFQTVOLRDRTLCMPMCSSTQFLCGNNEKCI
PIWWKCDGQKDCSDGSDESDLCPHRFCRLGOQFQCRDGNCTSPQALCNAR
QDCADGSDEDRVLCEHHRCEANEWQCANKRCIPEYWQCDSVDDCLDNSD
EDPSHCASRTCRPGQFECNNGRCIPQSWKCDVDNDCGDY SDEPTIHECMT
AAYNCDNHTEFSCKTNYRCIPOQWAVCNGEFDDCRDNSDEQGCESVYPCHPS
GDFRCGNHHCIPLRWKCDGIDDCGDNSDEESCVPRECTESEFRCADQQC
IPSRWVCDQENDCGDNSDERDCEMKTCHPEHFQCTSGHCVPKALACDGR
ADCLDASDESACPTRFPNGTYCPAAMFECKNHVCIQSFWICDGENDCVD
GSDEEIHLCFNYPCESPQRFRCDNSRCIYGHOLCNGVDDCGDGSDEKEE
HACRKPTHEKPCTDTEYKCSNGNCVSQHYVCDNVDDCGDLSDETGCNLGEN
RTCAEKICEQNCTQLSNGGFICSCRPGFKPSTLDEKNSCQDINECEEFGT
CPQSCRNSKGSYECFCVDGFESMSTHYGERCAADGSPPLLLLPENVRIR
KYNISSEKFSEYLEEEEHIQAIDYDWDPEGIGLSVVYYTVLSQGSQFGA
IKRAYLPDFESGSNNPFVREVDLGLKYLMOQPDGLAVDWVGRHIYWSDAKS
QRIEVATLDGRYREKWLITTQLDOPAAIAVNPELGLMEWTDQGKQPKIES
AWMNGEHRSVLASANLGWPNGLSIDYLNGDRIYW3IDSKEDVIESIKYDG
TDRRLIINDAMKPFSLDIFEDOLYWVAKEKGEVRRONKFGKGNKEKLLY
VNPWLTQVRIFHQLRYNQSVSNPCKQVCSHLCLLRPGGYSCACPQGSDE
VIGSTVECDAASELPITMPSPCRCMHGGSCYFDENDLPKCKCSSGYSGE
YCEIGLSRGIPPGTTMALLLTFAMVIIVGALVLVGFFHYRKTGSLLPSL
PELPSLSSLAKPSENGNGVITFRSGADVNMDIGYVSPFGPETIIDRSMAMN
EQFVMEVGEQPVIFENPMYAAKDST SKVGLAVOGPSVISQVIVPENVEN
ONYGRSIDPSEIVPEPKPASPGADETOGTKWNIFKREPKQITNFENPIY
AEMDTEQCKEAVAVAPPPSPSLPAKASKRSSTPGYTATEDTFKDTANLVEK
EDSDV

SEQ ID NO: 21

A-1

QODSTSDLIPAPPLSSVPLOONFQODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQONREYFKITLYGRTKELT SE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG

SEQ ID NO: 22

QODSTSDLIPAPPLSSVPLOQONFODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREEKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSONREYFKITLYGQTQELT SE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG

SEQ ID NO: 23

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNOFQGKWYVVGLAGNAILQEDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNOHAMYEFKKVSONREYFKITLYGRTKELT SE

LEENFIRFSKSLGLPENHIVEFPVPIDQCIDG

SEQ ID NO: 24

B-1

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQCEWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRERKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIQ
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQFAMVFFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LEENFIRFSKSLGLPENNIVEFPVPIDQCIDG
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SEQ ID NO:

25

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDEDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSKSLGLPENNIVEPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

26

B-4

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOQNFODNOFQGEWYVVGLAGNAILREDEDPYQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIQ
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVFEVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

27

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQCEWYVVGLAGNAILREDEDPQ
KMYATIYELKEDGSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVFGCQPGEFTLGNIQ
SYPGLTSYLVRVVSTHNYNQFAMVEFKEVSOQNREYFKITLYGRTKELTSE
LOENFIRFSKSLGLPENNIVEFPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

28

C-1

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
TMYATIYELKEDKSYNVTSVLFORRKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGIIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNQEYFKITLYGRTKELT SE
LOENFIRFSQSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

29

QODSTSDLIPAPPLSSVPLOQONFODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
TMYATIYELKEDKSYNVTSVLFQKEKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSONREYFKITLYGRTKELT SE
LOENFIRFSQSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

30

C-4

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFEKVSONQEYFKITLYGRTKELT SE
LEKENFIRFSOSLGLPENHIVFPYPIDOCIDG

SEQ ID NO:

31

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFQEKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFEKVSONREYFRKITLYGRTKELT SE
LEKENFIRFSOSLGLPENHIVFPYPIDOCIDG

SEQ ID NO:

32

D-1

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRDDGCDYWIRTEVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

33

D-2

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDGSYNVTSVLFREKEKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFEKKVSONREYFKITLYGRTEELTSE
LEENFIRFSKSLGLPENHIVFPYVPIDOCIDG

SEQ ID NO:

34

E-2

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRERKCDYWIRTFVFGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFEKKVSONREYFKITLYGQTQELTSE
LEENFIRFSKSLGLPENHIVFPYVPIDOCIDG

SEQ ID NO:

35

F-1

QODSTSDLIPAPPLSSVPLOONFQODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDEDPQ
KMYATIYELQEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

36

F-2

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDEDPQ
KMYATIYELQEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQONREYFKITLYGRTKELT SE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

37

G-1

ODSTSDLIPAPPLSSVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNATLQEDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFEKVSONREYFRKITLYGRTKELT SE
LOENFIRFSKSLGLPENHIVFPVYPIDOCIDG

SEQ ID NO:

38

G-2

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNOFQGKWYVVGLAGNAILQEDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNOHAMYEFKKVSONREYFKITLYGOTOELTSE

LEENFIRFSKSLGLPENHIVEFPVPIDOCIDG

SEQ ID NO:

39

G-3

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTEVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSQSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
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SEQ ID NO:

40

H-1

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSKSLGLPENNIVEPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

41

H-2

QDSTSDLIPAPPLSSVPLOQNFODNOFQGEWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIQ
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQFAMVEFFRKVSONQEYFKITLYGRTKELTSE
LOENFIRFSKSLGLPENNIVEFEVPIDOCIDG

SEQ ID NO:

42

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRERKCDYWIRTFVFGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTHNYNQFAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTSE
LOENFIRFSKSLGLPENNIVFPYVPIDOCIDG

SEQ ID NO:

43

H-5

QDSTSDLIPAPPLSSVPLOQNFODNOFQGEWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIQ
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSKSLGLPENNIVEFEFVPIDOCIDG

SEQ ID NO:

44

QODSTSDLIPAPPLSSVPLOQNFODNOFQGEKWYVVGLAGNAILREDKDPY
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRDDGCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIQ
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFEFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSKSLGLPENOIVEFEVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

45

ODSTSDLIPAPPLSSVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDGSYNVTSVLFRDDGCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFEKVSONQEYFKITLYGRTKELT SE
LEKENFIRFSKSLGLPENHIVFPYVPIDOCIDG

SEQ ID NO:

46

L-1

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNATILQEDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFEKVSONREYFRKITLYGQTOELT SE
LEKENFIRFSOSLGLPENHIVFPYPIDOCIDG

SEQ ID NO:

47

L-2

QODSTSDLIPAPPLSSVPLOONFQODNQFQGKWYVVGLAGNAILQEDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLEFQKKKCDYWIRTEVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSONREYFEKITLYGQTQELTSE
LKENFIRFSQSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

48

B-5-1

ODSTSDLIPAPPLSKVPLAPDEFODNOFQCEWYVVGLAGNAILREDEDPQ
KMYATIYELKEDGSYNVTSVLFRERKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIQ
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQFAMVFFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LOENFIRFSKSLGLPENNIVEFPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

49

B-5-2

ODSTSDLIPAPPLSKVPLAPDEFODNOFQCEWYVVGLAGNAILREDEDPQ
KMYATIYELAEDGSYNVITSVLFREKKCDYWIRTFVFGCQPGEFTLGNIQ
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQFAMVFFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LOENFIRFSKSLGLPENNIVEFPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

50

B-5-5

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOQNFODNOFQGEWYVVGLAGNAILREDEDPYQ
KMYATIYELKEDGSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIQ
SYPGLTSYLVRVVSTDYNQFAMVEFFRKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LOENFIRFSKSLGLPENNIVEFEVPIDOCIDG

SEQ ID NO:

51

WT-1

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSONREYFKITLYGATAELTSE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

52

WT-3

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNATLAEDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFEKVSONREYFRKITLYGATARLT SE
LEKENFIRFSASLGLPENHIVFPVYPIDOCIDG

SEQ ID NO:

53

WT-4

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNOFQGKWYVVGLAGNAILREDKEDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNOHAMYEFKKVSONREYFKITLYGATAELTSE

LEENFIRFSASLGLPENHIVEFPVPIDOCIDG

SEQ ID NO:

54

WT-4-1

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFAKKKCDYWIRTEVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSONREYFRKITLYGATARELTSE
LKENFIRFSASLGLPENHIVFPVPIDQCIDG
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SEQ ID NO:

55

WT-4-1-4

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQODNQFQGKWYVVGLAGNAILAEDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFAKKKCDYWIRTFVPGCOQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSONREYFRKITLYGATARELTSE
LKENFIRFSASLGLPENHIVFPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

56

QODSTSDLIPAPPLSKVPLAPDFQODNQEFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRDDGCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

57

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDGSYNVTSVLFRDDGCDYWIRTFVFGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTHNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELT SE
LEENFIRFSKSLGLPENHIVFPYVPIDOCIDG

SEQ ID NO:

58

D1-4-1

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELAEDGSYNVTSVLFRDDGCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQONREYFKITLYGRTKELT SE
LKENFIRFSKSLGLPEDAIVEPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

59

D1-4-2

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOQNFODNQFOGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELAEDGSYNVTSVLFRDDGCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIA
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

60

D1-4-2-1

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFOCKWYVVGLAGNATILREDEDPQ
KMYATIYELAEDGSYNVTSVLFRDDGCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIA
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFFEKVSESAEYFRITLYGRTRELTSE
LEKENFIRFSKSLGLPENHIVEFPVPIDOCIDG

SEQ ID NO:

61

D1-4-2-1-1

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFOCKWYVVGLAGNATILREDEDPQ
TMYATIYELAEDGSYNVTSVLFRDDGCDYWIRTEFVPGCQPGEFTLGNIA
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFFEKVSESAEYFRITLYGRTRELTSE
LEKENFIRFSKSLGLPENHIVEFPVPIDOCIDG

SEQ ID NO:

62

D1-4-2-1-3

QDSTSDLIPAPPLSKEVPLOQNFODNQFOGKWYVVGLAGNAILREDEDPQ
KMYATIYELAEDGSYNVISVLFRDDGCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIA
SYPGLTSYLVRVVSTDYNQHAMVEFKKVSESAEYFRKITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

63

D1-4-2-1-4

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQCKWYVVGLAGNATILREDEDPQ
TMYATIYELAEDGSYNVTSVLFRDDGCDYWIRTEFVPGCQPGEFTLGNIA
SYPGLTSYLVRVVSTDYNQHAMVEFFKKVSESAEYFRKITLYGRTKELTSE
LEENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG

SEQ ID NO:

64

D1-4-2-1-1-1

ODSTSDLIPAPPLSSVPLOONFODNQFQCKWYVVGLAGNATILREDEDPQ
TMYATIYELAEDGSYNVT3VLFRDDGCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGIIA
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFFKKVSESAEYFRKITLYGRTKELTSE
LAENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG

SEQ ID NO:

65

D1-4-2-1-1-2

QDSTSDLIPAPPLSKEVPLOQNFODNQFOGKWYVVGLAGNAILREDEDPQ
TMYATIYELAEDGSYNVTSVLFRDDGCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGINIA
SYPGLTSYLVRVYSTNYNQHAMVEFRKVSESAEYFKITLYGRTEELTSE
LAENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

66

D1-4-2-1-1-4

QDSTSDLIPAPPLSSVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDEDPQ
TMYATIYELAEDGSYNVTSVLFRDDGCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGINIA
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFFKKVSESAEYFKITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

67

K3-4

ODSTSDLIPAPPLSSVPLOONFODNOFQGEKWYVVGLAGNAILREDEDPY
TMYATIYELKEDKSYNVTSVLFADDGCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIQ
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQFAMVFFRKVSONQEYFKITLYGRTKELTSE
LOENFIRFSKSLGLPENNIVEPVPIDQCIDG

SEQ ID NO:

68

K3-5

QDSTSDLIPAPPLSSVPLOQNFQDNQFQGKWYVVGLAGNAILREDEDPY
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFADDGCDYWIRTFVPGCOQPGEFTLGNTIO
SYPGLTSYLVRVVSTNYNOQFAMYVEFKKVSONQEYFKITLYGRTKELTSE
LOENFIRFSKSLGLPENNIVEFPVPIDQCIDG
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SEQ ID NO:

69

Mutante de NGAL

X-DSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFOGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLERKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSONREYFEITLYGRTKELT SE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG
Xi=Q,A,N,D,C,E,G,,LLLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

70

Mutante de NGAL

0X;STSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNOTQGKHYVVGLAGNATILREDKDEQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNGHAMVITKKVSONREYFKITLYGRTEELT SE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG
X=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,§, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

71

Mutante de NGAL

QODX:TSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDEQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVYSTNYNQHAMVEFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG
Xs=Q,A,N,D,C,E,G,I,L,M,F,P,S, T,W,Y,V

SEQ ID NO:

72

Mutante de NGAL

QD8XSDLIPAPPLSKVPLOONFQODNQFOGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSONREYFEITLYGRTKELT SE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG
Xs=Q,A,N,D,C,E,G,,LLLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

73

Mutante de NGAL

0ODSTX.DLIPAPPLSKVPLOONFQDNOTQGKHYVVGLAGNATILREDKDEQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNGHAMVITKKVSONREYFKITLYGRTEELT SE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG
Xs=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,§, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

74

Mutante de NGAL

ODSTSX.LIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDEQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFFKKVSONREYFKITLYCRTKELTSE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVFPYVPIDOCIDG
Xe=Q,A,N,D,C,E,G,I,L,M,F,P,S, T,W,Y,V

SEQ ID NO:

75

Mutante de NGAL

0ODSTSDX ; IPAPPLSKVPLOONFQDNOTQGKHYVVGLAGNATILREDKDEQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVEPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELT SE
LEENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG
X=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,§, T,W,Y,V

SEQ ID NO:

76

Mutante de NGAL

QDSTSDLE;PAPPLSKVPLOONFODNQFOGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLERKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSONREYFEITLYGRTKELT SE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG
Xe=Q,A,N,D,C,E,G,,LLLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

77

Mutante de NGAL

QDSTSDLIX,APPLSKVPLOQNFQDNQFOQGKWYVVGLAGNAILREDEDPQ
KMYATIYELRKEDKSYNVTSYVLFREKKKCDYWIRTEFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVIONREYFKITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG

Xe=Q,A,N,D,C,E,G,I,L,M,F,P,S, T,W,Y,V

SEQ ID NO:

78

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPX:. PPLSKVPLQONFODNQFOGKWYVVGLAGNAILREDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVT SYLFRKKKCDYWIRTFVEGCQPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFEVPIDOCIDG
X10=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

79

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAX,: PLSKVPLOONFQDNQFOCKWYVVGLAGNATLREDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQONREYFEITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG
X1=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S5, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

80

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPX;;LSKVPLQONFQODNOFOGKNYVVGLAGNAILREDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVEGCQPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFFVPIDQCIDG
Xi2=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V
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SEQ ID NO:

81

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPX. SKVPLQONFODNQFOGKNYVVGLAGNAILREDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSYLFRKKKCDYWIRTFVEGCQPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFEVPIDQCIDG
Xi3=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

82

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLX: ;KVPLOONFQDNOFOCKRYVVGLAGNATLREDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGHI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQONREYFEITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG
Xi=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P, S5, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

83

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSY, . VPLQONFQODNOFOGKNYVVGLAGNAILREDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVEGCQPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFFVPIDQCIDG
Xis5=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y, V,K

SEQ ID NO:

84

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKX: . PLQONFQODNQFOGKWY VVGLAGNAILREDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVEGCQPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFFVPIDQCIDG
Xie=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

85

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLSKVX, LOONFODNQFOCKRY VVGLAGNATLREDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGHI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG
Xi7=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P, S5, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

86

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVEX:- ;QONFODNQFOGKNYVVGLAGNAILREDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKEKKCDYWIRTFVPGCQPGEETLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNOHAMVFFEEKVEQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG
Xie=Q,A,N,D,C,E,G,|,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

87

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLX | .ONFODNOFOGKWNYVVGLAGNAILREDKDP
OKMYATIYELKEDKSYNVTSYVLFRKEKCDYWIRTFVEGCOPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKEKVSOQNREYFRKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG

Xi9=Q,A,N,D, C,E,G,I,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

88

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOX, NFQDNQFOGKWY VVGLAGNAILREDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSYLFRKKKCDYWIRTFVEGCQPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFEVPIDQCIDG
X20=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

89

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLSKVPLOOX,  FODNQFOCKRYVVGLAGNATLREDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQONREYFEITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG
X1=Q,A,N,D,C,E,G,,LLM,F,P,S5, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

90

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONX, ,QDNQFOGKWNY VVG LAGNAILREDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVEGCQPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFFVPIDQCIDG
X2=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

91

Mutante de NGAL

0DSTSDLIPAPPLSKYPLOONFX, . DNQFOCKRYVVGLAGNATLREDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGHI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG
X3=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S5, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

92

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOQONFQX,  NOQFOGKNYVVGLAGNAILREDKDP
OKMYATIYELKEDKSYNVTSYVLFRKKKCDYWIRTFVEGCQPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNOHAMVFFEEKVEQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG
Xo4=Q,A,N,D,C,E,G,I,L,M,F,P,S, T,W, Y,V
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SEQ ID NO: 93

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDX . QFOGKWY VVGLAGNAILREDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVEGCQPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFFVPIDQCIDG
Xs=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO: 94

Mutante de NGAL

0DSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNX, FOSKAYVVGLAGNATLREDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKEKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGHI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKEVSQNREYFEITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFFVPIDOCIDG
X%=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S5, T,W, Y,V

SEQ ID NO: 95

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQX, QGKWY VVGLAGNAILREDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSYLFRKKKCDYWIRTFVEGCQPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFEVPIDQCIDG
Xe=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO: 96

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOQONFODNQFX, ;GKNYVVGLAGNAILREDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKEKKCDYWIRTFVPGCQPGEETLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNOHAMVFFEEKVEQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG
Xs=Q,A,N,D,C,E,G,I,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO: 97

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQX, ;KNYVVCLAGNAILREDKDP
OKMYATIYELKEDKSYNVTSYVLFRKEKCDYWIRTFVEGCOPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKEKVSOQNREYFRKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG

X20= Q,A,N,D, C,E,G,I,L,LM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO: 98

Mutante de NGAL

0DSTSDLIPAPPLSKYPLOONFQDNQFOGK, WYVVGLAGNAILREDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGHI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG
X30=Q,A,N,D,C,E,G,,L,M,F,P,S, T,W,Y,V,K

SEQ ID NO: 99

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOQNFODNQFQGKX - YVVGLAGNAILREDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKEKKCDYWIRTFVPGCQPGEETLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNOHAMVFFEEKVEQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG
X3=Q,A,N,D,C,E,G,|,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO: 100

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWK 5, VVGLAGNAILREDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVEGCQPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFFVPIDQCIDG
X=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W,Y,V

SEQ ID NO: 101

Mutante de NGAL

0DSTSDLIPAPPLSKYPLOONFQDNQFOGKWYX - VGLAGNAT LREDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGHI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG
X3=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S5, T,W, Y,V

SEQ ID NO: 102

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOQNFODNQFQGKWY VX GLAGNAI LREDKDP
OKMYATIYELKEDKSYNVTSYVLFRKKKCDYWIRTFVEGCQPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNOHAMVFFEEKVEQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG
Xs=Q,A,N,D,C,E,G,|,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO: 103

Mutante de NGAL

0DSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFOGKWY VX, LAGNAT LREDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKEKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGHI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKEVSQNREYFEITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG
Xs=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S5, T,W, Y,V

SEQ ID NO: 104

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGRKWYVVGK, AGNAILREDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVEGCQPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFFVPIDQCIDG
X=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V
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SEQ ID NO:

105

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLX - GNAILREDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSYLFRKKKCDYWIRTFVEGCQPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFEVPIDQCIDG
Xs7=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

106

Mutante de NGAL

0DSTSDLIPAPPLSKYPLOONFQDNQFOGKWYVVGLAX,;NATLREDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQONREYFEITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG
X=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S5, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

107

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQCKWYVVGLAGK 1. ATLREDKDP
OKMYATIYELKEDKSYNVTSYVLFRKEKCDYWIRTFVEGCOPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKEKVSOQNREYFRKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG

Xse= Q,A,N,D, C,E,G,I,L,LM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

108

Mutante de NGAL

0DSTSDLIPAPPLSKYPLOONFQDNQFOGKWYVVGLAGNX, ILREDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVEPGCQPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFEVPIDOCIDG
Xe0=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S5, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

109

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOQNFQDNQFQGEKWYVVGLAGNAX ) LREDKDP
QOKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGN I
KSYPGLT SYLVRVVSTNYNOHAMVEFRKKVSONREYFEKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xs=Q,A,N,D,C,E,G,|,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

110

Mutante de NGAL

0DSTSDLIPAPPLSKYPLOONFQDNQFOGKWYVVGLAGNATX,,REDKDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVEGCQPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKEVSGNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG
X=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S5, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

111

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNAILX, :-EDKDP
OKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCOPGREFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG
X3=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W,Y,V,R

SEQ ID NO:

112

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOQNFQDNQFQGEKWYVVGLAGNATILRY, . DKDP
OKMYATIYELKEDKSYNVTSYVLFREKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGN I
KSYPGLT SYLVRVVSTNYNOHAMVEFRKKVSONREYFEKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xa=Q,A,N,D,C,E,G,I,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

113

Mutante de NGAL

0DSTSDLIPAPPLSKYPLOONFQDNQFOGKWYVVGLAGNATLREX, KDP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVEGCQPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKEVSGNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG
Xes=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P, S5, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

114

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFOGKWYVVGLAGNATILREDX,,DP
QKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSONREYFKITLYGRTKELT S
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG
Xe=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y, V,K

SEQ ID NO:

115

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLSKYPLOONFQDNQFOGKWYVVGLAGNATILREDKX P
QKMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVEPGCQPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFEVPIDOCIDG
Xe7=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P, S5, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

116

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKYVPLOONFQDNQFOGKWYVVGELAGNATILREDKDX 4
QKMYATIYELKEDKSYNVISVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGIN I
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFFKEVSONREYFEITLYGRTRELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xee=Q,A,N,D,C,E,G,|,L,M,F,P,S, T,W, Y,V
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SEQ ID NO:

117

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFOGKWYVVGLAGNAILREDKDPX,
SJKMYATIYELKEDKSYNYVTISVLEREKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG

Xa0=Q,A,N,D,C,E, G, I,L,M, F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

118

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
XeoMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGIN I
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG

Xs0=Q,A,N,D,C,E,G,,LLM,F,P, 5, T,W, Y, V,K

SEQ ID NO:

119

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KX YATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNI
KSYPGLT3YLVRVVSTNYNQHAMVEFFKEVSONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xs1=Q,A,N,D,C,E,G,|,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

120

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKWYVVGLAGNATLREDKDEQ
KMX:,ATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTIVPGCQPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSQONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPEMHIVFPVPIDQCIDG
Xs2=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

121

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAI LREDKDPQ
KMYXs:TIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYRIRTFVEGCQPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG
Xs3=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

122

Mutante de NGAL

0DSTSDLIPAPPLSKYPLOONFQDNOFQGRWYVVGLAGNATLREDKDED
KMYAX: IYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPEMHIVFPVPIDQCIDG
Xsa=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P, S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

123

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAI LREDKDPQ
KMYATX ;- YELKEDKSYNVT SVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVE FKKVSONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDOCIDG
Xss=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

124

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAI LREDKDPQ
KMYATIX: :ELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVEGCQPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVE FKKVSONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDOCIDG
Xse=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

125

Mutante de NGAL

0DSTSDLIPAPPLSKYPLOONFQDNOFQGRWYVVGLAGNATLREDKDED
KMYATIYX::LKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVEPGCQPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPEMHIVFPVPIDQCIDG
Xs7=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P, S5, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

126

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYEXKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNI
KSYPGLT3YLVRVVSTNYNQHAMVEFFKEVSONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xse=Q,A,N,D,C,E,G,|,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

127

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQCKWYVVCLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELX:,EDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSONREYFKITLYGRTKELT S
ELKENFIREFSKSLGLPENHIVEPVYPIDQCIDG

Xse= Q,A,N,D, C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y, V,K

SEQ ID NO:

128

Mutante de NGAL

0DSTSDLIPAPPLSKYPLOONFQDNOFQGRWYVVGLAGNATLREDKDED
KMYATIYELKX; DKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVEPGCQPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPEMHIVFPVPIDQCIDG
Xeo=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V
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SEQ ID NO:

129

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEXs KSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNI
KSYPGLT3YLVRVVSTNYNQHAMVEFFKEVSONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xe1=Q,A,N,D,C,E,G,|,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

130

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKWYVVGLAGNATLREDKDEQ
KMYATIYELKEDX,SYNVTSVLFRKKKCDYWIRTIVPGCQPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSQONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPEMHIVFPVPIDQCIDG
Xe2=Q,A,N,D,C,E,G,,L,M,F,P,S, T,W,Y,V,K

SEQ ID NO:

131

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAI LREDKDPQ
KMYATIYELKEDKX ;- YNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVEGCQPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG
Xes=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

132

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSX 5 NVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGIN I
KSYPGLT3YLVRVVSTNYNQHAMVEFFKEVSONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xes=Q,A,N,D,C,E,G,|,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

133

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKWYVVGLAGNATLREDKDEQ
KMYATIYELKEDKSYX VT SVLFRKKKCDYWIRTIVPGCQPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSQONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPEMHIVFPVPIDQCIDG
Xes=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

134

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAI LREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNX . TSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVE FKKVSONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDOCIDG
Xee=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

135

Mutante de NGAL

0DSTSDLIPAPPLSKYPLOONFQDNOFQGRWYVVGLAGNATLREDKDED
KMYATIYELKEDKSYNVXSVLFRKKKCDYWIRTFVEPGCQPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPEMHIVFPVPIDQCIDG
Xe7=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P, S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

136

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTX: VLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNI
KSYPGLT3YLVRVVSTNYNQHAMVEFFKEVSONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xes=Q,A,N,D,C,E,G,|,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

137

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLQONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSX ;3 LFREKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTHNYNQHAMVEFKKVSONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRESKSLGLPENHIVEPYPIDQCIDG

Xeo= Q,A,N,D,C,E, G,I,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

138

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAI LREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVX:: FREKKCDYWIRTFVEFGCOPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG
X7=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

139

Mutante de NGAL

0DSTSDLIPAPPLSKYPLOONFQDNOFQGRWYVVGLAGNATLREDKDED
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLX: RKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPEMHIVFPVPIDQCIDG
X71=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S5, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

140

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAI LREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLEX:, KKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVE FKKVSONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDOCIDG
X72=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W,Y,V,R
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SEQ ID NO:

141

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAI LREDKDPQ
KMYATTYELKEDKSYNVTSVLFRY::KKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG
X73=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y, V,K

SEQ ID NO:

142

Mutante de NGAL

0DSTSDLIPAPPLSKYPLOONFQDNOFQGRWYVVGLAGNATLREDKDED
KMYATIYELKEDKSYNVT SYLFRKXKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPEMHIVFPVPIDQCIDG
X72=Q,A,N,D,C,E,G,,L,M,F,P,S, T,W,Y,V,K

SEQ ID NO:

143

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAI LREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKX::CDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVE FKKVSONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDOCIDG
Xs=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W,Y,V,K

SEQ ID NO:

144

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAI LREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKX;:DYWIRTFVPGCQPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVE FKKVSONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDOCIDG
X7e=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

145

Mutante de NGAL

0DSTSDLIPAPPLSKYPLOONFQDNOFQGRWYVVGLAGNATLREDKDED
KMYATIYELKEDKSYNVT SYLFRKKKCX-YWIRTFVPGCQPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPEMHIVFPVPIDQCIDG
X7=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S5, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

146

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKKCDX::WIRTFVPGCOPGEFTLGNI
KSYPGLT3YLVRVVSTNYNQHAMVEFFKEVSONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
X7=Q,A,N,D,C,E,G,I,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

147

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQCKWYVVCLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDESYNVTSVLFREKKCDYX-; IRTFVPGCOPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSONREYFKITLYGRTKELT S
ELKENFIREFSKSLGLPENHIVEPVYPIDQCIDG

X79=Q,A,N,D,C,E,G,I,L,LM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

148

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAI LREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWX;: RTFVPGCOPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG
Xe=Q,A,N,D,C,E,G,I,L,M,F,P,S, T,W,Y,V

SEQ ID NO:

149

Mutante de NGAL

0DSTSDLIPAPPLSKYPLOONFQDNOFQGRWYVVGLAGNATLREDKDED
EMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIX:- TFVPGCQPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPEMHIVFPVPIDQCIDG
Xg1=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S5, T,W,Y,V,R

SEQ ID NO:

150

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAI LREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRX,,FVPGCQPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVE FKKVSONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDOCIDG
Xee=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

151

Mutante de NGAL

0DSTSDLIPAPPLSKYPLOONFQDNOFQGRWYVVGLAGNATLREDKDED
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTX,:VPGCQPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPEMHIVFPVPIDQCIDG
Xes=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S5, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

152

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKKCDYWIRTFX33PGCOPGEFTLGINI
KSYPGLT3YLVRVVSTNYNQHAMVEFFKEVSONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xeae=Q,A,N,D,C,E,G,|,L,M,F,P,S, T,W, Y,V
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SEQ ID NO:

153

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAI LREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVX;GCQPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVE FKKVSONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDOCIDG
Xes=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

154

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKWYVVGLAGNATLREDKDEQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVEX; :CQPGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSQONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPEMHIVFPVPIDQCIDG
Xee=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

155

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAI LREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGX:-QPGEFTLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG
Xe=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

156

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTEVPGC K3 PGEFTLGNI
KSYPGLT3YLVRVVSTNYNQHAMVEFFKEVSONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xes=Q,A,N,D,C,E,G,|,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

157

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNOQFOCKWYVVGLAGNATILREDKDEQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTEFVEPGCOXGEFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSQNREYFKITLYGRTRELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVEEPVPIDQCIDG

Xso= Q,A,N,D, C,E,G,I,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

158

Mutante de NGAL

0DSTSDLIPAPPLSKYPLOONFODNQFOGKWYYVVGLAGNATLREDKDEQ
KMYATIYELKEDKSYNVT SVLFRKKKCDYWIRTFVEGCQEX;: EFTLGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPEMHIVFPVPIDOCIDG
Xe0=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

159

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFOGKWYVVGLAGHNAILREDKDEQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGX 4 FTLCNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVE FERKVSONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xe1=Q,A,N,D,C,E,G,|,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

160

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNOFQOGKWY VVGLAGNAILREDKDEQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVEGCQPGEX o, TLGNT
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSONREY FKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG
Xee=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

161

Mutante de NGAL

0DSTSDLIPAPPLSKYPLOONFODNQFOGKWYYVVGLAGNATLREDKDEQ
KMYATIYELKEDKSYNVT SVLFRKKKCDYWIRTFVEGCQEGEFX ;2 LGN
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPEMHIVFPVPIDOCIDG
Xe3=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P, S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

162

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFOGKWYVVGLAGHNAILREDKDEQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKKCDYWIRTEFVPGCOPGEFTXogGNI
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVE FERKVSONREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xe=Q,A,N,D,C,E,G,I,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

163

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFOGKWYVVGLAGNATILREDKDEQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVEGCQPGEFT LR 4s T
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKRVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVEEVPIDQCIDG
Xes=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

164

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNOFQOGKWY VVGLAGNAILREDKDEQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVEGCQPGEFTLGH T
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSONREY FKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG
Xee=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V
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SEQ ID NO:

165

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNX 5
KSYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG
Xe7=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

166

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKWYVYGLAGNAI LREDKDFQ
KMYATIYELKEDKSYNVISVLFRKKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIX,
+SYPGLTSYLVRVVS TNYNQHAMVEFKKVSQONREYFKITLYGRTKELT SE
LEENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG
Xoe=Q,A,N,D,C,E,G,,L,M,F,P,S, T,W,Y,V,K

SEQ ID NO:

167

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFOCKWYVVGLAGCNATLREDKDEQ
KMYATIYELKEDESYNVTSVLFREKKECDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
X9 YPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKEVSQNREYFKITLYGRTKELTS
ELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG

Xeo= Q,A,N,D, C,E,G,I,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

168

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKWYVVGLAGNATLREDKDPO
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SX14:PGLTSYLVRVVSTHYNQHAMVFFKKVSONREY FKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVEIDQCIDG
X100=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,§, T, W, Y,V

SEQ ID NO:

169

Mutante de NGAL

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTEFVPGCQPGEFTLGNIK
SYX, 4 GLTSYLVRVY STNYNQHAMVEFKKVSQNREYFKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xi0=Q,A,N,D,C,E,G,,LLLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

170

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKNYVVGLAGNATLREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPX.,LTSYLVRVVSTHYNQHAMVFFKKVSONREY FKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVFEVPIDOCIDG
X102=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,§, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

171

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRRKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGX,5:TSYLYRVVSTNYNQHAMVFFKKVSONREYFKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVEIDQCIDG
Xi3=Q,A,N,D,C,E,G,,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

172

Mutante de NGAL

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLX,, . SYLVRVYSTNYNQHAMVEFKKVSQNREYFKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xia=Q,A,N,D,C,E,G,,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

173

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKNYVVGLAGNATLREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTX ;Y LVRVVSTHYNQHAMVFFKKVSONREY FKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVFEVPIDOCIDG
X105=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,§, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

174

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKAYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSX. 5 LVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSONREYFKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xi06=Q,A,N,D,C,E,G,I,L,M, F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

175

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKWYVVGLAGNATLREDKDPO
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYX,:7VRVVSTHYNQHAMVFFKKVSQNREY FKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVEIDQCIDG
Xi0=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,§, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

176

Mutante de NGAL

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTEFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLX, RVVSTNYNQHAMVERFKKVSOQNREYFKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xie=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V
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SEQ ID NO:

177

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOQNFQDNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVEPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVX. (o VVSTNYNQHAMVEFFEKVSONREYFKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVEFPVPIDQCIDG

Xi0e=Q,A,N, D, C,E,G,I,L,M,F,P,S, T,W, Y, V,R

SEQ ID NO:

178

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRRKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRX:- ,VSTNYNQHAMVFFKKVSONREYFKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVEIDQCIDG
Xi10=Q,A,N,D,C,E,G,,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

179

Mutante de NGAL

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTEFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVX, ) STNYNQHAMVEFKKVSQNREYFKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG

X111=Q, A,N,D,C,E,G,,LLLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

180

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKNYVVGLAGNATLREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVX. |, THYNQHAMVFFKKVSQNREY FKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVFEVPIDOCIDG
X112=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F, P,§, T, W, Y,V

SEQ ID NO:

181

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRRKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSX. - ;NYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVEIDQCIDG
Xi13=Q,A,N,D,C,E,G,,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

182

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKWYVVGLAGNATLREDKDPO
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTX, . YNQHAMVFFKKVSQNREY FKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVEIDQCIDG
X114=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,§, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

183

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKAYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVYSTNX,1=NQHAMVFFKKVSONREYFKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xi15=Q,A,N,D,C,E,G,,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

184

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKAYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVYSTNYX - (QHAMVFFKKVSONREYFKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xi1e=Q,A,N,D,C,E,G,,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

185

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKWYVVGLAGNATLREDKDPO
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNX, | -HAMVFFKKVSQNREY FKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVEIDQCIDG
X17=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,§, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

186

Mutante de NGAL

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTEFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQX, |, AMVEFKKVEQNREYFKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xi1.=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLLM,F,P,S, T,W,Y,V,H

SEQ ID NO:

187

Mutante de NGAL

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSYVLFREEKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHX | JMYVEFEKKVSQNREY FKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVEFPVPIDQCIDG

Xi19=Q,A,N,D, C,E,G,I,L,M,F,P,S, T,W, Y, V

SEQ ID NO:

188

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKWYVVGLAGNATLREDKDPO
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAX ;: VFFKKVSQNREY FKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVEIDQCIDG
X120=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,§, T, W, Y,V
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SEQ ID NO:

189

Mutante de NGAL

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTEFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVYVSTNYNQHAMX, ,  FERKKVSQNREYFKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xi21=Q,A,N,D,C,E,G,,LLLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

190

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKNYVVGLAGNATLREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVX  ;, FKKVSQNREYFKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVFEVPIDOCIDG
Xi22=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,§, T, W, Y,V

SEQ ID NO:

191

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRRKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEX: ,sKKVSQNREYFKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVEIDQCIDG
Xi23=Q,A,N,D,C,E,G,|,L,M, F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

192

Mutante de NGAL

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFX. . KVSQNREYFKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xi24e=Q,A,N,D,C,E,G,LLLM,F,P,S, T,W, Y, V,K

SEQ ID NO:

193

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKNYVVGLAGNATLREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMYFFKK, ;- VSQNREYFKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVFEVPIDOCIDG
Xi25=Q,A,N,D,C,E,G, I, LM, F, P, S5, T,W, Y, V,K

SEQ ID NO:

194

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKAYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVYSTNYNQHAMVFFKKX. ,.SONREYFKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xi26=Q,A,N,D,C,E,G,I,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

195

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKWYVVGLAGNATLREDKDPO
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVY  »=QNREYFKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVEIDQCIDG
Xi2=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,§, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

196

Mutante de NGAL

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTEFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVYVSTNYNQHAMVEFFRKVSK,, ,NREYFKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xi2e=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

197

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOQNFQDNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVEPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSQX. ,;REYFEITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVEFPVPIDQCIDG

Xi2e=Q,A,N, D, C,E,G,I,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

198

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRRKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNX 5 EYFKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVEIDQCIDG
Xi30=Q,A,N,D,C,E,G,I,LL,M,F,P,S, T,W, Y, V,R

SEQ ID NO:

199

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKWYVVGLAGNATLREDKDPO
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQONRX, .. YFKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVEIDQCIDG
X131=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,§, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

200

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKAYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVYSTNYNQHAMVFFKKVSONRE X, -, FKITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xiz2=Q,A,N,D,C,E,G,|,L,M,F,P,S, T,W, Y,V
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SEQ ID NO:

201

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRRKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYX,5:KITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVEIDQCIDG
Xiz3=Q,A,N,D,C,E,G,|,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

202

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKWYVVGLAGNATLREDKDPO
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYFX, ., ITLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVEIDQCIDG
X134=Q,A,N,D,C,E,G,I,L,M, F, P, S5, T,W, Y, V,K

SEQ ID NO:

203

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKAYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTHNYNQHAMVEFFKKVSQONREY KX - TLYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xizs=Q,A,N,D,C,E,G,|,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

204

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKAYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVYSTNYNQHAMVFFKKVSONREYFK I, - LYGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xize=Q,A,N,D,C,E,G,I,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

205

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKWYVVGLAGNATLREDKDPO
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSQHREYFKITX »-YGRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVEIDQCIDG
Xi37=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,§, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

206

Mutante de NGAL

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTEFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVYSTNYNQHAMVEFFRKVSONREYFKITLX, . ,GRTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xi3e=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

207

Mutante de NGAL

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSYVLFREEKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSQNREYFKITLYX, -;RTKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVEFPVPIDQCIDG

Xize= Q,A,N,D, C,E,G,I,L,M,F,P,S, T,W, Y, V

SEQ ID NO:

208

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRRKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGX 4 TKELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVEIDQCIDG
Xi20=Q,A,N,D,C,E,G, LM, F,P,S, T,W, Y, V,R

SEQ ID NO:

209

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKWYVVGLAGNATLREDKDPO
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRX - 4- KELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVEIDQCIDG
Xi41=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,§, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

210

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKAYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVYSTNYNQHAMVFFKKVSONREYFKITLYGRTX | 4:ELT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xi22=Q,A,N,D,C,E,G, |, LM, F,P,S, T,W, Y, V,K

SEQ ID NO:

211

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKWYVVGLAGNATLREDKDPO
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSQHREYFKITLYGRTKX 4: LT
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVEIDQCIDG
X143=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,§, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

212

Mutante de NGAL

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVYSTNYNQHAMVEFFRKVSONREYFKITLYGRTKEX- 4, T
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xi44=Q,A,N,D,C,E,G,,LLLM,F,P,S, T,W, Y,V
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SEQ ID NO:

213

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKAYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVYSTNYNQHAMVFFKKVSONREYFKITLYGRTKELX <5
SELKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPIDQCIDG
Xis5=Q,A,N,D,C,E,G,|,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

214

Mutante de NGAL

0ODSTSDLIPAPPLSKYPLOONFQDNOFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQONREYFKITLYGRTKELTX,
«ELKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVEPIDQCIDG
X146=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,§, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

215

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKYPLOONEQDNOFQGKWYVVGLAGNAT LREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLERKKKCDYWIRTFVEGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSX -
4 LKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG
Xia7=Q,A,N,D,C,E,G,,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

216

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMYVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELT SE
¥ 4;KENFIRFSKSLGLPENHIVEFPVPIDQCIDG
Xie=Q,A,N,D,C,E,G,I,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

217

Mutante de NGAL

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSYVLFREEKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTSE
L oENFIRFSKSLGLPENHIVFPVEIDQCIDG

Xis9=Q,A,N,D,C,E,G,I,L,M,F,P,S, T,W, Y, V,K

SEQ ID NO:

218

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LK¥,: NFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDCCIDG
Xi50=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,§, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

219

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMYVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELT SE
LKEX-«- FIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG
Xi51=Q,A,N,D,C,E,G,,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

220

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRRKKCDYWIRT PVPGCOEGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNOHAMVFFKKYVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LKXENX,5, IRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG
Xis2=Q,A,N,D,C,E,G,I,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

221

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LKENFX,:-RFSKSLGLPENHIVFPVPIDCCIDG

Xi53=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,§, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

222

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYAT IYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMYVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELT SE
LKENFIX,:yFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG
Xisa=Q,A,N,D,C,E,G, LM, F,P,S, T,W,Y,V,R

SEQ ID NO:

223

Mutante de NGAL

0DSTSDLIPAPPLSKVPLOQNFODNOFQGKWYVVGLAGNATLREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYHWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNOHAMVEFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LKENFIRX. 5sSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG
Xi55=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S§, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

224

Mutante de NGAL

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFFKKVSONREYFKITLYGRTKELT SE
LEENFIRFX,: KSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG
Xise=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V
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SEQ ID NO:

225

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYAT IYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQOHAMVFFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSX,;:-SLGLPENHIVFPVPIDQCIDG
Xis=Q,A,N,D,C,E,G,,L,M,F,P,S, T,W,Y, V,K

SEQ ID NO:

226

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPD
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMYVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSKX. . LGLPENHIVFPVPIDQCIDG
Xise=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

227

Mutante de NGAL

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSYVLFREEKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTSE
LEENFIRFSKSX-«,GLPENHIVFPVEPIDQCIDG

Xise= Q,A,N,D, C,E,G,I,L,M,F,P,S, T,W, Y, V

SEQ ID NO:

228

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSKSLX,;:LPENHIVFPVPIDCCIDG

Xie0=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,§, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

229

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMYVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELT SE
LXKENFIRFSKSLGX-; PENHIVFPVPIDQCIDG
Xie1=Q,A,N,D,C,E,G,,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

230

Mutante de NGAL

0DSTSDLIPAPPLSKVPLOQNFODNOFQGKWYVVGLAGNATLREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYHWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNOHAMVEFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSKSLGLX. ;ENHIVFPVPIDQCIDG
Xie2=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,§, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

231

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYAT IYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQOHAMVFFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LXKENFIRFSKSLGLPX,:NHIVFPVPIDQCIDG
Xies=Q,A,N,D,C,E,G,,L,M, F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

232

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYAT IYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMYVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELT SE
LXKENFIRFSKSLGLPEX, ;HIVFPVPIDQCIDG
Xies=Q,A,N,D,C,E,G,I,L,M, F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

233

Mutante de NGAL

0DSTSDLIPAPPLSKVPLOQNFODNOFQGKWYVVGLAGNATLREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYHWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNOHAMVEFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSKSLGLPENX. .; IVFPVPIDQCIDG
Xies=Q,A,N,D,C,E,G, I, LM, F,P,S, T,W, Y, V,H

SEQ ID NO:

234

Mutante de NGAL

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFFKKVSONREYFKITLYGRTKELT SE
LEENFIRFSKSLGLPENHX, .VFPVPIDQCIDG
Xiee=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

235

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSKSLGLPENHIX,;»FPVPIDCCIDG

Xie7=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,§, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

236

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMYVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELT SE
LXKENFIRFSKSLGLPENHIVX, ;PVPIDQCIDG
Xies=Q,A,N,D,C,E,G,I,L,M,F,P,S, T,W, Y,V
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SEQ ID NO:

237

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOQNFQDNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVEPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTSE
LEENFIRFSKSLGLPENHIVEX,:VPIDQCIDG

Xige=Q,A,N, D, C,E, G,I,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

238

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYAT IYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQOHAMVFFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LXKENFIRFSKSLGLPENHIVEPX,:,PIDQCIDG
Xi70=Q,A,N,D,C,E,G,,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

239

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMYVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELT SE
LXKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVX, - IDQCIDG
Xin=Q,A,N,D,C,E,G, LM, F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

240

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVYVSTNYNQHAMVEFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVEPVPX-;,DQCIDG

Xi72=Q,A,N,D,C,E,G,,LLM,F, P, S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

241

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYAT IYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQOHAMVFFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LXKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIX. ;,QCIDG
Xi3=Q,A,N,D,C,E,G,,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

242

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDX,-4CIDG

Xi724=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,§, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

243

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNOFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRRKKCDYWIRT PVPGCOEGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNOHAMVFFKKYVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LXENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQX ::1DG
Xis=Q,A,N,D,C,E,G,,L,M, F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

244

Mutante de NGAL

QODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFREKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFFKKVSONREYFKITLYGRTKELT SE
LEENFIRFSKSLGLPENHIVFPYVEPIDQCK: DG
Xi7e=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

245

Mutante de NGAL

QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNATILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMVEFKKVSONREYFKITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIX --G
Xi77=Q,A,N,D,C,E,G,I,LLM,F,P,§, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

246

Mutante de NGAL

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFQDNQFQGKWYVVGLAGNAILREDKDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRKKKCDYWIRTFVPGCOPGEFTLGNIK
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQHAMYVFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELT SE
LXENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDY. -
Xi7e=Q,A,N,D,C,E,G,|,L,M,F,P,S, T,W, Y,V

SEQ ID NO:

247

D1-4-2-1-4-2

ODSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFOCKWYVVGLAGNATILREDEDPQ
TMYATIYELAEDGSYNVTSVLFADDGCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIA
SYPGLTSYLVRVVSTDYNQHAMVEFFEKVSESAEYFRITLYGRTRELTSE
LEKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDOCIDG

SEQ ID NO:

248

D1-4-2-1-4-3

QDSTSDLIPAPPLSSVPLOQONFQDNOFQGKUYVVGLAGNAT LREDEDPQ
TMYATIYELAEDGSYNVTSVLFRDDGCDYWIRTFVPGCOPGEFTLENIA
SYPGLTSYLVRVYSTDYDEFAMVEFKKVSESAEYFRITLYGRTKELTSE
LKENFIRFSKSLGLPENHIVFPVPIDQCIDG
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SEQ ID NO: 249

K3-4-2

QDSTSDLIPAPPLSSVPLOQNFODNQFQGKWYVVGLAGNAILREDEDPY
TMYATIYELKEDGSYNVTSVLFADDGCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIQ
SYPGLTSYLVRVVSTNYNOFAMYEFFKKVSONQEYFKITLYGRTKELTSE
LOENFIRFSKSLGLPENNIVFPYPIDOCIDG

SEQ ID NO: 250

K3-3Con

ODSTSDLIPAPPLSSVPLOONFODNOFQCEWYVVGLAGNAILAEDEDPQ
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRDDGCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIQ
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQFAMVFFKKVSONQEYFKITLYGATAELTSE
LOENFIRFSASLGLPENNIVEFPVPIDQCIDG

SEQ ID NO: 251

K3-4Con

QODSTSDLIPAPPLSSVPLOQNFODNOFQGEKWYVVGLAGNAILAEDEDPY
KMYATIYELKEDKSYNVTSVLFRDDGCDYWIRTFVPGCQPGEFTLGNIQ
SYPGLTSYLVRVVSTNYNQFAMVEFKKVSQNQEYFKITLYGRTKELTSE
LOENFIRFSASLGLPENNIVEFEFVPIDOCIDG
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REIVINDICACIONES

1. Proteina NGAL mutante que comprende SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 0 SEQ ID NO: 5, en la que
la proteina NGAL mutante

(a) puede unirse a un sideroforo, y
(b) se excreta en la orina.

2. Proteina NGAL mutante segun la reivindicacion 1, en la que la proteina NGAL mutante tiene actividad
bacteriostatica.

3. Proteina NGAL mutante segun la reivindicacion 1, en la que el % de la proteina NGAL mutante que se acumula en
la orina en un tiempo determinado tras la administracion sistémica de la proteina NGAL mutante a un sujeto es
mayor que el % de proteina NGAL WT que se acumula en la orina tras la administracién sistémica de proteina NGAL
WT a un sujeto a lo largo del mismo periodo de tiempo; o

en la que el % de la proteina NGAL mutante que se acumula en la orina en un tiempo determinado tras la
administracion sistémica de la proteina NGAL mutante a un sujeto es 10 veces 0 mas mayor que el % de proteina
NGAL WT que se acumula en la orina tras la administracion sistémica de proteina NGAL WT a un sujeto a lo largo
del mismo periodo de tiempo; o

en la que el % de la proteina NGAL mutante que se acumula en la orina en un tiempo determinado tras la
administracion sistémica de la proteina NGAL mutante a un sujeto es 100 veces 0 mas mayor el % de proteina
NGAL WT que se acumula en la orina tras la administracion sistémica de proteina NGAL WT a un sujeto a lo largo
del mismo periodo de tiempo.

4. Proteina NGAL mutante segun la reivindicacion 1, en la que el % de la proteina NGAL mutante que se acumula en
la orina tres horas tras la administracion sistémica de la proteina NGAL mutante a un sujeto es del 1% o mas; o

en la que el % de la proteina NGAL mutante que se acumula en la orina tres horas tras la administracién sistémica
de la proteina NGAL mutante a un sujeto es del 2% o mas; o

en la que el % de la proteina NGAL mutante que se acumula en la orina tres horas tras la administracién sistémica
de la proteina NGAL mutante a un sujeto es del 5% o mas.

5. Secuencia de &cido nucleico que codifica para una proteina NGAL mutante que comprende SEQ ID NO: 2 segun
la reivindicacion 1, en la que el acido nucleico comprende el marco de lectura abierto de nimero de registro de
Genbank: NM_005564 en la que los codones que codifican para los residuos 15, 46, 73, 74, 75, 98, 118, 130, 149 y
165 estdn mutados para que codifiquen para la proteina NGAL mutante que comprende SEQ ID NO: 2.

6. Secuencia de 4cido nucleico que codifica para una proteina NGAL mutante que comprende SEQ ID NO: 3 segun
la reivindicacion 1, en la que el acido nucleico comprende el marco de lectura abierto de nimero de registro de
Genbank: NM_005564 en la que los residuos 15, 73, 74, 75, 98, 118, 130, 149 y 165 estan mutados para que
codifiquen para la proteina NGAL mutante que comprende SEQ ID NO: 3.

7. Secuencia de &cido nucleico que codifica para una proteina NGAL mutante que comprende SEQ ID NO: 4 segun
la reivindicacion 1, en la que el acido nucleico comprende el marco de lectura abierto de nimero de registro de
Genbank: NM_005564 en la que los residuos 62, 73, 74, 75 y 98 estdn mutados para que codifiquen para la proteina
NGAL mutante que comprende SEQ ID NO: 4.

8. Secuencia de 4cido nucleico que codifica para una proteina NGAL mutante que comprende SEQ ID NO: 5 segun
la reivindicacion 1, en la que el acido nucleico comprende el marco de lectura abierto de nimero de registro de
Genbank: NM_005564 en la que los residuos 15, 73, 74, 75 y 130 estan mutados para que codifiquen para la
proteina NGAL mutante que comprende SEQ ID NO: 5.

9. Vector de expresion que comprende una secuencia de acido nucleico segun las reivindicaciones 5, 6, 7 u 8
operativamente unida a un promotor.

10. Célula bacteriana que expresa de manera estable un acido nucleico segun las reivindicaciones 5, 6, 7 u 8.
11. Célula de mamifero que expresa de manera estable un acido nucleico segun las reivindicaciones 5, 6, 7 u 8.
12. Composicién farmacéutica que comprende una proteina NGAL mutante segun la reivindicacion 1.

13. Composicién farmacéutica segun la reivindicacién 12, en la que la proteina NGAL mutante esta en complexo con
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un sideréforo.

14. Composicion farmacéutica segun la reivindicacién 13, en la que el sider6foro se selecciona del grupo que
consiste en enteroquelina, pirogalol, carboximicobactina, catecol y variantes de los mismos; y/o

en la que el sidero6foro es insensible al pH; y/o

en la que el sider6foro se une a la proteina NGAL mutante y hierro a pH urinario; y/o
en la que el sider6foro se une a la proteina NGAL mutante y hierro en la orina; y/o

en la que el sider6foro se une a la proteina NGAL mutante y hierro a pH sanguineo; y/o
en la que el sider6foro se une a la proteina NGAL mutante y hierro en la sangre.

15. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 13, en la que la proteina NGAL mutante y el sideréforo estan
presentes en una razén molar 1:1.

16. Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 13, para su uso en el tratamiento de sobrecarga de hierro.

17. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 12, para su uso en el tratamiento de una infeccion de las vias
urinarias.
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Tipo natural Mutante K3

Tipo natural Mutante K3

FIG. 4
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Em. 340 nm (norm.)
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Intensidad de fluorescencia
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> Mutante de Ngal K2  ({SEQ ID No: 2)
ODSTEDLIPAPPLE S VPLOONFODNOFOGEWY VVELAGHA
ILAEDEDPOFMYATI VELKEDE S VIVISVLFRGCDYWI
FTEVEGCQECEFTLON L L8Y POLT S Y LVAVVE TN N FAM
VRFHEVESQNOEY PR ITLYGRTHELTSELLENFIRFSFSLG
LEENNIVERVEIDOUIDG

> Proteina Ngal de tipo natural (SEQ ID NO: 1)
QDSTSDLIPAPPLEEVPLOONEQDNOQEFOQGEWYVVGLAGHA
ILRECKDPOEMYAT IYELKEDKSYNVTSVLEFREKKCDYWI
RETFVPCGCOPGEFTLGNIKSYPELTSY LVEVVSTHNYNOHAM
VEFEEVESQNREYFEITLYGRTEKELTSELKENFIRFSKESLG
LPENHIVEFEVPIDQUID

K3 QDSTSDLIFPAPPLSSVELOONFQDNQFQGKNYVVGLAGNAT LREDEDPQKMYATI YELKE
'?'go natural QDSTSDLIPAPPLSKVPLOONFODNQFQGKWYVVGLAGNAI LREDKDPQKMYATIYELKE
60 dr # dr ok o i o e o o e e e . de dr o d e de ok de ok ok b e o s e o o b dr g e e o e e ok o O ok = LR E SR T RS LR
K3 DKSYNVTSVLFRDDGCDYWIRTFVRPGCQPGEFTLGNIQSYPGLTSYLVRVVSTNYNQFAM
Jﬁ:g natural DESYNVTSVLFREKEKCDYWIRTEFVPGUOPGEFTLONLESY PGLTSYLVRYVETNYNOHAM
120 *!i‘**!#*i—*i—i‘__ !**!—!**!***i**ii‘**i#**:!***!**!***ii‘*i*i‘*i_*!
K3 VEFKKVSONOEYFKI TLYCRTKELTSELQENFIRFSKSLOLPENNIVFEVPIDOCIDG

i—.:,.: natural VFFKKVSQNREYFKITLYGRTKELTSELKENFIRFSKSLGLPENHIVFEVPIDQCIDG

hhkhhhdhhhk khkhkkhkhkrkbhdkhhdkh  FhdkhdhhhrEhhddh kb rdddokdh

FIG. 19

FIG. 20
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