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DESCRIPCION
Modulacion del metabolismo de los lipidos para la produccién de proteinas
CAMPO DE LA INVENCION

La presente descripcién se refiere a métodos y composiciones para modular las rutas del metabolismo de los lipidos
de una célula y disefar células y lineas celulares para la produccion de un producto, por ejemplo, una proteina
recombinante.

ANTECEDENTES

Las proteinas terapéuticas recombinantes se expresan comiunmente en sistemas de expresion de células, por ejemplo,
sistemas de expresion de células de mamiferos. En 2014, el nimero total de productos biofarmacéuticos aprobados
para el mercado fue de 212, y el 56 % de los productos terapéuticos aprobados para el mercado por la FDA se
producen en lineas celulares de mamiferos. Sin embargo, el alto coste asociado con la produccién contribuye a
aumentar los costes de salud global.

Ademas, los productos biolégicos de proteinas de préxima generacién (NGB), como las proteinas de fusion de préxima
generacién, las glicoproteinas multiméricas o los anticuerpos de proxima generacién, a menudo tienen una estructura
compleja y/o no natural y estan resultando mas dificiles de expresar que moléculas tal como los anticuerpos
monoclonales. Las lineas de células huésped actuales no han desarrollado rutas para la sintesis y secrecion eficientes
de NGB, lo que da como resultado un crecimiento significativamente reducido, baja productividad y, a menudo,
productos con atributos de calidad deficientes. Por lo tanto, estos NGB se consideran dificiles de expresar, en los que
la productividad y la calidad del producto no satisfacen las necesidades clinicas y de mercado.

En consecuencia, existe una necesidad cada vez mayor de desarrollar y producir productos bioterapéuticos
recombinantes de forma rapida, eficaz y rentable manteniendo la calidad del producto final.

COMPENDIO

La presente descripcion se basa, en parte, en el descubrimiento de que la modulacién de las rutas del metabolismo
de los lipidos mediante la sobreexpresién de un componente de una o mas rutas del metabolismo de los lipidos
aumenta la productividad y la calidad del producto de una célula que produce un producto polipeptidico recombinante.
Aqui, se demuestra que la modulacion del metabolismo de los lipidos, por ejemplo, mediante la modulacion de una o
mas rutas del metabolismo de los lipidos, se puede utilizar para disefiar células y sistemas libres de células que
produzcan mayores rendimientos de productos y productos con una calidad mejorada. Es importante destacar que la
presente divulgacion presenta la regulacion global del metabolismo de los lipidos mediante el uso de reguladores
globales que modulan mas de un proceso o ruta asociada con el metabolismo de los lipidos, provocando asi multiples
efectos posteriores para lograr una mejor produccion y calidad del producto. Los métodos y composiciones descritos
en este documento son particularmente Utiles para mejorar la produccién de productos recombinantes o productos
biol6égicos de préxima generacion (p. ej., proteinas de fusién, moléculas de anticuerpos biespecificos o multiformato,
proteinas multiméricas y proteinas glicosiladas) y para el desarrollo de sistemas mas eficientes para la produccion. de
dichos productos (p. €j., lineas celulares o sistemas libres de células).

La invencion es tal como se define en las reivindicaciones adjuntas.

En un aspecto, la invencién proporciona un método in vitro para producir un polipéptido recombinante en una célula
de mamifero, que comprende:

i) introducir en la célula un primer acido nucleico exégeno que codifica un primer modulador del metabolismo de los
lipidos (LMM) que comprende estearoil CoA desaturasa-1 (SCD1) y un acido nucleico exdgeno que codifica el
polipéptido recombinante, y

ii) cultivar la célula en condiciones donde se expresan el primer LMM y el polipéptido recombinante,
produciendo asi el polipéptido recombinante,
en donde el polipéptido recombinante es:

i) un polipéptido terapéutico,

i) un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo del mismo, un anticuerpo monoclonal o una molécula biespecifica,
0

iii) seleccionado de una hormona, un factor de coagulacion o coagulaciéon de la sangre, una citoquina o factor de
crecimiento, una proteina de fusién o una vacuna proteica,
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en donde el LMM comprende al menos 80, 90, 95, 98, 99 0 100% de identidad con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 3.

En otro aspecto, la invencion proporciona una célula de ovario de hamster chino (CHO) que comprende:

un primer &cido nucleico que codifica un primer modulador del metabolismo de los lipidos (LMM), en donde el primer
LMM comprende estearoil CoA desaturasa-1 (SCD1), y

un &cido nucleico que codifica un polipéptido recombinante,
en donde dichos acidos nucleicos no se encuentran naturalmente dentro de la célula,

en donde el primer &cido nucleico esta integrado en el genoma cromosémico de la célulay en donde la célula expresa
el LMM;

en donde la célula expresa el polipéptido recombinante y en donde el polipéptido recombinante es:
i) un polipéptido terapéutico humano,
i) un anticuerpo o fragmento del mismo, un anticuerpo monoclonal o una molécula biespecifica, o

iii) seleccionado de una hormona, un factor de coagulacion o coagulacién de la sangre, una citoquina o factor de
crecimiento, una proteina de fusién y una vacuna proteica,

en donde el LMM comprende al menos 80, 90, 95, 98, 99 o0 100% de identidad con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 3.

También se proporciona un uso de la célula CHO de la invencion en la produccion de un polipéptido recombinante
terapéutico de interés.

Ademas se proporciona un método para producir un polipéptido recombinante que comprende cultivar la célula de
mamifero de la invencion y recuperar el polipéptido recombinante producido por la célula separando el polipéptido
recombinante de la célula o medio de cultivo en el que se cultivé la célula.

En otro aspecto no cubierto por el objeto de las reivindicaciones, la presente descripcién presenta un método para
producir un producto, por ejemplo, un polipéptido, por ejemplo, un polipéptido recombinante, en un sistema libre de
células que comprende: proporcionar un sistema libre de células que comprende una modificacién que modula el
metabolismo de los lipidos, p. €j., un sistema libre de células derivado de una célula o linea celular que comprende
una modificacion que modula el metabolismo de los lipidos y que coloca el sistema libre de células en condiciones
adecuadas para la produccion del producto; produciendo asi el producto, por ejemplo, polipéptido, por ejemplo,
polipéptido recombinante. El sistema libre de células puede derivar de una célula o linea celular que comprende una
modificacién que modula el metabolismo de los lipidos. El sistema libre de células puede comprender uno o mas
componentes, por ejemplo, un organulo o parte de un organulo, de una célula o linea celular que comprende una
modificacién que modula el metabolismo de los lipidos. La modificacién puede comprender un acido nucleico exégeno
que codifica un modulador del metabolismo de lipidos (LMM) y en donde la célula o linea celular expresa un LMM, por
ejemplo, un LMM seleccionado del grupo que consiste en SREBF1, SREBF2, SCD1, SCD2, SCD3, SCD4, SCD5, o
un fragmento funcional del mismo. EI LMM puede alterar una o méas caracteristicas de un sistema libre de células
seleccionado del grupo que consiste en: aumenta la produccion, por ejemplo, el rendimiento y la tasa de produccién,
del producto, por ejemplo, polipéptido, por ejemplo, polipéptido recombinante (NGB) producido; y aumenta la calidad,
p. €j., disminuye la agregacion, disminuye la heterogeneidad de la glicosilacion, disminuye la fragmentacion y aumenta
la proporcién del producto correctamente plegado a mal plegado o desplegado, del producto.

Los ejemplos de productos que se pueden producir usando cualquiera de los métodos o composiciones descritos en
este documento incluyen productos recombinantes o productos en los que al menos una porcién o fraccién es el
resultado de la ingenieria genética. Los productos recombinantes descritos en este documento pueden ser Utiles para
fines diagnosticos o terapéuticos. En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, un producto
comprende un polipéptido, como una molécula de anticuerpo (p. €j., una molécula de anticuerpo biespecifico o
multiformato), una proteina de fusiéon o un conjugado de proteina; una molécula de acido nucleico (p. €j., una molécula
de ADN o ARN); o una particula encapsulada en lipidos (p. €j., un exosoma o una particula similar a un virus). Los
métodos y composiciones descritos en este documento pueden ser particularmente Utiles para productos que son
dificiles de producir, por ejemplo, en grandes cantidades o con calidad suficiente para uso comercial o terapéutico,
como productos biolégicos de proxima generacién (p. ej., proteinas de fusion, anticuerpos biespecificos o
multiformato). moléculas, proteinas multiméricas y proteinas glicosiladas). En una realizacién no cubierta por el objeto
de las reivindicaciones, una célula como se describe en este documento, por ejemplo, para producir el producto,
expresa el producto. En una realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, la célula comprende un &cido
nucleico exdégeno que codifica un producto descrito en el presente documento, por ejemplo, un polipéptido
seleccionado de la Tabla 2 o 3. En la seccion titulada "Productos” se describen ejemplos adicionales de productos.
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Las modificaciones descritas en el presente documento que modulan el metabolismo de los lipidos incluyen agentes
0 moléculas que aumentan o reducen la expresién de un modulador del metabolismo de los lipidos (LMM) o aumentan
o reducen la expresion o la actividad de un componente de una ruta del metabolismo de los lipidos. En una realizacién
no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, la modificacion es un acido nucleico, por ejemplo, un acido nucleico
que codifica un LMM o un &cido nucleico inhibidor que inhibe o disminuye la expresion de un LMM.

En una realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, la modificacion aumenta la expresién de un LMM
y comprende un acido nucleico exégeno que codifica el LMM. En una realizacion no cubierta por el objeto de las
reivindicaciones, el método comprende formar, en la célula, un acido nucleico exdgeno que codifica un LMM o un LMM
exogeno. En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, la formacién comprende la introduccién
de un &cido nucleico exdgeno que codifica un modulador del metabolismo de los lipidos. En una realizacion no cubierta
por el objeto de las reivindicaciones, la formacion comprende la introducciéon de un acido nucleico exdégeno que
aumenta la expresion de un acido nucleico endégeno que codifica un LMM. En las secciones tituladas "Modulacién
del metabolismo de lipidos" y "Moduladores del metabolismo de lipidos" se describen adicionalmente ejemplos de
LMM adecuados para su uso en cualquiera de los métodos y composiciones descritos en el presente documento.

De acuerdo con el método reivindicado, el &cido nucleico exégeno codifica un primer LMM que comprende SCD1, en
donde el LMM comprende al menos 80, 90, 95, 98, 99 0 100 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 3.

En una realizacion, la célula comprende una o0 mas modificaciones. En una realizacién, la célula comprende una, dos,
tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o diez modificaciones. En algunas realizaciones, la célula comprende mas
de una modificacion. En algunas realizaciones, la célula comprende al menos dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho,
nueve o diez modificaciones. En una realizacion, la célula comprende una o mas segundas modificaciones que
modulan el metabolismo de los lipidos. En una realizacion, la segunda modificacién comprende un segundo acido
nucleico exégeno que codifica un segundo LMM, por ejemplo, un LMM diferente del LMM de la primera modificacion.
En una realizacién, el segundo acido nucleico exdgeno y el primer &cido nucleico exdgeno estan dispuestos en la
misma molécula de acido nucleico. En una realizacion, el segundo acido nucleico exégeno y el primer &cido nucleico
exogeno estan dispuestos en diferentes moléculas de acido nucleico. En una realizacion, la segunda modificacion
proporciona una mayor produccién o una mejor calidad del producto, en comparacion con una célula que no tiene la
segunda modificacion. En una realizacién, el método comprende formar, en la célula, un segundo &cido nucleico
exogeno que codifica un segundo LMM o un segundo LMM exdgeno. En una realizacion, la formacién comprende
introducir el segundo acido nucleico exdgeno que codifica un segundo LMM. En una realizacién, la formacion
comprende la introduccién del segundo acido nucleico exdégeno que aumenta la expresion de un acido nucleico
enddgeno que codifica un LMM.

La modulaciéon del metabolismo de los lipidos mediante cualquiera de los métodos o composiciones descritos en el
presente documento puede comprender o dar como resultado la alteracion, por ejemplo, el aumento o la disminucién,
de uno o0 mas de los siguientes:

i) la expresion (p. ej., transcripcion y/o traduccién) de un componente implicado en una ruta de metabolismo de
lipidos;

ii) la actividad (p. €j., actividad enzimatica) de un componente implicado en una ruta de metabolismo de lipidos;
iii) la cantidad de lipidos (p. €j., fosfolipidos o colesterol) presentes en una célula;
iv) la cantidad de balsas lipidicas o la tasa de formacién de balsas lipidicas;

v) la fluidez, permeabilidad y/o espesor de una membrana celular (p. ej., una membrana plasmatica, una membrana
de vesicula o una membrana de organulo);

vi) la conversion de lipidos saturados en lipidos insaturados o conversién de lipidos insaturados en lipidos saturados;
vii) la cantidad de lipidos saturados o lipidos insaturados, por ejemplo, lipidos monoinsaturados;
viii) la composicion de lipidos en la célula para lograr una composicion favorable que aumente la actividad del ER;

ix) la expansion del ER (p. €j., el tamano del ER, la superficie de la membrana del ER o las cantidades de proteinas
y lipidos que constituyen y/o residen dentro del ER);

x) la expansion del Golgi (p. €j., el nimero y tamafo del Golgi, la superficie del Golgi o el nimero o cantidades de
proteinas y moléculas que residen dentro del Golgi);

xi) la cantidad de vesiculas secretoras o la formacién de vesiculas secretoras;
xii) la cantidad o tasa de secrecion del producto;

xiii) la capacidad de proliferacion, por ejemplo, la tasa de proliferacion;
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xiv) viabilidad del cultivo o supervivencia celular;

xv) activacion de receptores de membrana;

xvi) la respuesta de proteina desplegada (UPR);

xvii) el rendimiento o tasa de produccion del producto;

xviii) la calidad del producto (p. ej., agregacion, heterogeneidad de glicosilacién, fragmentacion, plegamiento o
ensamblaje adecuados, modificacién postraduccional o codificaciéon de enlaces disulfuro); y/o

xix) crecimiento/proliferacién celular o tasa de crecimiento especifica de células.

El aumento o disminucion de cualquiera de las caracteristicas antes mencionadas de la célula se puede determinar
por comparacion con una célula que no tenga una modificacion.

Los métodos y composiciones descritos aqui dan como resultado una mayor produccion del producto en comparacion
con una célula que no tiene la modificaciéon. Un aumento en la producciéon se puede caracterizar por mayores
cantidades, rendimientos o cantidades de producto producido por la célula y/o mayor tasa de produccion, donde la
tasa de produccién es equivalente a la cantidad de producto a lo largo del tiempo. En una realizacién, la produccién
del polipéptido recombinante aumenta dos veces en comparacion con la produccién de una célula sin modulacién del
metabolismo de los lipidos.

Los métodos y composiciones descritos en el presente documento también pueden dar como resultado una calidad
mejorada del producto (es decir, calidad del producto) en comparacion con una célula que no tiene la modificacion.
Las mejoras en la calidad del producto (es decir, la calidad del producto) se pueden caracterizar por uno 0 mas de:
agregacion (p. €j., una disminucion en los agregados o agregacion); plegado o ensamblaje adecuado (p. €j., una
disminucion de productos mal plegados o desplegados, o productos parcialmente ensamblados o desensamblados);
modificacién posterior a la traduccion (p. ej., aumento o disminucion en la heterogeneidad de la glicosilacién, mayor
porcentaje de modificaciones posteriores a la traduccién deseadas o predeterminadas); fragmentacién (p. ej., una
disminucion en la fragmentacion); codificacién de enlaces disulfuro (p. €j., una disminucién de isoformas o estructuras
no deseadas debido a la codificacion de enlaces disulfuro). En una realizacion no cubierta por el objeto de las
reivindicaciones, la calidad del producto, por ejemplo, polipéptido recombinante, aumenta, por ejemplo, 1 %, 5 %,
10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 85 % 0 100 %,
p. célula sin modulacién del metabolismo lipidico; o por 1 vez, 2 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces, 100
veces, por ejemplo, en comparacién con la calidad del producto producido por una célula sin modulacién del
metabolismo de los lipidos.

En realizaciones, el método para producir un producto como se describe en este documento puede comprender uno
0 mas etapas adicionales, que incluyen, pero no se limitan a: introducir una modificacién en la célula que mejora la
capacidad de procesamiento de ER (expansién de ER) o secrecion; obtener el producto de la célula, o de un
descendiente de la célula, o del medio acondicionado por la célula, o de un descendiente de la célula; separar el
producto de al menos un componente celular o medio; y/o analizar el producto, por ejemplo, para actividad o para la
presencia de una fraccion estructural. En una realizacion, el método comprende ademas una etapa para mejorar la
capacidad de procesamiento de ER (o expansién de ER) mediante la introduccién de un acido nucleico que codifica
PDI, BiP, ERO o XBP1. En una realizaciéon, el método comprende ademas una etapa adicional para mejorar la
capacidad secretora o la tasa de secrecion mediante la modulacién de la maquinaria SNARE u otra maquinaria
implicada en la ruta secretora, por ejemplo, mediante la introduccién de un acido nucleico que codifica un componente
SNARE.

Modulacion del metabolismo de los lipidos

La presente descripcién presenta métodos y composiciones para modular el metabolismo de los lipidos. En una
realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, la modificacion da como resultado la modulacién, por
ejemplo, el aumento de una o mas rutas del metabolismo de los lipidos, que incluyen, pero no se limitan a: lipogénesis
de novo, reesterificacion de acidos grasos, saturaciéon o desaturacién de acidos grasos, elongacién de acidos grasos
y biosintesis de fosfolipidos.

De acuerdo con la invencién, el primer LMM comprende SCD1, en donde el LMM comprende al menos 80, 90, 95, 98,
99 o 100% de identidad con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3. Las modificaciones descritas en este
documento son adecuadas para modular metabolismo de lipidos incluyen la introduccién de un acido nucleico exdégeno
que aumenta o disminuye la expresion o actividad de un componente de una ruta de metabolismo de lipidos o un
LMM, un polipéptido LMM u otra molécula que aumenta o disminuye la expresion o actividad de un componente de la
ruta del metabolismo de lipidos. La presente descripcion presenta el uso de moduladores del metabolismo de los
lipidos para modular el metabolismo de los lipidos, por ejemplo, aumentando o disminuyendo la expresién o la actividad
de un componente asociado con el metabolismo de los lipidos.
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En una realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, la modificacién que modula el metabolismo de los
lipidos da como resultado la regulacion global del metabolismo de los lipidos, por ejemplo, aumentando o
disminuyendo la expresién o actividad de un regulador global. Dichos reguladores globales son moléculas que estan
suficientemente corriente arriba en una o mas rutas, de modo que pueden influir en multiples efectos corriente abajo,
por ejemplo, aumentando la expresion o la actividad de mas de uno, por ejemplo, dos, tres, cuatro, cinco o mas.
componentes de diferentes procesos o rutas del metabolismo de los lipidos. Un componente de un proceso o ruta del
metabolismo de los lipidos puede incluir, pero no se limita a, una enzima, un cofactor u otra molécula que esté
implicada en la sintesis, degradacion, elongacién o conformacion estructural de las moléculas de lipidos.

En una realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el regulador global descrito en el presente
documento es un factor de transcripcién que aumenta, por ejemplo, aumenta la expresién de un componente del
metabolismo de los lipidos, por ejemplo, un producto del gen del metabolismo de los lipidos seleccionado de la Tabla
1. A modo de ejemplo, un regulador global aumenta la expresion de dos o mas productos génicos asociados a lipidos,
por ejemplo, una enzima implicada en la biosintesis de lipidos y una enzima implicada en el nivel de saturacién de una
molécula lipidica.

En cualquiera de los métodos o composiciones descritos en el presente documento, el LMM comprende cualquiera de
los siguientes: un regulador global del metabolismo de los lipidos, por ejemplo, un factor de transcripcion que
sobrerregula los genes del metabolismo de los lipidos, 0 un componente (p. €j., una enzima, un cofactor o un molécula)
que juega un papel en la lipogénesis de novo, reesterificacion de acidos grasos, saturacién o desaturacion de acidos
grasos, elongacion de acidos grasos o rutas de biosintesis de fosfolipidos.

En una realizaciéon no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el modulador del metabolismo de los lipidos
comprende un regulador de la transcripcion, por ejemplo, un factor de transcripcién, que media, por ejemplo,
sobrerregula la expresion de un producto génico del metabolismo de los lipidos. Los ejemplos de productos génicos
del metabolismo de los lipidos incluyen, pero no se limitan a, los proporcionados en la Tabla 1. un regulador global del
metabolismo de los lipidos, por ejemplo, un factor de transcripcion que sobrerregula los genes del metabolismo de los
lipidos.

En una realizacion del método reivindicado, la célula comprende ademéas un segundo &cido nucleico exégeno que
codifica un segundo LMM que comprende SREBF1 (factor de transcripcion de unién a elementos reguladores de
esteroles), y en la etapa (ii) la célula se cultiva en condiciones donde el segundo LMM es expresado,

en donde el segundo LMM comprende una secuencia de aminoacidos con al menos un 80, 90, 95, 98, 99 o 100% de
identidad con la secuencia de amino&cidos de SREBF 1 correspondiente a SEQ ID NO: 1 o0 34.

En una realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM comprende cualquiera de los componentes
proporcionados en la Tabla 1 o un fragmento funcional del mismo. En una realizaciéon no cubierta por el objeto de las
reivindicaciones, el LMM comprende al menos 60, 70, 80, 90, 95, 98, 99 o 100% de identidad con la secuencia de
aminoacidos de cualquiera de los componentes proporcionados en la Tabla 1 o un fragmento funcional del mismo; o
difiere en 1, 2 0 3 0 mas residuos de aminodacidos pero no mas de 50, 40, 30, 20, 15 o 10 residuos de aminoé&cidos de
la secuencia de aminodacidos de cualquiera de los componentes provistos en la Tabla 1 o un fragmento funcional del
mismo. En una realizacidn no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el acido nucleico que codifica el modulador
del metabolismo de lipidos comprende al menos 60, 70, 80, 90, 95, 98, 99 o 100% de identidad con una secuencia de
acido nucleico que codifica cualquiera de los componentes proporcionados en la Tabla 1 o un fragmento funcional de
los mismos.

En una realizacién, la modificacion comprende un elemento regulador cis o trans que aumenta la expresion del acido
nucleico que codifica el producto del gen del metabolismo de los lipidos. En una realizacién, el acido nucleico que
codifica el modulador del metabolismo de los lipidos comprende un plasmido o un vector.

En una realizacion, el &cido nucleico que codifica el modulador del metabolismo de los lipidos se introduce en la célula
mediante transfeccion (p. ej., electroporacion), transduccion o cualquier otro método de administracién descrito en el
presente documento.

En una realizacion, el acido nucleico que codifica el modulador del metabolismo de los lipidos se integra en el genoma
cromosomico de la célula. En una realizacion, el LMM se expresa de forma estable.

En una realizacién, el acido nucleico que codifica el modulador del metabolismo de los lipidos no esta integrado en el
genoma cromosémico de la célula. En una realizacion, el LMM se expresa de forma transitoria.

Productos

Los productos descritos en este documento incluyen polipéptidos, por ejemplo, proteinas recombinantes; moléculas
de acido nucleico, por ejemplo, moléculas de ADN o ARN; proteinas o complejos multiméricos; particulas
encapsuladas en lipidos, por ejemplo, particulas similares a virus, vesiculas o exosomas; u otras moléculas, por
ejemplo, lipidos. Por ejemplo, el polipéptido recombinante puede ser una proteina dificil de expresar o una proteina
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que tiene estructuras complejas y/o no naturales, como un biol6gico de préxima generacion, por ejemplo, una molécula
de anticuerpo biespecifico, una proteina de fusién o una proteina glicosilada.

De acuerdo con el método reivindicado, el polipéptido recombinante es: un polipéptido terapéutico, un anticuerpo o un
fragmento de anticuerpo del mismo, un anticuerpo monoclonal o una molécula biespecifica, o seleccionado de una
hormona, un factor de coagulacién o coagulacién de la sangre, una citoquina o un factor de crecimiento, una proteina
de fusion o una vacuna proteica.

En cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, el método para producir un producto comprende
ademas introducir en la célula un &cido nucleico exégeno que codifica el producto, por ejemplo, un polipéptido, por
ejemplo, un polipéptido recombinante.

En una realizacién, el acido nucleico exdégeno que codifica el polipéptido recombinante se introduce después de
proporcionar una célula que comprende el LMM. En otra realizacién, el acido nucleico exégeno que codifica el
polipéptido recombinante se introduce después de cultivar la célula, por ejemplo, en condiciones adecuadas para la
modulacion del metabolismo de los lipidos mediante la modificacion.

En una realizacion, el polipéptido recombinante que codifica el &cido nucleico exégeno se introduce antes de
proporcionar una célula que comprende el LMM. En otra realizacién, el acido nucleico exégeno que codifica el
polipéptido recombinante se introduce antes del cultivo de la célula, por ejemplo, en condiciones adecuadas para la
modulacion del metabolismo de los lipidos mediante la modificacion.

En una realizacion, la molécula de anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. En una realizacién, la molécula de
anticuerpo es una molécula de anticuerpo biespecifica, p. €j., un BiTE (participante de células T biespecificas), un
DART (reorientacién de doble afinidad o célula T redirigida).

En algunas realizaciones, la célula expresa de forma estable el producto. En una realizacion, el acido nucleico exdégeno
que codifica el producto, por ejemplo, el polipéptido recombinante, se integra en el genoma cromosoémico de la célula.
Alternativamente, el producto es expresado transitoriamente por la célula. En una realizacién, el acido nucleico
exogeno que codifica el producto, por ejemplo, el polipéptido recombinante, no estd integrado en el genoma
cromosomico de la célula.

Células huésped
La invencion proporciona una célula de ovario de hamster chino (CHO) que comprende:

un primer &cido nucleico que codifica un primer modulador del metabolismo de los lipidos (LMM), en donde el primer
LMM comprende estearoil CoA desaturasa-1 (SCD1), y

un acido nucleico que codifica un polipéptido recombinante,

en donde dichos acidos nucleicos no se encuentran naturalmente dentro de la célula,

en donde el primer &cido nucleico se integra en el genoma cromosomico de la célula y en donde

la célula expresa el LMM;

en donde la célula expresa el polipéptido recombinante y en donde el polipéptido recombinante es:
i) un polipéptido terapéutico humano,
i) un anticuerpo o fragmento del mismo, un anticuerpo monoclonal o una molécula biespecifica, o

iii) seleccionado de una hormona, un factor de coagulacion o coagulaciéon de la sangre, una citoquina o factor de
crecimiento, una proteina de fusién y una vacuna proteica,

en donde el LMM comprende al menos 80, 90, 95, 98, 99 o0 100% de identidad con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 3.

También se describen en el presente documento, pero fuera del objeto de las reivindicaciones, las células para producir
los productos descritos en el presente documento y los métodos de ingenieria de tales células.

En cualquiera de las composiciones, preparaciones o métodos descritos en el presente documento, la célula es una
célula de mamifero. En una realizacion, la célula es una célula de roedor. En una realizacién, la célula es una célula
de ovario de hamster chino (CHO). Los ejemplos de células CHO incluyen, pero no se limitan a, CHO-K1, CHOK1SV,
Potelligent CHOK1SV (FUT8-KO), CHO GS-KO, Exceed (CHOK1SV GS-KO), CHO-S, CHO DG44, CHO DXB11,
CHOZN , o una célula derivada de CHO.

En cualquiera de las composiciones, preparaciones o métodos descritos en este documento, la célula se selecciona
del grupo que consiste en HelLa, HEK293, H9, HepG2, MCF7, Jurkat, NIH3T3, PC12, PER.C6, BHK, VERO, SP2/0,
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NSO, YB2/0, EB66, C127, células L, COS, p. ej., COS1y COS7, QC1-3, CHO-K1, CHOK1SV, Potelligent CHOK1SV
(FUT8-KO), CHO GS-KO, Exceed (CHOK1SV GS-KO ), CHO-S, CHO DG44, CHO DXB11 y CHOZN.

En un aspecto no cubierto por el objeto de las reivindicaciones, la presente descripcion presenta un método de
ingenieria de una célula que tiene una capacidad de produccién aumentada y/o una calidad de produccién mejorada
(p- €j., que produce un producto con una o mas calidad de producto mejorada) que comprende introducir en la célula
o formar en la célula un acido nucleico exégeno que codifica un modulador del metabolismo de los lipidos, disefando
asi una célula que tiene una capacidad de produccién aumentada y/o una calidad de producciéon mejorada. En una
realizacién, el acido nucleico exdgeno que codifica un modulador del metabolismo de los lipidos se introduce en la
célula mediante transfeccion, transduccién, por ejemplo, transduccion viral, electroporacién, nucleofeccion o
lipofeccion. En una realizacion, el acido nucleico exégeno que codifica un modulador del metabolismo de los lipidos
se integra en el genoma cromosémico de la célula. En una realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones,
el método comprende ademas introducir en la célula un acido nucleico exégeno que codifica un polipéptido
recombinante. En una realizacién, el acido nucleico exégeno que codifica un polipéptido recombinante se introduce
antes de introducir el acido nucleico exdgeno que codifica el LMM. En una realizacién, el acido nucleico exégeno que
codifica un polipéptido recombinante se introduce después de introducir el acido nucleico exégeno que codifica el
LMM.

En un aspecto no cubierto por el objeto de las reivindicaciones, la presente descripcién presenta una célula CHO
modificada para expresar un LMM, en donde el LMM modula una o mas caracteristicas de la célula CHO, en donde la
célula CHO modificada se selecciona en funcion de la modulacién de una o mas caracteristicas seleccionadas del
grupo que consiste en

i) la expresion (p. ej., transcripcion y/o traduccién) de un componente implicado en una ruta de metabolismo de
lipidos;

ii) la actividad (p. €j., actividad enzimatica) de un componente implicado en una ruta de metabolismo de lipidos;
iii) la cantidad de lipidos (p. e€j., fosfolipidos o colesterol) presentes en una célula;
iv) la cantidad de balsas lipidicas o la tasa de formacién de balsas lipidicas;

v) la fluidez, permeabilidad y/o espesor de una membrana celular (p. ej., una membrana plasmatica, una membrana
de vesicula o una membrana de organulo);

vi) la conversion de lipidos saturados en lipidos insaturados o conversién de lipidos insaturados en lipidos saturados;
vii) la cantidad de lipidos saturados o lipidos insaturados, por ejemplo, lipidos monoinsaturados;
viii) la composicion de lipidos en la célula para lograr una composicion favorable que aumente la actividad del ER;

ix) la expansion del ER (p. €j., el tamano del ER, la superficie de la membrana del ER o las cantidades de proteinas
y lipidos que constituyen y/o residen dentro del ER);

x) la expansién del Golgi (p. €j., el numero y tamano del Golgi, la superficie del Golgi o el nimero o cantidades de
proteinas y moléculas que residen dentro del Golgi);

xi) la cantidad de vesiculas secretoras o la formacién de vesiculas secretoras;
xii) la cantidad o tasa de secrecién del producto;

xiii) la capacidad de proliferacion, por ejemplo, la tasa de proliferacion;

xiv) viabilidad del cultivo o supervivencia celular;

xv) activacion de receptores de membrana;

xvi) la respuesta de proteina desplegada (UPR);

xvii) el rendimiento o tasa de produccion del producto;

xviii) la calidad del producto (p. ej., agregacion, heterogeneidad de glicosilacién, fragmentacion, plegamiento o
ensamblaje adecuados, modificacion postraduccional o codificacion de enlaces disulfuro); y/o

xix) crecimiento/proliferacion celular o tasa de crecimiento especifica de células.

En cualquiera de los métodos o células, por ejemplo, células disefiadas, descritos en el presente documento, la célula
expresa o comprende el LMM que se selecciona de un grupo que consiste en SREBF1, SREBF2, SCD1, SCD2, SCD3,
SCD4 y SCD5, o un fragmento funcional del mismo.
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En cualquiera de los métodos o células, por ejemplo, células modificadas, descritos en este documento, la célula
expresa o comprende un producto, por ejemplo, un producto recombinante, por ejemplo, un biolégico de préxima
generacién seleccionado de un grupo que consiste en un anticuerpo biespecifico, una proteina de fusion, o una
proteina glicosilada.

En cualquiera de los métodos o células, p. €j., células modificadas descritas en el presente documento, la célula es
una célula CHO seleccionada del grupo que consiste en CHO-K1, CHOK1SV, Potelligent CHOK1SV (FUT8-KO), CHO
GS-KO, Exceed (CHOK1SV GS-KO), CHO-S, CHO DG44, CHO DXB11, CHOZN o una célula derivada de CHO.

Composiciones y Preparaciones

En un aspecto no cubierto por el objeto de las reivindicaciones, la presente descripcién también presenta una
preparacion de un producto descrito en este documento hecho por un método descrito en este documento. Al menos
el 70, 80, 90, 95, 98 0 99 %, en peso o en numero, de los productos en la preparaciéon podran estar debidamente
doblados o ensamblados. Se puede agregar menos del 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 % 0 5 %, en peso o
namero, de los productos en la preparacién. Menos del 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 % 0 5 %, en peso o
namero, de los productos en la preparacion pueden ser fragmentos del producto.

En algunas realizaciones no cubiertas por el objeto de las reivindicaciones, la presente descripcién presenta una
preparacion de un polipéptido, por ejemplo, un polipéptido de la Tabla 2 o la Tabla 3, elaborado mediante un método
descrito en el presente documento. En algunas realizaciones, la célula utilizada en el método es una célula CHO
seleccionada del grupo que consiste en CHOK1, CHOK1SV, Potelligent CHOK1SV, CHO GS knockout, CHOK1SV
GS-KO, CHOS, CHO DG44, CHO DXB11, CHOZN o célula derivada de CHO.

En un aspecto no cubierto por el objeto de las reivindicaciones, la presente descripcién presenta una mezcla que
comprende una célula descrita en el presente documento, por ejemplo, una célula que comprende una modificacién
que modula el metabolismo de los lipidos y un producto producido por la célula. La mezcla puede comprender el
producto en una concentracion mas alta, por ejemplo, al menos 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 %, 10 %,
20 % o0 30% de concentracion mas alta, por peso o numero, de producto que la que se veria sin la modificacion. Al
menos el 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 98 % 0 99 %, en peso 0 en numero, de los productos de la mezcla pueden estar
debidamente doblados o ensamblados. Se puede agregar menos del 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 % o
5 %, en peso o numero, de los productos en la mezcla. Menos del 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 % 0 5 %,
en peso o numero, de los productos en la mezcla pueden ser fragmentos del producto. El producto puede ser un
polipéptido recombinante, por ejemplo, un polipéptido recombinante de la Tabla 2 o la Tabla 3.

En un aspecto no cubierto por el objeto de las reivindicaciones, la presente descripcién presenta una preparacion de
medio condicionado por el cultivo de una célula descrita en el presente documento, en donde la célula comprende una
modificacién que modula el metabolismo de los lipidos. El producto puede estar presente en la preparacion a una
concentracién mas alta, por ejemplo, al menos, 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 %, 10 %, 20 % o0 30 % de
concentracién mas alta, en peso o numero, de lo que se veria sin la modificacién. Al menos el 70 %, 80 %, 90 %,
95 %, 98 % 0 99 %, en peso o numero, del producto en la preparacién puede estar debidamente doblado o
ensamblado. Se puede agregar menos del 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 % 0 5 %, en peso o nimero, de
los productos en la preparacién. Menos del 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 % 0 5 %, en peso o numero, de
los productos en la preparacién pueden ser fragmentos del producto. El producto puede ser un polipéptido
recombinante, por ejemplo, un polipéptido recombinante de la Tabla 2 o la Tabla 3.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que comdnmente entiende un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion.
Ademas, los materiales, métodos y ejemplos son solo ilustrativos. Los titulos, subtitulos o elementos numerados o con
letras, por ejemplo, (a), (b), (i), etc., se presentan simplemente para facilitar la lectura. El uso de encabezados o
elementos numerados o con letras en este documento no requiere que las etapas o elementos se realicen en orden
alfabético o que las etapas o elementos sean necesariamente independientes entre si. Otras caracteristicas, objetos
y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la descripcion y los dibujos, asi como de las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es una serie de imagenes inmunofluorescentes obtenidas de grupos de células manipuladas con Flp-In
CHO, transfectadas por separado con un vector de expresion de control (Ctrl) o con los que codifican SCD1 fusionados
en su terminal C con una etiqueta de epitopo V5 (SCD1-V5) o SREBF1 fusionado en su terminal C con una etiqueta
de epitopo V5 (SREBF1-V5). Se tomaron imagenes de los grupos con un anticuerpo primario anti-V5 y un anticuerpo
secundario FITC anti-raton (imagenes del medio), asi como DAPI (imagenes de la izquierda) y se muestra una
superposicion de las imagenes de la izquierda y del medio (columna de la derecha). Las imagenes se generaron
utilizando un microscopio confocal Leica.

La Figura 2 muestra una serie de imagenes inmunofluorescentes obtenidas de grupos de células con eliminacién de
glutamina sintetasa out (GS-KO) de CHOK1SV, transfectadas con un vector de expresién de control (Ctrl) o con los
que codifican SCD1-V5 o SREBF1-V5. Se tomaron imagenes de los grupos con un anticuerpo TRITC primario anti-V5
y secundario anti-raton (imagenes del medio), asi como DAPI (imagenes de la izquierda) y también se muestra una
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superposicion de las imagenes de la izquierda y del medio (columna de la derecha). Las imagenes se generaron
utilizando un microscopio confocal Leica.

Las Figuras 3A, 3B y 3C muestran la determinacion de SCD1-V5 y SREBF1-V5 exdgenos expresados en grupos de
células CHO Flp-In™ después de la transfeccion transitoria con un plasmido que codifica una proteina de fusion Fc
recombinante dificil de expresar (también conocida como proteina de fusion Fc o FP) (Fig. 3A) o eGFP (Fig. 3B). La
Figura 3C muestra la determinacion de SCD1y SREBF1 etiquetados con V5 ex6genos expresado en grupos de células
CHO Flp-In™ de expresion estable no transfectadas. El andlisis de transferencia Western se realiz6 en lisados
celulares obtenidos 96 horas después de la electroporacion con la proteina de fusién Fc, asi como en el grupo de
células que expresan unicamente el modulador del metabolismo de lipidos (LMM) marcado con V5 indicado, SCD1 o
SREBF1. El anticuerpo primario anti-V5 y el anticuerpo secundario conjugado con HRP anti-ratén se usaron para
detectar la expresion del LMM marcado con V5 y anti-B-actina o anti-L7a (como se indica), seguido de exposicién con
anticuerpos secundarios conjugados con HRP anti-ratén y anti-conejo respectivamente, se usaron anticuerpos
secundarios como controles de carga para la deteccién de LMM.

La Figura 4 muestra la concentracion de células viables, segin se determin6 usando un contador de células ViCell,
de los grupos de células CHO Flp-In disefiadas para sobreexpresar de manera estable LMM SCD1-V5 y SREBF1-V5
después de la transfeccion con el constructo JB3.3 que contiene eGFP (n= 2).

Las Figuras 5A y 5B muestran la concentracion del cultivo celular y la viabilidad del cultivo a las 24, 48, 72 y 96 horas
después de la transfeccién del control, SCD1-V5, SREBF1-V5 y SREBF410-V5 que sobreexpresan grupos de células
CHOK1SV GS-KO con un plasmido que contiene eGFP. La Figura 5A muestra la concentraciéon de células. Las
columnas inferiores representan la concentracién de células viables, mientras que la columna completa representa la
concentracién total de células; las barras de error inferiores representan la desviacion estandar de las células viables,
mientras que las barras de error superiores representan la concentracion total de células. La Figura 5B muestra la
viabilidad del cultivo en funcién de los datos descritos en la Figura 5A. Las barras de error representan la desviacién
estandar. La significancia estadistica se calculé utilizando la prueba T de dos colas en comparacion con los valores
de control de los puntos de tiempo particulares: *Importancia de la concentracion de células viables utilizando la prueba
T de dos colas [p<0.05]. *Importancia de la concentracion celular total utilizando pruebas T de dos colas [p<0.05] (n=3).

Las Figuras 6A, 6B y 6C muestran datos generados por citometria de flujo utilizando un instrumento FACSCalibur (BD
Biosciences). Los valores de la mediana (Fig. 6A), la media geométrica (Fig. 6B) y la media aritmética (Fig. 6C) se
adquirieron a las 24, 48, 72 y 96 horas después de la transfecciéon con un plasmido que contenia eGFP donde se
tomaron muestras del control, SCD1-V5 o SREBF1-V5 que sobreexpresan grupos de células Flp-In CHO (n=2).

Las Figuras 7A, 7B y 7C muestran datos generados por citometria de flujo utilizando un instrumento FACSCalibur (BD
Biosciences). Los valores de la mediana (Fig. 7A), la media geométrica (Fig. 7B) se adquirieron a las 24, 48, 72 y 96
horas después de la transfeccidén con un plasmido que contenia eGFP donde se tomaron muestras del control, SCD1-
V5, SREBF1-V5 o0 SREBF410-V5 que sobreexpresan células derivadas de CHOK1SV GS-KO. La Figura 7C muestra
la fluorescencia total por ml de cultivo calculada multiplicando la fluorescencia media aritmética medida por la
concentracion celular total (x108/ml). Las barras de error indican la desviacién estandar. La significacion estadistica
se calcul6 usando una prueba T de dos colas en comparacion con los valores de control de los puntos de tiempo
particulares (n = 3). *Indica valores estadisticamente significativos [p<0.05]. Los datos se generaron utilizando
FACSCalibur (BD Biosciences).

Las Figuras 8A y 8B muestran la produccion de anticuerpo A en células CHO Flp-In que sobreexpresan de forma
estable SCD1-V5 y SREBF1-V5 después de la transfeccion transitoria de un constructo de acido nucleico que codifica
las cadenas pesada vy ligera del anticuerpo A. La Fig. 8A es una transferencia Western que muestra las bandas
correspondientes al anticuerpo A, detectadas usando un anticuerpo primario anti-cadena pesada y un anticuerpo
secundario conjugado con HRP anti-conejo. La Fig. 8B muestra el cambio promedio en la produccion de anticuerpos
en los grupos de células modificadas por ingenieria genética de LMM en comparacién con los valores generados a
partir del grupo de células de control determinado por HPLC de proteina A.

Las Figuras 9A y 9B muestran la produccion de una proteina de fusion Fc en grupos de células CHO Flp-In que
sobreexpresan de manera estable SCD1-V5 y SREBF1-V5 después de la transfeccién transitoria de un constructo de
acido nucleico que codifica la proteina de fusién. La Fig. 9A es una transferencia Western que muestra las bandas
representativas de la proteina de fusién Fc detectada usando un anticuerpo primario anti-cadena pesada y un
anticuerpo secundario conjugado con HRP anti-conejo. La Fig. 9B muestra el cambio promedio en la produccion de
proteina de fusion Fc en los grupos de células modificadas por ingenieria genética LMM en comparacion con los
valores generados a partir del grupo de células de control determinado por HPLC de proteina A.

Las Figuras 10A y 10B muestran la produccion de un anticuerpo A bien expresado en grupos de células CHO GSKO
que sobreexpresan de manera estable SCD1-V5, SREBF1-V5 y SREBF410-V5 después de la transfeccion transitoria
de un constructo de acido nucleico que codifica las cadenas pesada y ligera del anticuerpo A en 48, 72 y 96 h después
de la transfeccion y en un control, grupo de células Null CHOK1SV GS-KO (un grupo de células de control generado
utilizando un plasmido vacio para expresar Unicamente el gen GS de seleccion, sin agentes LMM). La Fig. 10A es una
transferencia Western que muestra las bandas representativas del anticuerpo A detectadas usando un anticuerpo
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primario anti-cadena pesada y un anticuerpo secundario conjugado con HRP anti-conejo. La Fig. 10B muestra el
cambio promedio en la produccién de anticuerpos en los grupos de células modificadas por ingenieria genética de
LMM en comparacién con los valores generados en el grupo de células de control segun lo determinado por HPLC de
proteina A.

Las Figuras 11A y 11B muestran la produccion relativa de una proteina de fusion Fc dificil de expresar en grupos de
células CHOK1SV GS-KO que sobreexpresan de manera estable SCD1-V5 y SREBF1-V5 o en un grupo de células
de control después de la transfeccion transitoria de un constructo de acido nucleico que codifica la proteina de fusion
Fc. La Fig. 11A muestra una transferencia Western de la proteina de fusiéon producida transitoriamente, detectada
usando un anticuerpo primario anti-cadena pesada seguido de exposicién con un anticuerpo secundario conjugado
con HRP anti-conejo. La Fig. 11B muestra el cambio promedio en la produccion de proteina de fusion Fc en el grupo
de células modificadas por ingenieria genética LMM en comparacién con los grupos de células de control segun lo
determinado por HPLC de proteina A.

Las Figuras 12A y 12B muestran el analisis de la produccion de anticuerpo A a partir del sobrenadante recolectado
después de 48 y 72 horas de una linea de células CHO que expresaba de manera estable el anticuerpo A que se
transfectd transitoriamente con constructos de plasmido que contenian genes de control (vacio), SCD1-V5, SREBF1-
V5 0 SREBF410-V5. La Fig. 12A muestra una transferencia Western de los sobrenadantes de las células; el anticuerpo
A se detectd mediante el uso de un anticuerpo primario anti-cadena pesada seguido de la exposicion con un anticuerpo
secundario conjugado con HRP anti-conejo. La Figura 12B muestra el andlisis de Coomassie en el que las bandas
muestran los niveles relativos de anticuerpo A presentes en el sobrenadante 168 horas después de la transfeccion.

La Figura 13 muestra el analisis de la produccién de anticuerpo A a partir del sobrenadante recogido después de 48,
72, 96 y 144 horas de una linea de células CHO que expresaba de forma estable el anticuerpo A que se habia
transfectado transitoriamente con constructos de plasmido que contenian genes de control (vacio), SCD1-V5,
SREBF1-V5 0 SREBF410-V5 en los que se utilizé el analisis de octetos de proteina A para determinar la concentracion
volumétrica de anticuerpos (n=2).

La Figura 14 muestra el analisis de una proteina de fusion FC de muestras de sobrenadante recolectadas después de
48, 72, 96 y 144 horas de una linea de células CHO que expresaba de manera estable el anticuerpo A que habia sido
transfectado transitoriamente con constructos de plasmido que contenian genes de control (vacio), SCD1-V5,
SREBF1-V5 o SREBF410-V5 en los que se usaron mediciones del nimero de células viables y del titulo de proteina
A para determinar la productividad especifica de la proteina de fusiéon FC. Las barras de error muestran la desviacion
estandar (n=3).

Las Figuras 15A y 15B muestran el analisis de la produccion de anticuerpo A a partir de muestras de sobrenadante
recolectadas después de 48, 72, 96 y 144 horas de grupos de células CHO integradas de forma estable con vectores
que contienen control, SCD1-V5 o SREBF1-V5 y posteriormente integradas de forma estable con un constructo de
anticuerpo A. La Figura 15A muestra la concentracion volumétrica de anticuerpos mientras que la Figura 15B muestra
la productividad especifica del anticuerpo A. Las barras de error muestran la desviacion estandar (n=3).

Las Figuras 16A y 16B muestran el andlisis de la produccion de proteina de fusién FC a partir de muestras de
sobrenadante recolectadas después de 48, 72, 96 y 144 horas de grupos de células CHO integradas de forma estable
con vectores de control, SCD1-V5, SREBF1-V5 o SREBF410-V5 y, posteriormente, de forma estable integrado con
un constructo de proteina de fusion FC. La Figura 16A muestra la concentracién volumétrica de proteina de fusion FC
mientras que la Figura 16B muestra la productividad especifica de la proteina de fusién FC. Las barras de error
muestran la desviacion estandar (n=3).

La Figura 17A muestra el analisis Western de la expresion de inmunocitoquinas de células CHO GSKO después de la
transfeccion transitoria de un constructo de acido nucleico que codifica genes apropiados para la expresién de
inmunocitoquinas y genes sin LMM (control), SCD1, SREBF1 o SREB411 a las 48 y 96 h después de la transfeccion.
Las muestras de sobrenadante se redujeron y las bandas presentes se detectaron utilizando un anticuerpo primario
anti-cadena pesada seguido de exposicion a un anticuerpo secundario conjugado anti-HRP de conejo. La banda
inferior representa un anticuerpo nativo de cadena pesada, mientras que la banda superior indica una molécula de
cadena pesada fusionada con una citoquina. La Figura 17B muestra la abundancia relativa de inmunocitoquinas de
las muestras obtenidas 96 horas después de la transfeccion.

DESCRIPCION DETALLADA

A medida que los productos bioldgicos actuales y de préxima generacién contindan ganando utilidad terapéutica en
los pacientes, la demanda de grandes cantidades de productos bioldgicos de préxima generacion que tengan un alto
grado de calidad para uso terapéutico, asi como medios eficientes para la produccién y el desarrollo eficiente de la
produccion de lineas celulares escalar. Ademas, muchos productos biolégicos de préxima generacion son dificiles de
expresar y producir en lineas celulares convencionales utilizando técnicas de expresion convencionales conocidas en
la técnica. Los métodos actuales no son suficientes para producir estos productos en las grandes cantidades y con el
alto grado de calidad requerido para el uso clinico. Como tal, la presente descripcion presenta métodos y
composiciones para obtener mayores rendimientos de un producto, por ejemplo, un producto biolégico de préxima
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generacion, con calidad mejorada en comparacion con el rendimiento y la calidad obtenidos con los métodos de
produccion actuales. Los métodos y composiciones descritos en el presente documento también son utiles para
modificar células o lineas celulares con productividad, calidad del producto, robustez y/o viabilidad de cultivo
mejoradas, en comparacién con los sistemas de expresion celular utilizados actualmente para producir productos
recombinantes.

DEFINICIONES

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que cominmente entiende un experto en la técnica a la que pertenece la invencion. Al
describir y reivindicar la presente invencion, se utilizara la siguiente terminologia segun cémo se defina, donde se
proporciona una definicion.

También debe entenderse que la terminologia utilizada en este documento tiene el propoésito de describir realizaciones
particulares Unicamente.

Los articulos "un" y "uno, una" se utilizan aqui para referirse a uno o mas de uno (es decir., a por lo menos uno) del
objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "una célula" puede significar una célula o mas de una célula.

"Componente de una ruta de metabolismo de lipidos", tal como se usa en el presente documento, se refiere a una
molécula, polipéptido o enzima que, directa o indirectamente, sintetiza un lipido, degrada un lipido, convierte un lipido
de una especie de lipido en otra especie de lipido o modifica un lipido. El componente puede ser un sustrato
enzimatico, un producto de reaccion enzimatico o un cofactor enzimatico.

"End6geno”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier material procedente de un organismo,
célula, tejido o sistema, o producido de forma natural dentro de este.

"Exdgeno"”, como se usa aqui, se refiere a cualquier material introducido o producido fuera de un organismo, célula,
tejido o sistema. En consecuencia, "acido nucleico exégeno" se refiere a un acido nucleico que se introduce o se
produce fuera de un organismo, célula, tejido o sistema. En una realizacién, las secuencias del acido nucleico exégeno
no se producen de forma natural, o no se pueden encontrar de forma natural, dentro del organismo, célula, tejido o
sistema en donde se introduce el &cido nucleico exégeno. En las realizaciones, los productos que no se producen de
forma natural o los productos que contienen porciones que no se producen de forma natural son materiales exégenos
con respecto a las células huésped descritas en el presente documento.

"Formacién", tal como se usa en el presente documento, se refiere a la introduccién en la célula, la sintesis dentro de
la célula o cualquier otro proceso que dé como resultado que el acido nucleico que codifica un LMM o un LMM ex6geno
se localice dentro de la célula.

"Heterologo", como se usa aqui, se refiere a cualquier material de una especie, cuando se introduce en un organismo,
célula, tejido o sistema de una especie diferente. El material heterélogo también abarca un material que incluye
porciones de una o varias especies o0 porciones que no se producen de forma natural. A modo de ejemplo, un acido
nucleico que codifica una proteina de fusiéon en donde una parte de la proteina de fusion es humana, una parte de la
proteina de fusién es una bacteria y una parte de la proteina de fusién no se produce de forma natural, y el acido
nucleico se introduce para una célula humana, el acido nucleico es un acido nucleico heterdlogo.

"Ruta del metabolismo de los lipidos", como se usa en el presente documento, se refiere a un proceso asociado con
la sintesis de un lipido o una molécula asociada a un lipido, el alargamiento de un lipido o una molécula asociada a
un lipido, la degradacion de un lipido o una molécula asociada a un lipido, la incorporacién de un lipido o una molécula
asociada a un lipido en una membrana, el estado de saturacién de un lipido o una molécula asociada a un lipido (p.
ej., saturada o insaturada) o la conversion o modificacion de la estructura quimica (p. €j., reesterificacién) de un lipido
0 molécula asociada a lipidos. La ruta del metabolismo de los lipidos puede resultar en la sintesis de lipidos, elongacion
de lipidos, degradacién de lipidos, cambios en la composicion o fluidez de la membrana, formaciéon o modulacién de
balsas de lipidos, o modificacion o conversién de un lipido (p. €j., saturacién o insaturacién de un lipido, o
reesterificacion de un lipido). Los ejemplos de las rutas del metabolismo de los lipidos incluyen, pero no se limitan a:
lipogénesis de novo, reesterificacion de acidos grasos, saturacién de acidos grasos, desaturacién de acidos grasos,
elongacion de acidos grasos, biosintesis de fosfolipidos y respuesta de proteinas desplegadas.

"Modulador del metabolismo de los lipidos" o "LMM", como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula,
producto génico, polipéptido o enzima que modula, por ejemplo, aumenta o disminuye, uno o mas de los siguientes:
la expresion (p. €j., transcripcion o traduccién ) de un componente implicado en una ruta de metabolismo de lipidos;
la actividad (p. ej., actividad enzimatica) de un componente, p. €j., producto génico, implicado en una ruta de
metabolismo de lipidos; el nivel o cantidad de lipidos presentes en una célula; el nivel o la cantidad de balsas lipidicas
o la tasa de formacion de balsas lipidicas; la fluidez, la permeabilidad o el grosor de una membrana celular, por
ejemplo, una membrana plasmatica o una membrana de organulo; la conversién de lipidos saturados a lipidos
insaturados o viceversa; el nivel o cantidad de lipidos saturados o lipidos insaturados en una célula, por ejemplo,
lipidos monoinsaturados; composicién lipidica para lograr una composicion lipidica favorable que tenga un impacto
favorable en la actividad del ER; la expansion de la sala de emergencias; la expansién del Golgi; el nivel o cantidad
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de vesiculas secretoras o formacion de vesiculas secretoras; el nivel o tasa de secrecion; activacion o inactivacion de
los receptores de membrana (p. €j., ATR (ver por ejemplo, El aumento de fosfatidilcolinas de la membrana celular que
contienen residuos de acidos grasos poliinsaturados induce la fosforilacion de p53 a través de la activacion de ATR.
Zhang XH, Zhao C, Ma ZA. J Cell Sci. 2007 Dec 1;120(Pt 23):4134-43 PMID: 18032786; La ATR (quinasa relacionada
con Rad3 y mutada en ataxia telangiectasia) se activa por hipotermia leve en células de mamifero y posteriormente
activa p53. Roobol A, Roobol J, Carden MJ, Bastide A, Willis AE, Dunn WB, Goodacre R, Smales CM. Biochem J.
2011 15 de abiril; 435 (2): 499-508. doi: 10.1042/BJ20101303. IDPM: 21284603) y SREPB (ver, por ejemplo, Int J Biol
Sci. 2016 21 de marzo; 12 (5): 569-79. doi: 10.7150/ijbs. 14027. eCollection 2016. La desregulacién de la ruta del
receptor de lipoproteinas de baja densidad esta involucrada en la lesion de érganos mediada por trastornos de lipidos.
Zhang Y, Ma KL, Ruan XZ, Liu BC); y receptores adicionales, véase, por ejemplo, Biochim Biophys Acta. 17 de marzo
de 2016. pii: S1388-1981(16)30071-3. doi: 10.1016/j.bbalip.2016.03.019; y/o la respuesta de proteina desplegada
(UPR).

De acuerdo con la invencion, el primer LMM comprende al menos 80, 90, 95, 98, 99 o 100% de identidad con la
secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 3.

"Modificacién" como se usa en el presente documento en la expresion "modificacion que modula el metabolismo de
los lipidos" se refiere a un agente que es capaz de efectuar un aumento o disminucién en la expresion o actividad de
un componente, por ejemplo, un producto génico, de una ruta del metabolismo de los lipidos descrita en el presente
documento. En realizaciones no cubiertas por el objeto de las reivindicaciones, la modificacién da como resultado el
aumento de la expresion o la actividad de un componente de una ruta de metabolismo de lipidos, por ejemplo, un 1 %,
2%, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %. , 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% 95%,
99%, 1- aumento de 100 veces, 20 veces, 50 veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces o 100 veces 0 mas en la expresion
o actividad de un componente de una ruta de metabolismo de lipidos, por ejemplo, en comparacién con la expresién
o actividad del componente en ausencia de la modificacién. En realizaciones no cubiertas por el objeto de las
reivindicaciones, la modificacion da como resultado la disminucion de la expresion o la actividad de un componente
de una ruta de metabolismo de lipidos, por ejemplo, un 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%. 25% 30% 35% 40% 45% 50%
55% 60% 65% 70% 75% 80% 85% 90% 95% 99%% 1 Disminucioén de -veces, 2 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces,
50 veces o0 100 veces 0 mas en la expresién o actividad de un componente de una ruta de metabolismo de lipidos,
por ejemplo, en comparacion con la expresién o actividad del componente en ausencia de la modificacion. En algunas
realizaciones no cubiertas por el objeto de las reivindicaciones donde la expresién o actividad de un componente de
la ruta del metabolismo de los lipidos esta disminuida, el componente es un regulador negativo de una ruta del
metabolismo de los lipidos. En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, la modificacion
comprende una secuencia de &cido nucleico heteréloga o exdgena que codifica un modulador del metabolismo de los
lipidos. En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, la modificacion es un modulador exégeno
del metabolismo de los lipidos, por ejemplo, una molécula pequeria o un polipéptido, que se puede introducir en una
célula, por ejemplo, cultivando la célula en presencia de la molécula o polipéptido, para modular el metabolismo lipidico
de la célula.

Los términos "acido nucleico", "polinucleoétido” y "molécula de acido nucleico", como se usan indistintamente en este
documento, se refieren a acido desoxirribonucleico (ADN) o acido ribonucleico (ARN), o una combinacion de un ADN
0 ARN de los mismos, y polimeros de los mismos. en forma de cadena simple, doble o triple. El término "acido nucleico"
incluye, pero no se limita a, un gen, ADNc o ARNm. En una realizacién, la molécula de &acido nucleico es sintética (p.
ej., sintetizada quimicamente o artificial) o recombinante. A menos que se limite especificamente, el término abarca
moléculas que contienen analogos o derivados de nucleétidos naturales que tienen propiedades de unién similares a
las del &cido nucleico de referencia y se metabolizan de manera similar a los nucleétidos naturales o no naturales. A
menos que se indique lo contrario, una secuencia de acido nucleico particular también incluye implicitamente variantes
de la misma modificadas de forma conservadora (p. €j., sustituciones de codones degenerados), alelos, ortélogos,
SNP y secuencias complementarias, asi como la secuencia indicada explicitamente. Especificamente, las
sustituciones de codones degenerados pueden lograrse generando secuencias en las que la tercera posicion de uno
0 mas codones seleccionados (o todos) se sustituye con residuos de base mixta y/o desoxiinosina (Batzer et al.,
Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985); and Rossolini et al., Mol. Cell.
Probes 8:91-98 (1994)).

"Péptido", "polipéptido" y "proteina", como se usan aqui de manera intercambiable, se refieren a un compuesto
compuesto por residuos de aminoacidos unidos covalentemente por enlaces peptidicos, o por medios distintos a los
enlaces peptidicos. Una proteina o péptido debe contener al menos dos aminodacidos, y no se impone ninguna
limitacion sobre el nUmero maximo de aminoacidos que pueden comprender la secuencia de una proteina o péptido.
En una realizacion, una proteina puede comprender mas de uno, por ejemplo, dos, tres, cuatro, cinco o mas
polipéptidos, en los que cada polipéptido esta asociado a otro mediante enlaces/interacciones covalentes o no
covalentes. Los polipéptidos incluyen cualquier péptido o proteina que comprende dos 0 mas aminoacidos unidos
entre si por enlaces peptidicos o por medios distintos a los enlaces peptidicos. Como se usa en este documento, el
término se refiere tanto a cadenas cortas, que también se denominan comunmente en la técnica como péptidos,
oligopéptidos y oligémeros, por ejemplo, como a cadenas mas largas, que generalmente se denominan en la técnica
como proteinas, de las cuales hay muchos tipos. Los "polipéptidos” incluyen, por ejemplo, fragmentos biolégicamente
activos, polipéptidos sustancialmente homdlogos, oligopéptidos, homodimeros, heterodimeros, variantes de
polipéptidos, polipéptidos modificados, derivados, analogos, proteinas de fusién, entre otros.
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"Producto recombinante” se refiere a un producto que puede ser producido por una célula o un sistema libre de células.
El producto puede ser una molécula, un acido nucleico, un polipéptido o cualquier hibrido de los mismos. Un producto
recombinante es aquel en donde al menos un componente del producto o al menos un nucleétido de una secuencia
que controla la produccion o expresién del producto se formd mediante ingenieria genética. La ingenieria genética,
como se usa en el presente documento para generar un producto recombinante o un constructo que codifica un
producto recombinante, abarca técnicas de expresion de ADN recombinante conocidas en la técnica (p. €j., como se
describe en Current Protocols in Molecular Biology); mutagénesis aleatoria, de exploracion o dirigida al sitio;
estrategias de modificacién del genoma que emplean estrategias basadas en CRISPR; y estrategias basadas en
nucleasas con dedos de zinc (ZFN). A modo de ejemplo, cuando el producto recombinante es un acido nucleico, al
menos un nucleotido del acido nucleico recombinante, o al menos un nucledtido de una secuencia que controla la
produccion, por ejemplo, la transcripcion, del acido nucleico recombinante se formé por ingenieria genética. En una
realizacién, el producto recombinante es un producto natural. En una realizacién, el producto recombinante es un
producto que no se produce de forma natural, por ejemplo, un producto sintético. En una realizacion, una parte del
producto recombinante se produce de forma natural, mientras que otra parte del producto recombinante no se produce
de forma natural. En otra realizacion, una primera porcién del producto recombinante es una molécula natural, mientras
que otra porcion del producto recombinante es otra molécula natural que es diferente de la primera porcion.

“Polipéptido recombinante” se refiere a un polipéptido que puede ser producido por una célula descrita en este
documento. Un polipéptido recombinante es aquel para el que al menos un nucleétido de la secuencia que codifica el
polipéptido, o al menos un nucledtido de una secuencia que controla la expresion del polipéptido, se form6 mediante
ingenieria genética o manipulacién (de la célula o de una célula precursora). Por ejemplo, se alter6 al menos un
nucleétido, por ejemplo, se introdujo en la célula o es el producto de un reordenamiento modificado genéticamente.
En una realizacién, la secuencia de un polipéptido recombinante no difiere de una isoforma natural o no natural del
polipéptido o proteina. En una realizacion, la secuencia de aminoacidos del polipéptido recombinante difiere de la
secuencia de una isoforma natural o no natural del polipéptido o proteina. En una realizacion, el polipéptido
recombinante y la célula son de la misma especie. En una realizacién, la secuencia de aminoacidos del polipéptido
recombinante es la misma o es sustancialmente la misma o difiere en no méas del 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 10 %,
15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % 0 99 %
de, un polipéptido codificado por el genoma endégeno de la célula. En una realizacion, el polipéptido recombinante y
la célula son de la misma especie, por ejemplo, el polipéptido recombinante es un polipéptido humano y la célula es
una célula humana. En una realizacién, el polipéptido recombinante y la célula son de diferentes especies, por ejemplo,
el polipéptido recombinante es un polipéptido humano y la célula no es humana, por ejemplo, un roedor, por ejemplo,
una CHO, otra célula de mamifero, una célula de insecto, una célula vegetal, una célula fungica, una célula viral o una
célula bacteriana. En una realizacion, el polipéptido recombinante es exégeno a la célula, en otras palabras, la célula
es de una primera especie y el polipéptido recombinante es de una segunda especie. En una realizacién, el polipéptido
es un polipéptido sintético. En una realizacion, el polipéptido se deriva de una fuente no natural. En una realizacion, el
polipéptido recombinante es un polipéptido o proteina humana que no difiere en la secuencia de aminoacidos de una
isoforma natural o no natural del polipéptido o proteina humana. En una realizacién, el polipéptido recombinante difiere
de una isoforma natural o no natural del polipéptido o proteina humana en no mas de 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15 0 20 residuos
de aminoacidos. En una realizacion, el polipéptido recombinante difiere de una isoforma natural del polipéptido humano
en no mas del 1%, 2%, 3%, 4 %, 5%, 6 %, 7 %, 8 %, 9 %, 10 %, o0 el 15% de sus residuos de aminoacidos. En
realizaciones donde una porcion del polipéptido recombinante comprende una secuencia derivada de una porcion de
una isoforma natural o no natural de un polipéptido humano, la porcion del polipéptido recombinante difiere de la
porcién correspondiente de la isoforma natural o no natural por no mas de 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15 o 20 residuos de
aminodcidos, 0 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9 %, 10% o 15% de sus residuos de aminoacidos.

"Homologo", "identidad" o "similitud", como se usa en el presente documento, se refiere a la identidad de la secuencia
de subunidades entre dos moléculas poliméricas, por ejemplo, entre dos moléculas de acido nucleico, como dos
moléculas de ADN o dos moléculas de ARN, o entre dos moléculas polipeptidicas. Cuando una posicién de subunidad
en ambas moléculas esta ocupada por la misma subunidad monomérica; por ejemplo, si una posicion en cada una de
dos moléculas de ADN esté ocupada por adenina, entonces son homologas o idénticas en esa posicion. La homologia
entre dos secuencias es una funcién directa del numero de posiciones coincidentes u homdlogas; por ejemplo, si la
mitad (p. €j., cinco posiciones en un polimero de diez subunidades de longitud) de las posiciones en dos secuencias
son homdélogas, las dos secuencias son 50% homdlogas; si el 90% de las posiciones (p. €j., 9 de 10) coinciden o son
homélogas, las dos secuencias tienen una homologia del 90%.

El término "producto biolégico de préxima generacién” o "NGB", como se usa en el presente documento, se refiere a
una composicion biolégica que comprende una célula o una composicion producida por una célula. La composicion
biolégica se selecciona del grupo que consiste en una composicion con al menos un componente natural, una
composicioén con al menos un componente natural y al menos un componente no natural, una composiciéon con al
menos un componente natural y al menos una estructura natural y una composicion con al menos un componente
natural y al menos una estructura no natural, o cualquier combinacién de los mismos. Los productos biologicos de
proxima generacion a menudo comprenden estructuras complejas y/o no naturales. Los ejemplos de productos
biolégicos de préxima generacion incluyen, pero no se limitan a, proteinas de fusién, enzimas o enzimas
recombinantes, proteinas o proteinas recombinantes, factores recombinantes con vidas medias prolongadas,
hormonas de crecimiento con terapias de accién prolongada, glicoproteinas multiméricas, anticuerpos de préxima
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generacion, fragmentos de anticuerpos o proteinas similares a anticuerpos (ALP), vesiculas, exosomas, liposomas,
virus y particulas similares a virus, mucinas, nanoparticulas, extractos de una célula y una célula que se utiliza como
reactivo.

MODULACION DEL METABOLISMO DE LOS LiPIDOS

La presente descripcion presenta métodos y composiciones para modular el metabolismo de los lipidos en una célula
0 en un sistema libre de células, por ejemplo, introduciendo una modificacion en la célula o en el sistema libre de
células que da como resultado la modulacién del metabolismo de los lipidos. La presente descripcion presenta el uso
de reguladores globales que afectan multiples aspectos de las rutas o procesos involucrados en el metabolismo de
los lipidos, por ejemplo, la lipogénesis de novo, reesterificacion de acidos grasos, saturaciéon o desaturacion de acidos
grasos, elongacién de &cidos grasos y rutas de biosintesis de fosfolipidos. A modo de ejemplo, el regulador global
esté corriente arriba en una o mas rutas o procesos del metabolismo de los lipidos, de modo que el regulador global
afecta a varios, por ejemplo, dos o0 mas, procesos corriente abajo 0 componentes corriente abajo del metabolismo de
los lipidos. En una realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el regulador global es un factor de
transcripcion que puede activar la expresién de mas de uno, por ejemplo, dos 0 mas, genes diana implicados en
diferentes procesos o rutas de metabolismo de lipidos. En consecuencia, sin desear limitarse a ninguna teoria, el uso
de un regulador global como se describe en este documento puede resultar en un mayor aumento en la capacidad de
produccion, robustez y supervivencia de la célula que en comparacién con el uso de un efector corriente abajo que
modula solo un Unico objetivo u otro componente del metabolismo de los lipidos. Si bien no deseamos limitarnos a
ninguna teoria, se cree que una modulacion global o mas generalizada de mdultiples rutas del metabolismo de los
lipidos aumenta la capacidad de produccion de una célula al afectar mas procesos involucrados en la mejora de la
capacidad de produccién, la calidad del producto y la solidez de la célula.

Las rutas del metabolismo de los lipidos, tal como se describen en el presente documento, se refieren a procesos que
se relacionan con la sintesis, degradacion, conversion o modificacién de lipidos o moléculas asociadas a lipidos. Las
moléculas lipidicas incluyen, pero no se limitan a, acidos grasos, glicerolipidos, glicerofosfolipidos, fosfolipidos,
sacarolipidos, esfingolipidos y esteroles lipidos, por ejemplo, colesterol y policétidos. Los ejemplos de las rutas del
metabolismo de los lipidos incluyen, entre otros: lipogénesis de novo, reesterificacién de acidos grasos, saturacion de
acidos grasos, desaturacion de &cidos grasos, elongacion de acidos grasos y biosintesis de fosfolipidos. En una
realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, los métodos descritos en el presente documento
proporcionan una célula que comprende una modificacién que modula el metabolismo de los lipidos. La modificacion
que modula el metabolismo de los lipidos puede ser un agente que aumente o disminuya la expresién de un
componente implicado en el metabolismo de los lipidos. En una realizacion no cubierta por el objeto de las
reivindicaciones, la modificacion que modula el metabolismo de los lipidos comprende un acido nucleico exégeno que
codifica un modulador del metabolismo de los lipidos (LMM). En dichas realizaciones, el acido nucleico exégeno que
codifica un LMM se introduce en la célula mediante cualquiera de los métodos o técnicas de suministro de acido
nucleico descritos en el presente documento, por ejemplo, transduccion o transfeccién.

En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, los métodos descritos en este documento
proporcionan una célula que comprende una o mas, por ejemplo, una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve
o diez, modificaciones que modulan metabolismo de los lipidos. En realizaciones no cubiertas por el objeto de las
reivindicaciones, donde la célula comprende dos o0 mas modificaciones que modulan el metabolismo de los lipidos,
cada modificacion que modula el metabolismo de los lipidos comprende un &cido nucleico exégeno que codifica un
LMM. En una realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, cada uno de los dos 0 mas &cidos nucleicos
exogenos que codifican un LMM puede ubicarse dentro de la misma molécula de acido nucleico, o colocarse en dos
0 mas moléculas de acido nucleico diferentes. En dichas realizaciones en las que la célula comprende dos o mas
secuencias de acido nucleico que codifican LMM, los LMM son diferentes entre si, por ejemplo, codifican una
secuencia polipeptidica diferente o tienen una funcién diferente.

La modulacion del metabolismo de los lipidos en una célula, por ejemplo, mediante la introduccion y expresiéon de un
acido nucleico exdgeno que codifica un LMM descrito en el presente documento, puede alterar, por ejemplo, aumentar
o disminuir, uno o mas de los siguientes:

i) la expresion (p. ej., transcripcién y/o traduccién) de un componente implicado en una ruta de metabolismo de
lipidos;

ii) la actividad (p. €j., actividad enzimatica) de un componente implicado en una ruta de metabolismo de lipidos;
iii) la cantidad de lipidos (p. ej., fosfolipidos o colesterol) presentes en una célula;
iv) la cantidad de balsas lipidicas o la tasa de formacién de balsas lipidicas;

v) la fluidez, permeabilidad y/o espesor de una membrana celular (p. ej., una membrana plasmatica, una membrana
de vesicula o una membrana de organulo);

vi) la conversion de lipidos saturados en lipidos insaturados o conversién de lipidos insaturados en lipidos saturados;
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vii) la cantidad de lipidos saturados o lipidos insaturados, por ejemplo, lipidos monoinsaturados;
viii) la composicion de lipidos en la célula para lograr una composicion favorable que aumente la actividad del ER;

ix) la expansion del ER (p. €j., el tamaro del ER, la superficie de la membrana del ER o las cantidades de proteinas
y lipidos que constituyen y/o residen dentro del ER);

x) la expansion del Golgi (p. €j., el nimero y tamafo del Golgi, la superficie del Golgi o el nimero o cantidades de
proteinas y moléculas que residen dentro del Golgi);

xi) la cantidad de vesiculas secretoras o la formacién de vesiculas secretoras;
xii) la cantidad o tasa de secrecion del producto;

xiii) la capacidad de proliferacion, por ejemplo, la tasa de proliferacion;

xiv) viabilidad del cultivo o supervivencia celular;

xv) activacion de receptores de membrana;

xvi) la respuesta de proteina desplegada (UPR);

xvii) el rendimiento o tasa de produccion del producto;

xviii) la calidad del producto (p. ej., agregacion, heterogeneidad de glicosilacién, fragmentacion, plegamiento o
ensamblaje adecuados, modificacién postraduccional o codificaciéon de enlaces disulfuro); y/o

xix) crecimiento/proliferacién celular o tasa de crecimiento especifica de células.

En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, la modulacién del metabolismo de los lipidos da
como resultado un aumento en cualquiera de las propiedades enumeradas anteriormente, por ejemplo, un 1 %, 2 %,
5%, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o0 99 %, o mas, o al menos 1 vez, 2 veces, 3
veces, 4 veces, 5 veces, aumento de 10, 20, 50 o 100 veces o mas en cualquiera de las propiedades enumeradas
anteriormente en comparacion con una célula sin modulacion del metabolismo de los lipidos. En una realizacion no
cubierta por el objeto de las reivindicaciones, la modulacién del metabolismo de los lipidos da como resultado una
disminucion de cualquiera de las propiedades enumeradas anteriormente, por ejemplo, un 1 %, 2 %, 5 %, 10 %, 20 %,
30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % 0 99 %, 0 mas, o al menos 1 vez, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces
, disminucién de 10, 20, 50 o 100 veces 0 mas en cualquiera de las propiedades enumeradas anteriormente en
comparacién con una célula sin modulacion del metabolismo de los lipidos.

En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, una modificacién que modula el metabolismo de
los lipidos aumenta o disminuye la expresion o actividad de un componente implicado en una o mas rutas del
metabolismo de los lipidos. En realizaciones no cubiertas por el objeto de las reivindicaciones, donde la modificacion
que modula el metabolismo de los lipidos da como resultado un aumento en la expresion, por ejemplo, transcripcion
0 traduccion, o un aumento en la actividad de un componente de una ruta del metabolismo de los lipidos, el
componente es un regulador positivo de la ruta del metabolismo de los lipidos. En realizaciones no cubiertas por el
objeto de las reivindicaciones, donde la modificacién que modula el metabolismo de los lipidos da como resultado una
disminucion en la expresion, por ejemplo, transcripcion o traducciéon, o una disminucién en la actividad de un
componente de una ruta del metabolismo de los lipidos, el componente es un regulador negativo de la ruta del
metabolismo de los lipidos. Los ensayos para cuantificar la expresion, p. ej., transcripcion y/o traduccién, de un gen
de la ruta del metabolismo de los lipidos, son conocidos en la técnica e incluyen la cuantificacién de la cantidad de
ARNm que codifica el gen; o cuantificar la cantidad del producto génico o polipéptido; Ensayos basados en PCR, por
ejemplo, PCR cuantitativa en tiempo real; transferencia Northern; o micromatriz. Los ensayos para cuantificar la
actividad de un componente de la ruta del metabolismo de los lipidos, por ejemplo, una enzima de la ruta del
metabolismo de los lipidos, seran especificos del componente particular de la ruta del metabolismo de los lipidos.

En realizaciones no cubiertas por el objeto de las reivindicaciones, donde la modulacién del metabolismo de los lipidos
de una célula da como resultado un aumento en el nivel o la cantidad de lipidos en la célula, el nivel total o la cantidad
total de lipidos en la célula puede ser aumentada. En otra realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones,
se puede aumentar el nivel o la cantidad de una o mas especies de lipidos, por ejemplo, un fosfolipido o colesterol, en
la célula. Un aumento en el nivel o la cantidad de lipidos en la célula (p. €j., el total o una especie de lipido seleccionada)
comprende un 1 %, 2 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 % , 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95% o mas, o un aumento de una vez, dos veces, tres veces, cuatro veces o cinco veces, 10 veces,
20 veces, 50 veces o 100 veces, en el nivel o la cantidad de lipidos en la célula después de la modulacién del
metabolismo de los lipidos, p. células, en comparacién con las células que no comprenden una modificacion que
modula el metabolismo de los lipidos. Los ensayos para cuantificar el nivel o la cantidad de lipidos en una célula son
conocidos en la técnica e incluyen ensayos enzimaticos y ensayos de oxidacion y medicion por espectrometria de
masas de componentes lipidicos en un compartimento particular (p. €j., organulo) o de la célula total.
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En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, una modificacion que modula el metabolismo de
los lipidos da como resultado una mayor supervivencia celular. Por ejemplo, la supervivencia celular puede medirse
determinando o cuantificando la apoptosis celular, por ejemplo, el nimero o la cantidad de células que han sido
destruidas o han muerto. Un aumento en la supervivencia celular comprende un 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%,
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % 0 mas, o un aumento de una vez,
dos veces, tres veces, cuatro veces o cinco veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces o 100 veces, en el nimero de células
después de la modulacion de metabolismo de los lipidos, por ejemplo, células vivas, en comparacion con células que
no comprenden una modificacion que modula el metabolismo de lipidos. Alternativamente, un aumento en la
supervivencia celular comprende un 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%,
65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o0 mas disminucion en el niumero de células apoptoticas
después de la modulacion del metabolismo de los lipidos, por ejemplo, en comparaciéon con células sin modulacién
del metabolismo de los lipidos. Los métodos para detectar la supervivencia celular o la apoptosis son conocidos en la
técnica, por ejemplo, ensayos de anexina V, y se describen aqui en los Ejemplos.

En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, una modificacion que modula el metabolismo de
los lipidos da como resultado una mayor viabilidad del cultivo. Por ejemplo, la viabilidad del cultivo se puede medir
determinando o cuantificando el niumero o la cantidad de células vivas, por ejemplo, células vivas en un cultivo o
poblacién de células, o células que tienen una caracteristica relacionada con la viabilidad, por ejemplo, marcadores
de proliferacién, ADN intacto, o no muestran marcadores apoptéticos. Un aumento en la viabilidad del cultivo
comprende un 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %,
85 %, 90 %, 95 % o0 mas, o un aumento de una vez, dos veces, tres veces, cuatro veces o cinco veces, 10 veces, 20
veces, 50 veces 0 100 veces o mas en el nimero de células, por ejemplo, células vivas, después de la modulacion
del metabolismo de los lipidos, por ejemplo, en comparacion con células sin modulacion del metabolismo de los lipidos.
Los métodos para determinar la viabilidad del cultivo son conocidos en la técnica y se describen aqui en el Ejemplo 3.
Otros métodos para evaluar la viabilidad del cultivo incluyen, pero no se limitan a, métodos de exclusién con azul de
tripano seguidos de recuento usando un hemocitometro o Vi-CELL (Beckman-Coulter). Otros métodos para determinar
la biomasa viable incluyen métodos que usan impedancia o capacitancia de radiofrecuencia (p. €j., Carvell and Dowd,
2006, Cytotechnology, 50:35-48), o usando espectroscopia Raman (p. ej., Moretto et al., 2011, American
Pharmaceutical Review, vol. 14).

En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, una modificacion que modula el metabolismo de
los lipidos da como resultado una mayor proliferacion celular. Por ejemplo, la capacidad de una célula para proliferar
puede medirse cuantificando o contando el nimero de células, las duplicaciones de células o la tasa de crecimiento
de las células. Como alternativa, las células en proliferacién pueden identificarse mediante el andlisis del contenido
gendmico de las células (p. €., ADN en replicacion), por ejemplo, mediante analisis de citometria de flujo o la presencia
de marcadores de proliferacién, por ejemplo, Ki67, complejos de ciclina-CDK fosforilados implicados en el ciclo celular.
Un aumento en la capacidad de proliferar comprende un 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%,
50%, 55%, 60%, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o mas, o una vez, dos veces, tres veces,
cuatro veces, cinco veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces, o 100 veces, o mas de aumento en el nimero de células, o
numero de células que expresan un marcador de proliferacion, después de la modulacion del metabolismo de los
lipidos. Alternativamente, un aumento en la capacidad de proliferar comprende un 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%,
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% 0 mas, o una vez, dos
veces, tres veces, cuatro veces, cinco veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces, o 100 veces o0 mas de aumento en la
velocidad de duplicacién o crecimiento de las células después de la modulacién del metabolismo de los lipidos. El
recuento de células se puede realizar utilizando una maquina de recuento de células o mediante el uso de un
hemocitometro.

En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, una modificacion que modula el metabolismo de
los lipidos da como resultado un aumento en la capacidad de produccion, por ejemplo, el monto, la cantidad o el
rendimiento del producto producido, o la tasa de produccion. Un aumento en el monto, cantidad o rendimiento del
producto producido comprende 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50% , 55 %, 60 %, 65 %,
70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o0 mas, o por 1 vez, 2 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces,
100 veces 0 mas de aumento en el monto, cantidad o rendimiento del producto producido después de la modulacion
del metabolismo de los lipidos, por ejemplo, en comparacién con el monto, cantidad o rendimiento de el producto
producido por una célula sin modulacién del metabolismo de los lipidos. Un aumento en la tasa de produccion
comprende 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % 0 mas, o por 1 vez, 2 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces, 100 veces, 0 mas
de aumento en el monto, la cantidad o el rendimiento del producto producido después de la modulacién del
metabolismo de los lipidos, después de la modulacion del metabolismo de los lipidos, por ejemplo, en comparacién
con la tasa de produccion de una célula sin modulacion del metabolismo de los lipidos. En una realizacién no cubierta
por el objeto de las reivindicaciones, la tasa de produccion se determina determinando el monto, la cantidad o el
rendimiento del producto producido en una unidad de tiempo especifica.

En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, una modificacion que modula el metabolismo de
los lipidos da como resultado un aumento en la calidad del producto, por ejemplo, agregacién, estado de glicosilacion
o heterogeneidad, fragmentacién, plegamiento o ensamblaje adecuados, modificacién postraduccional, o codificacion
de enlaces disulfuro. Un aumento de la calidad del producto comprende un 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%,
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35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o0 mas, o por 1 vez, 2
veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces, 100 veces 0 mas de: un aumento en el monto o cantidad de producto
no agregado, un aumento en la relacién de producto no agregado a producto agregado, o disminucién en el monto o
cantidad de producto agregado , después de la modulacién del metabolismo de los lipidos, por ejemplo, en
comparacion con lo observado en una célula sin modulacién del metabolismo de los lipidos. Un aumento de la calidad
del producto comprende un 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65 %, 70 %,
75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % 0 mas, o por 1 vez, 2 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces, 100
veces 0 mas de: un aumento en el monto o cantidad de producto debidamente doblado o ensamblado, un aumento
en la relacion de producto debidamente doblado o ensamblado a mal doblado, desplegado, parcialmente ensamblado
o0 sin ensamblar producto, o disminucion en el monto o cantidad de producto mal plegado, desplegado, parcialmente
ensamblado o no ensamblado, después de la modulacién del metabolismo de los lipidos, por ejemplo, en comparacion
con lo observado en una célula sin modulacion del metabolismo de los lipidos. Un aumento de la calidad del producto
comprende un 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o0 mas, o por 1 vez, 2 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces, 100 veces o mas
de: un aumento en el monto o cantidad de producto no fragmentado o de longitud completa, o una disminucién en el
monto o cantidad de producto fragmentado después de la modulacién del metabolismo de los lipidos, por ejemplo,
como en comparacién con lo observado en una célula sin modulaciéon del metabolismo lipidico. Un aumento de la
calidad del producto comprende un 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65 %,
70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o0 mas, o por 1 vez, 2 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces,
100 veces o mas de: un aumento en el monto o cantidad de producto funcional, o una disminuciéon en el monto o
cantidad de producto no funcional o disfuncional después de la modulacién del metabolismo de los lipidos, por ejemplo,
en comparacién con la observada en una célula sin modulacién del metabolismo lipidico. Un aumento de la calidad
del producto comprende un 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65 %, 70 %,
75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % 0 mas, o por 1 vez, 2 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces, 100
veces 0 mas de: un aumento o disminucién en la heterogeneidad de glicanos después de la modulacién del
metabolismo de los lipidos, por ejemplo, en comparacion con la observada en una célula sin modulaciéon del
metabolismo de los lipidos. Un aumento de la calidad del producto comprende un 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%,
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o0 mas, o por 1 vez,
2 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces, 100 veces 0 mas de: un aumento en el monto o cantidad de producto
funcional, o una disminucién en el monto o cantidad de producto no funcional o disfuncional después de la modulacion
del metabolismo de los lipidos, por ejemplo, en comparacién con la observada en una célula sin modulacién del
metabolismo lipidico.

MODULADORES DEL METABOLISMO LIPIiDICO

Como se describe en el presente documento, la modulacion del metabolismo de los lipidos puede lograrse expresando
o introduciendo un LMM, o alterando la regulacién de un LMM. En una realizacién no cubierta por el objeto de las
reivindicaciones, un LMM se sobreexpresa en una célula, por ejemplo, introduciendo un acido nucleico exdgeno que
codifica un LMM o aumentando la expresién introduciendo elementos promotores u otros elementos transcripcionales
reguladores. En otra realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, la expresién o actividad de un LMM
se inhibe o disminuye, por ejemplo, mediante la introduccion de un inhibidor del LMM o un &cido nucleico inhibidor
exogeno, por ejemplo, un agente de interferencia de ARN. Los ejemplos de acidos nucleicos inhibidores incluyen ARN
de interferencia cortos (ARNSsi) y ARN de horquilla corta (ARNsh) que se dirigen al LMM, por ejemplo, el ARNm que
codifica el LMM. En una realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, la actividad o expresion de un
LMM aumenta o disminuye alterando las modificaciones postraduccionales u otros mecanismos reguladores
enddgenos que regulan la actividad o expresién de LMM. La regulacién por modificaciones postraduccionales incluye,
pero no se limita a, fosforilacion, sumoilacion, ubiquitinacién, acetilacion, metilacién o glicosilacién que pueden
aumentar o disminuir la expresion o actividad de LMM. A modo de ejemplo, la regulacién de las modificaciones
postraduccionales se puede lograr a través de la modulacion de la enzima o molécula que modifica el LMM, o la
modificacién del LMM de manera que la modificacién postraduccional no pueda ocurrir 0 ocurra mas frecuentemente
o de manera constitutiva. La regulaciéon de LMM también puede incluir la modulacion de mecanismos reguladores
enddgenos que pueden aumentar o disminuir la expresion o actividad de LMM, por ejemplo, aumentar o disminuir uno
0 mas de: regulacién de ARNmi, escisién de proteinas, expresion de isoformas especificas, empalme alternativo y
degradacion.

En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM modula, por ejemplo, aumenta o disminuye,
la expresion, por ejemplo, la transcripcion o la actividad de un componente de la ruta del metabolismo de los lipidos. En
otra realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM modula, por ejemplo, aumenta o disminuye, la
sintesis, degradacion, elongacion o conformacion estructural (p. €j., saturacion o desaturacion, o esterificacién) de un
lipido 0 molécula asociada a un lipido. Los LMM ejemplares y/o los componentes de la ruta del metabolismo de los lipidos
se enumeran, pero no se limitan a los enumerados en la Tabla 1.
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Tabla 1. Rutas del metabolismo de los lipidos y sus componentes/productos génicos

Ruta

Reguladores globales del
metabolismo de los lipidos

Lipogénesis de novo

Reesterificacion de acidos grasos

Biosintesis de fosfolipidos

Desaturacién de acidos grasos

Componente/Producto génico

SREBF 1 (factor de transcripcion de unién a elementos
reguladores de esteroles 1)

SREBF2 (factor de transcripcion de unién a elementos
reguladores de esteroles 2)

PRMT5

FAS (acido graso sintasa)

ACC (acetil-coA carboxilasa)

ACL (ATP citrato liasa)

DGAT (diglicérido aciltransferasa)

GPAT (glicerol 3-fosfato aciltransferasa)

LPL (lipoproteina lipasa)

AGPAT (1-actil-sn-glicerol-3-fosfato O-aciltransferasa)
AGNPR (acil/alquilglicerona-fosfato reductasa)
CCT (fosfocolina citidiltransferasa)

CDS (fosfatidato citidililtransferasa)

CEPT (diacilglicerol colina/etanolaminafosfotransferasa)
CERT (proteina de transferencia de ceramida)
CGT (N-acilesfingosina galactosiltransferasa)

CPT (diacilglicerol colina fosfotransferasa)

CLS (cardiolipina sintasa)

CRD (ceramidasa)

GNPAT (glicerona-fosfato O-aciltransferasa)

KDSR (3-cetoesfinganina reductasa)

LCS (polipéptido N-acetilgalactosaminiltransferasa)
PAP (fosfatasa de acido fosfatidico)

PEMT (fosfatidiletanolamina N-metiltransferasa)
PGP (fosfatidilglicerofosfatasa)

PGS (CDP-diacilglicerol-glicerol-3-fosfato 3-
fosfatidiltransferasa)

PIS (CDP-diacilglicerol-inositol 3-fosfatidiltransferasa)
PSD (fosfatidilserina descarboxilasa)
PSS1 (fosfatidilserina sintasa 1)

PSS2 (fosfatidilserina sintasa 2)

SGMS (ceramida colina fosfotransferasa)
SNAT (esfingosina N-aciltransferasa)
SPK (esfinganina quinasa)

SPP (esfingosina-1-fosfato fosfatasa)
SPT (serina copalmitoiltransferasa)
SCD1 (estearoil CoA desaturasa-1)
SCD2 (estearoil CoA desaturasa-2)
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Ruta Componente/Producto génico
SCD3 (estearoil CoA desaturasa-3)
SCD4 (estearoil CoA desaturasa-4)
SCD5 (Esteoril CoA desaturasa-5)
PED (plasmaniletanolamina desaturasa)

Regulacién del SREBF 1 y otras |S1P (proteasa del sitio 1)

rutas S2P (proteasa del sitio 2)
SCAP (proteina activadora de escisién de SREBF)
INSIG1 (gen 1 inducido por insulina)
INSIG2 (gen 2 inducido por insulina)

HMG  CoA reductasa  (2-hidroxi-3-metilgulatril-CoA
reductasa)

Receptores PPAR, por ejemplo, PPARa, PPARy

En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM comprende al menos el 50 %, 55 %, 60 %,
65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 % , 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia de
aminoacidos u homologia con un componente, p. €j., producto génico, implicado en una ruta de metabolismo de lipidos,
provisto en la Tabla 1, o difiere en 1, 2 0 3 0 mas residuos de aminoacidos pero no mas de 50, 40, 30, 20, 15 0 10
residuos de aminoacidos de la secuencia de aminoacidos de un componente, p. €j., producto génico, implicado en la
ruta del metabolismo de los lipidos, por ejemplo, proporcionado en la Tabla 1.

En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM comprende un fragmento funcional de un
componente implicado en la ruta del metabolismo de los lipidos, por ejemplo, proporcionado en la Tabla 1. Un
fragmento funcional de un LMM como se describe en el presente documento puede comprender uno 0 mas dominios
funcionales del LMM. A modo de ejemplo, un fragmento funcional de un LMM que es un factor de transcripcion
comprende un dominio de unién a ADN y un dominio de transactivacion. A modo de ejemplo, un fragmento funcional
de un LMM que es una enzima comprende un dominio con actividad enzimatica. Un fragmento funcional de un LMM
como se describe en este documento conserva la actividad funcional, por ejemplo, al menos el 5 %, 10 %, 20 %, 30 %,
40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % o0 90 % de la actividad funcional del LMM de longitud completa. Los fragmentos
funcionales de un LMM pueden determinarse experimentalmente por un experto en la materia, o pueden predecirse
utilizando algoritmos basados en la homologia de secuencia de los dominios funcionales. Los LMM ejemplares se
describen adicionalmente a continuacion.

En cualquiera de las realizaciones de los métodos no cubiertos por el objeto de las reivindicaciones descritas en este
documento, el LMM es un regulador transcripcional. En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones,
el LMM es un factor de transcripcion o activador transcripcional que se une al ADN o se asocia en un complejo que se
une al ADN vy recluta o se asocia en un complejo que recluta ARN polimerasa para transcripcion de uno o mas
productos génicos implicados en el metabolismo de los lipidos. En una realizacion, el LMM se une a un elemento de
unién a esteroles y/o secuencias promotoras de E-box. En una realizacion, el LMM comprende el factor de union del
elemento regulador de esteroles 1 (SREBF1) o el factor de union del elemento regulador de esteroles 2 (SREBF2) o
un fragmento funcional o isoforma del mismo.

En una realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM comprende un activador transcripcional
global o factor de transcripcion. En una realizaciéon no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM es capaz
de modular la transcripcion de dos o mas, por ejemplo, dos, tres, cuatro, cinco, seis 0 mas, componentes de una ruta
de metabolismo de lipidos, por ejemplo, como se proporciona en la Tabla 1. En otra realizaciéon no cubierta por el
objeto de las reivindicaciones, el LMM es capaz de modular la transcripcion de uno o mas, por ejemplo, uno, dos, tres,
cuatro o cinco o mas componentes de dos o mas rutas de metabolismo de lipidos, por ejemplo, componentes y rutas
como se proporciona en la Tabla 1.

El factor de union del elemento regulador de esteroles 1 (SREBF1) es un activador transcripcional global que
sobrerregula la transcripcion de genes implicados en la lipogénesis, la reesterificacion de &acidos grasos, la
desaturacion y elongacion de acidos grasos y la biosintesis de fosfolipidos al unirse al elemento regulador de esteroles
(SRE) y Secuencias promotoras E-box (Hagen, Rodriguez-Cuenca et al. 2010) presentes en las regiones promotoras
de los genes diana. La transcripcion del propio gen SREBF1 esta regulada endégenamente por la presencia del
elemento regulador de esteroles (SRE) entre otros elementos reguladores de la transcripcién en la regién promotora
del gen. Ademas de esto, una multitud de mecanismos de regulacion postraduccionales que incluyen fosforilacion,
ubiquitinacién, sumoilacion, acetilacion, modificaciones mediadas por acidos grasos y procesamiento proteolitico
crean un sistema homeostatico estrechamente controlado pero adaptable fijado alrededor de SREBF1.
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SREBF1 de longitud completa se sintetiza y se localiza principalmente en el reticulo endoplasmico (ER). EIl SREBF1
integral de membrana forma un complejo con la proteina activadora de escision de SREBF (SCAP) que puede facilitar
la migracién de SREBF1 al aparato de Golgi. Sin embargo, cuando hay niveles altos de esteroles (particularmente
colesterol), se induce un cambio conformacional en SCAP que ayuda a unirse a la proteina integral de membrana insig
(gen inducido por insulina), inhibiendo asi la migracién de este complejo. En ausencia de esteroles, insig no se une a
SCAP, lo que permite la formacién de vesiculas mediada por COPIl y la posterior migracién del complejo SREBF:
SCAP al aparato de Golgi. La escision proteolitica secuencial se produce en el aparato de Golgi mediada por las
proteinas de la proteasa del sitio 1 (SIP) y la proteasa del sitio 2 (S2P) que liberan la cremallera de leucina de hélice
de bucle de hélice basica N-terminal (bHLHIz) de SREBF 1 que esta inmediatamente presente en el citoplasma. pero
migra al nucleo. Los residuos de lisina presentes en el SREBF1 escindido son ubiquitinados y degradados por el
proteasoma 26S, pero esta ubiquitinacion puede inhibirse mediante la acetilacion de los residuos de lisina, lo que
permite la migracion al nicleo. Finalmente, el SREBF1 nuclear puede unirse a secuencias de elementos reguladores
de esteroles (SRE) corriente arriba de una serie de genes responsables de lipogénesis de novo (acido graso sintasa
(FAS) y acetil coA carboxilasa (ACC)), reesterficacion de acidos grasos (diacilglicerol aciltransferasa (DGAT), glicerol-
3-fosfato (GPAT) y lipoproteina lipasa (LPL)), biosintesis de fosfolipidos (CTP: fosfocolina citidililtransferasa (CCT)),
desaturacion de acidos grasos (estearoil-coA desaturasa 1 (SCD1)). El SREBF1 nuclear también es capaz de activar
la transcripcién del propio gen SREBF 1 de longitud completa, pero esto también depende de la activacién de la
secuencia del promotor del receptor X del higado (LXR) que también se encuentra corriente arriba del gen (Brown,
Goldstein 1997-BROWN, MS and GOLDSTEIN, J.L., 1997. La Via SREBP: Regulacién del Metabolismo del Colesterol
por Protedlisis de un Factor de Transcripcion Unido a la Membrana. Cell, 89(3), pags. 331-340) (Hagen, Rodriguez-
Cuenca- HAGEN, R.M., RODRIGUEZ-CUENCA, S. and VIDAL-PUIG, A., 2010. An allostatic control of membrana lipid
composer by SREBP1. FEBS letters, 584(12), pp. 2689-2698).

En una realizacién, el LMM comprende SREBF 1, como se define en las reivindicaciones. La secuencia de
aminoacidos para SREBF1 se proporciona a continuacion:

MDELAFGEAALEQTLAEMCELDTAVLNDIEDMLQLINNQDSDFPGLFDAPYAGGETGDTGPSSPGANSPESFSSASL
ASSLEAFLGGPKVTPAPLSPPPSAPAALKMYPSVSPFSPGPGIKEEPVPLTILQPAAPQPSPGTLLPPSFPAPPVQL
SPAPVLGYSSLPSGFSGTLPGNTQQPPSSLPLAPAPGVLPTPALHTQVQOSLASQQOPLPASAAPRTNTVTSQVQQVPV
VLOPHFIKADSLLLTAVKTDAGATVKTAGI STLAPGTAVQAGPLQTLVSGGTILATVPLVVDTDKLPIHRLAAGSKA
LGSAQSRGEKRTAHNAIEKRYRSSINDKIVELKDLVVGTEAKLNKSAVLRKAIDYIRFLOHSNQKLKQENLTLRSAH
KSKSLKDLVSACGSGGGTDVSMEGMKPEVVETLTPPPSDAGSPSQSSPLSFGSRASSSGGSDSEPDSPAFEDSQVKA
QRLPSHSRGMLDRSRLALCVLAFLCLTCNPLASLEFGWGILTPSDATGTHRSSGRSMLEAESRDGSNWTQWLLPPLVW
LANGLLVLACLALLEVYGEPVTRPHSGPAVHFWRHRKQADLDLARGDFPQAAQQLWLALQALGRPLPTSNLDLACSL
LWNLIRHLLQRLWVGRWLAGQAGGLLRDRGLRKDARASARDAAVVYHKLHQLHAMGKYTGGHLAASNLALSALNLAE
CAGDAISMATLAEIYVAAALRVKTSLPRALHFLTRFFLSSARQACLAQSGSVPLAMOQWLCHPVGHREEFVDGDWAVHG
APPESLYSVAGNPVDPLAQVTRLFREHLLERALNCIAQPSPGAADGDREFSDALGYLQLLNSCSDAAGAPACSESVS
SSMAATTGPDPVAKWWASLTAVVIHWLRRDEEAAERLYPLVEHIPQVLODTERPLPRAALYSFKAARALLDHRKVES
SPASLAICEKASGYLRDSLASTPTGSSIDKAMQLLLCDLLLVARTSLWQRQQSPASVQVAHGT SNGPQASALELRGE
QHDLSSLRRLAQSFRPAMRRVEFLHEATARLMAGASPARTHQLLDRSLRRRAGS SGKGGTTAELEPRPTWREHTEALL
LASCYLPPAFLSAPGQRMSMLAEAARTVEKLGDHRLLLDCQOMLLRLGGGTTVTSS (SEQ ID NO: 1).

La secuencia de nucledtidos para SREBF 1 se proporciona a continuacion:

atggacgagctggecttcggtgaggcggetetggaacagacactggeccgagatgtgecgaactggacacageggtttt
gaacgacatcgaagacatgctccagctcatcaacaaccaagacagtgacttcccgggectgtttgacgecececctatg
ctgggggtgagacaggggacacaggccccagcagcccaggtgccaactctectgagagettctettetgettetetyg
gcctectcetectggaagecttectgggaggacccaaggtgacacctgecacecttgtecectecaccatcggcacecge
tgctttaaagatgtacccgtcecgtgtcecececcttttecececctgggectgggatcaaagaggagccagtgeccactcacca
tcctacagectgcagcgccacagccgtcacecggggaccctectgecteccgagettecccecgecaccaccecgtacagete
agccctgecgecceccecgtgectgggttactegagectgecttecaggettetecagggacecctteccaggaaacactcageagece
accatctagectgeegetggeccctgecaccaggagtettgeccaceeectgeectgecacacecaggtecaaagettgg
cctceccagcagceccecgetgeccagectcagecageccctagaacaaacactgtgacctcacaggtecagecaggteccagtt
gtactgcagccacacttcatcaaggcagactcactgctgectgacagectgtgaagacagatgcaggagccaccgtgaa
gactgcaggcatcagcaccctggctcecctggcacageccgtgcaggcaggteccetgcagacectggtgagtggaggga
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ccatcttggccacagtacctttggttgtggacacagacaaactgcccatccaccgactecgcagcectggecagcaaggece
ctaggctcagctcagagccgtggtgagaagecgcacagcccacaatgeccattgagaagecgectaccggtettcectatcaa
tgacaagattgtggagctcaaagacctggtggtgggcactgaagcaaagctgaataaatctgetgtcttgegecaagg
ccatcgactacatccgcecttecttgcagecacagcaaccagaagctcaagcaggagaacctgaccctacgaagtgecacac
aaaagcaaatcactgaaggacctggtgtcagcttgtggcagtggaggaggcacagatgtgtctatggagggcatgaa
acccgaagtggtggagacgcttaccecctecaccctcagacgeccggetcacecteccagagtageeccttgtettttyg
gcagcagagctagcagcagtggtggtagtgactctgagcccgacagtccagectttgaggatagecaggtcaaagece
cagcggctgecttcacacagccgaggcatgectggaccgetcecegectggeecctgtgtgtactggectttetgtgtet
gacctgcaatcctttggcctecgettttecggctggggcattctcacteccctctgatgetacgggtacacaccgtagtt
ctgggcgcagcatgctggaggcagagagcagagatggectctaattggacccagtggttgetgecaccecctagtetgg
ctggccaatggactactagtgttggcctgecttggectecttetetttgtetatggggaacctgtgactaggeccacacte
tggcccecggctgtacacttectggagacatcgcaaacaagctgacctggatttggecccggggagatttecceccaggetyg
ctcaacagctgtggctggccctgcaagecgctgggccggeccctgecccacctcaaacctggatectggectgecagtectyg
ctttggaacctcatccgeccacctgctceccagegtectetgggtgggecgectggectggcaggecaggecgggggectget
gagggaccgtgggctgaggaaggatgccegtgeccagtgeccecgggatgeggectgttgtetaccataagetgecaccage
tgcatgccatgggcaagtacacaggaggacatcttgctgecttctaacctggcactaagtgecctcaacctggetgag
tgcgcaggagatgctatctcecatggcaacactggcagagatctatgtggcageggecctgagggtcaaaaccagect
cccaagagccctgcacttcecttgacacgtttettecctgagcagegecececgeccaggectgectagecacagageggetegg
tgcctcttgeccatgcagtggectctgecaccectgtaggtcacegtttetttgtggacggggactgggecgtgcacggt
gccecccceccggagagectgtacagegtggetgggaacccagtggatecgetggeccaggtgaccecggetatteecgtga
acatctcctagagcgagcgttgaactgtattgectcagecccagecccaggggcagectgacggagacagggagttctcag
atgcccttggatatctgcagttgctaaatagetgttcectgatgctgecggggetectgettgecagtttetectgteage
tccagcatggctgccaccactggecccagacccagtggecaagtggtgggectcactgacagetgtggtgatceccactyg
gctgaggcgggatgaagaggcagctgagegcttgtacccactggtagagecatatecccccaggtgectgecaggacactyg
agagacccctgcccagggcagctctgtactceccttcaaggetgeccecgggectctgectggaccacagaaaggtggaatcet
agcccagccagcectggccatcectgtgagaaggceccagtgggtacctgecgggacagettagectctacaccaactggecag
ttccattgacaaggccatgcagctgetecctgtgtgatctacttettgtggecegtaccagtetgtggecageggecage
agtcaccagcttcagtccaggtagctcacggtaccagcaatggaccccaggectcectgetectggagetgegtggttte
caacatgacctgagcagcctgeggecggttggcacagagcttecggectgetatgaggagggtattectacatgagge
cacagctcggctgatggcaggagcaagtcctgeccggacacaccagctectggatecgcagtctgaggaggagggecag
gttccagtggcaaaggaggcactacagctgagectggagecacggecccacatggcgggagcacaccgaggeectgetyg
ttggcatcctgctatctgccccectgecttectgteggetectgggcagegaatgagcatgectggecgaggecggcacyg
caccgtagagaagcttggcgatcaccggctactgectggactgccagcagatgetecctgegectgggeggeggaacca
ccgtcacttccagetag (SEQ ID NO: 2).

En una realizacion, el segundo LMM comprende una secuencia de aminodcidos con al menos 80, 90, 95, 98, 99 o
100 % de identidad con la secuencia de amino&cidos de SREBF1 correspondiente a SEQ ID NO: 1 o0 34.

En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM comprende al menos el 50 %, 55 %, 60 %,
65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad con la secuencia de
aminodcidos de SREBF1; por ejemplo, SEQ ID NO: 1; o difiere en 1, 2 0 3 0 més residuos de aminoacidos pero no
mas de 50, 40, 30, 20, 15 o 10 residuos de aminodcidos de la secuencia de aminoacidos de SREBF1, por ejemplo,
SEQID NO: 1.

Las isoformas de SREBF1 son conocidas en la técnica, e incluyen la isoforma a y la isoforma b, asi como isoformas
especificas de especies o células, por ejemplo, isoformas especificas de células CHO, tales como la isoforma c. A
continuacion se proporciona la secuencia de aminoacidos para la isoforma a de SREBF1 (nimero de acceso de
GenBank NP_001005291.2).

MDEPPFSEAALEQALGEPCDLDAALLTDIEGEVGAGRGRANGLDAPRAGADRGAMDCTFEDMLQLINNQD

SDFPGLFDPPYAGSGAGGTDPASPDTSSPGSLSPPPATLSSSLEAFLSGPQAAPSPLSPPQPAPTPLKMY
PSMPAFSPGPGIKEESVPLSILQTPTPQPLPGALLPQSFPAPAPPQFSSTPVLGYPSPPGGFSTGSPPGN
TOQOPLPGLPLASPPGVPPVSLHTQVQOSVVPOQLLTVTAAPTAAPVTTTVTSQIQQVPVLLOQPHFIKADSL
LLTAMKTDGATVKAAGLSPLVSGTTVQTGPLPTLVSGGTILATVPLVVDAEKLPINRLAAGSKAPASAQS
RGEKRTAHNAIEKRYRSSINDKITIELKDLVVGTEAKLNKSAVLRKAIDYIRFLOHSNQKLKQENLSLRTA
VHKSKSLKDLVSACGSGGNTDVLMEGVKTEVEDTLTPPPSDAGSPFQSSPLSLGSRGSGSGGSGSDSEPD
SPVFEDSKAKPEQRPSLHSRGMLDRSRLALCTLVFLCLSCNPLASLLGARGLPSPSDTTSVYHSPGRNVL
GTESRDGPGWAQWLLPPVVWLLNGLLVLVSLVLLFVYGEPVTRPHSGPAVYFWRHRKQADLDLARGDFAQ
AAQQIWLALRALGRPLPTSHLDLACSLLWNLIRHLLORLWVGRWLAGRAGGLQQODCALRVDASASARDAA
LVYHKLHQLHTMGKHTGGHLTATNLALSALNLAECAGDAVSVATLAEIYVAAALRVKTSLPRALHFLTRFE
FLSSARQACLAQSGSVPPAMOWLCHPVGHRFFVDGDWSVLSTPWESLYSLAGNPVDPLAQVTQLFREHLL
ERALNCVTQPNPSPGSADGDKEFSDALGYLQLLNSCSDAAGAPAYSEFSISSSMATTTGVDPVAKWWASLT
AVVIHWLRRDEEAAERLCPLVEHLPRVLOQESERPLPRAALHSFKAARALLGCAKAESGPASLTICEKASG
YLODSLATTPASSSIDKAVQLFLCDLLLVVRTSLWRQQQPPAPAPAAQGTSSRPQASALELRGFQRDLSS
LRRLAQSFRPAMRRVFLHEATARLMAGASPTRTHQLLDRSLRRRAGPGGKGGAVAELEPRPTRREHAEAL
LLASCYLPPGFLSAPGQRVGMLAEAARTLEKLGDRRLLHDCQQOMLMRLGGGTTVTSS (SEQ ID NO: 28)

A continuacion se proporciona la secuencia de acido nucleico, o secuencia de ARNm, para la isoforma a de SREBF1
(nimero de acceso de GenBank NM_001005291.2).
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AGCAGAGCTGCGGCCGGGGGAACCCAGTTTCCGAGGAACTTTTCGCCGGCGCCGGGCCGCCTCTGAGGCC
AGGGCAGGACACGAACGCGCGGAGCGGCGGCGGCGACTGAGAGCCGGGGCCGCGGCGGCGCTCCCTAGGA
AGGGCCGTACGAGGCGGCGGGCCCGGCGGGCCTCCCGGAGGAGGCGGCTGCGCCATGGACGAGCCACCCT
TCAGCGAGGCGGCTTTGGAGCAGGCGCTGGGCGAGCCGTGCGATCTGGACGCGGCGCTGCTGACCGACAT
CGAAGGTGAAGTCGGCGCGGGGAGGGGTAGGGCCAACGGCCTGGACGCCCCAAGGGCGGGCGCAGATCGC
GGAGCCATGGATTGCACTTTCGAAGACATGCTTCAGCTTATCAACAACCAAGACAGTGACTTCCCTGGCC
TATTTGACCCACCCTATGCTGGGAGTGGGGCAGGGGGCACAGACCCTGCCAGCCCCGATACCAGCTCCCC
AGGCAGCTTGTCTCCACCTCCTGCCACATTGAGCTCCTCTCTTGAAGCCTTCCTGAGCGGGCCGCAGGCA
GCGCCCTCACCCCTGTCCCCTCCCCAGCCTGCACCCACTCCATTGAAGATGTACCCGTCCATGCCCGCTT
TCTCCCCTGGGCCTGGTATCAAGGAAGAGTCAGTGCCACTGAGCATCCTGCAGACCCCCACCCCACAGCC
CCTGCCAGGGGCCCTCCTGCCACAGAGCTTCCCAGCCCCAGCCCCACCGCAGTTCAGCTCCACCCCTGTG
TTAGGCTACCCCAGCCCTCCGGGAGGCTTCTCTACAGGAAGCCCTCCCGGGAACACCCAGCAGCCGCTGC
CTGGCCTGCCACTGGCTTCCCCGCCAGGGGTCCCGCCCGTCTCCTTGCACACCCAGGTCCAGAGTGTGGT
CCCCCAGCAGCTACTGACAGTCACAGCTGCCCCCACGGCAGCCCCTGTAACGACCACTGTGACCTCGCAG
ATCCAGCAGGTCCCGGTCCTGCTGCAGCCCCACTTCATCAAGGCAGACTCGCTGCTTCTGACAGCCATGA
AGACAGACGGAGCCACTGTGAAGGCGGCAGGTCTCAGTCCCCTGGTCTCTGGCACCACTGTGCAGACAGG
GCCTTTGCCGACCCTGGTGAGTGGCGGAACCATCTTGGCAACAGTCCCACTGGTCGTAGATGCGGAGAAG
CTGCCTATCAACCGGCTCGCAGCTGGCAGCAAGGCCCCGGCCTCTGCCCAGAGCCGTGGAGAGAAGCGCA
CAGCCCACAACGCCATTGAGAAGCGCTACCGCTCCTCCATCAATGACAAAATCATTGAGCTCAAGGATCT
GGTGGTGGGCACTGAGGCAAAGCTGAATAAATCTGCTGTCTTGCGCAAGGCCATCGACTACATTCGCTTT
CTGCAACACAGCAACCAGAAACTCAAGCAGGAGAACCTAAGTCTGCGCACTGCTGTCCACAAAAGCAAAT
CTCTGAAGGATCTGGTGTCGGCCTGTGGCAGTGGAGGGAACACAGACGTGCTCATGGAGGGCGTGAAGAC
TGAGGTGGAGGACACACTGACCCCACCCCCCTCGGATGCTGGCTCACCTTTCCAGAGCAGCCCCTTGTCC
CTTGGCAGCAGGGGCAGTGGCAGCGGTGGCAGTGGCAGT GACTCGGAGCCTGACAGCCCAGTCTTTGAGG
ACAGCAAGGCAAAGCCAGAGCAGCGGCCGTCTCTGCACAGCCGGGGCATGCTGGACCGCTCCCGCCTGGL
CCTGTGCACGCTCGTCTTCCTCTGCCTGTCCTGCAACCCCTTGGCCTCCTTGCTGGGGGCCCGGGGGCTT
CCCAGCCCCTCAGATACCACCAGCGTCTACCATAGCCCTGGGCGCAACGTGCTGGGCACCGAGAGCAGAG
ATGGCCCTGGCTGGGCCCAGTGGCTGCTGCCCCCAGTGGTCTGGCTGCTCAATGGGCTGTTGGTGCTCGT
CTCCTTGGTGCTTCTCTTTGTCTACGGTGAGCCAGTCACACGGCCCCACTCAGGCCCCGCCGTGTACTTC
TGGAGGCATCGCAAGCAGGCTGACCTGGACCTGGCCCGGGGAGACTTTGCCCAGGCTGCCCAGCAGCTGT
GGCTGGCCCTGCGGGCACTGGGCCGGCCCCTGCCCACCTCCCACCTGGACCTGGCTTGTAGCCTCCTCTG
GAACCTCATCCGTCACCTGCTGCAGCGTCTCTGGGTGGGCCGCTGGCTGGCAGGCCGGGCAGGGGGCCTG
CAGCAGGACTGTGCTCTGCGAGTGGATGCTAGCGCCAGCGCCCGAGACGCAGCCCTGGTCTACCATAAGC
TGCACCAGCTGCACACCATGGGGAAGCACACAGGCGGGCACCTCACTGCCACCAACCTGGCGCTGAGTGC
CCTGAACCTGGCAGAGTGTGCAGGGGATGCCGTGTCTGTGGCGACGCTGGCCGAGATCTATGTGGCGGCT
GCATTGAGAGTGAAGACCAGTCTCCCACGGGCCTTGCATTTTCTGACACGCTTCTTCCTGAGCAGTGCCC
GCCAGGCCTGCCTGGCACAGAGTGGCTCAGTGCCTCCTGCCATGCAGTGGCTCTGCCACCCCGTGGGCCA
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CCGTTTCTTCGTGGATGGGGACTGGTCCGTGCTCAGTACCCCATGGGAGAGCCTGTACAGCTTGGCCGGG
AACCCAGTGGACCCCCTGGCCCAGGTGACTCAGCTATTCCGGGAACATCTCTTAGAGCGAGCACTGAACT
GTGTGACCCAGCCCAACCCCAGCCCTGGGTCAGCTGATGGGGACAAGGAATTCTCGGATGCCCTCGGGTA
CCTGCAGCTGCTGAACAGCTGTTCTGATGCTGCGGGGGCTCCTGCCTACAGCTTCTCCATCAGTTCCAGC
ATGGCCACCACCACCGGCGTAGACCCGGTGGCCAAGTGGTGGGCCTCTCTGACAGCTGTGGTGATCCACT
GGCTGCGGCGGGATGAGGAGGCGGCTGAGCGGCTGTGCCCGCTGGTGGAGCACCTGCCCCGGGTGCTGCA
GGAGTCTGAGAGACCCCTGCCCAGGGCAGCTCTGCACTCCTTCAAGGCTGCCCGGGCCCTGCTGGGCTGT
GCCAAGGCAGAGTCTGGTCCAGCCAGCCTGACCATCTGTGAGAAGGCCAGTGGGTACCTGCAGGACAGCC
TGGCTACCACACCAGCCAGCAGCTCCATTGACAAGGCCGTGCAGCTGTTCCTGTGTGACCTGCTTCTTGT
GGTGCGCACCAGCCTGTGGCGGCAGCAGCAGCCCCCGGCCCCGGCCCCAGCAGCCCAGGGCACCAGCAGC
AGGCCCCAGGCTTCCGCCCTTGAGCTGCGTGGCTTCCAACGGGACCTGAGCAGCCTGAGGCGGCTGGCAC
AGAGCTTCCGGCCCGCCATGCGGAGGGTGTTCCTACATGAGGCCACGGCCCGGCTGATGGCGGGGGCCAG
CCCCACACGGACACACCAGCTCCTCGACCGCAGTCTGAGGCGGCGGGCAGGCCCCGGTGGCAAAGGAGGC
GCGGTGGCGGAGCTGGAGCCGCGGCCCACGCGGCGGGAGCACGCGGAGGCCTTGCTGCTGGCCTCCTGCT
ACCTGCCCCCCGGCTTCCTGTCGGCGCCCGGGCAGCGCGTGGGCATGCTGGCTGAGGCGGCGCGCACACT
CGAGAAGCTTGGCGATCGCCGGCTGCTGCACGACTGTCAGCAGATGCTCATGCGCCTGGGCGGTGGGACC
ACTGTCACTTCCAGCTAGACCCCGTGTCCCCGGCCTCAGCACCCCTGTCTCTAGCCACTTTGGTCCCGTG
CAGCTTCTGTCCTGCGTCGAAGCTTTGAAGGCCGAAGGCAGTGCAAGAGACTCTGGCCTCCACAGTTCGA
CCTGCGGCTGCTGTGTGCCTTCGCGGTGGAAGGCCCGAGGGGCGCGATCTTGACCCTAAGACCGGCGGCC
ATGATGGTGCTGACCTCTGGTGGCCGATCGGGGCACTGCAGGGGCCGAGCCATTTTGGGGGGCCCCCCTC
CTTGCTCTGCAGGCACCTTAGTGGCTTTTTTCCTCCTGTGTACAGGGAAGAGAGGGGTACATTTCCCTGT
GCTGACGGAAGCCAACTTGGCTTTCCCGGACTGCAAGCAGGGCTCTGCCCCAGAGGCCTCTCTCTCCGTC
GTGGGAGAGAGACGTGTACATAGTGTAGGTCAGCGTGCTTAGCCTCCTGACCTGAGGCTCCTGTGCTACT
TTGCCTTTTGCAAACTTTATTTTCATAGATT GAGAAGTTTTGTACAGAGAATTAAAAATGAAATTATTTA
TAATCTGGGTTTTGTGTCTTCAGCTGATGGATGTGCTGACTAGTGAGAGTGCTTGGGCCCTCCCCCAGCA
CCTAGGGAAAGGCTTCCCCTCCCCCTCCGGCCACAAGGTACACAACTTTTAACTTAGCTCTTCCCGATGT
TTGTTTGTTAGTGGGAGGAGTGGGCGAGGGCTGGCTGTATGGCCTCCAGCCTACCTGTTCCCCCTGCTCCC
AGGGCACATGGTTGGGCTGTGTCAACCCTTAGGGCCTCCATGGGGTCAGTTGTCCCTTCTCACCTCCCAG
CTCTGTCCCCATCAGGTCCCTGGGTGGCACGGGAGGATGGACTGACTTCCAGGACCTGTTGTGTGACAGG
AGCTACAGCTTGGGTCTCCCTGCAAGAAGTCTGGCACGTCTCACCTCCCCCATCCCGGCCCCTGGTCATC
TCACAGCAAAGAAGCCTCCTCCCTCCCGACCTGCCGCCACACTGGAGAGGGGGCACAGGGGCGGGGGAGG
TTTCCTGTTCTGTGAAAGGCCGACTCCCTGACTCCATTCATGCCCCCCCCCCCAGCCCCTCCCTTCATTC
CCATTCCCCAACCTAAAGCCTGGCCCGGCTCCCAGCTGAATCTGGTCGGAATCCACGGGCTGCAGATTTT
CCAAAACAATCGTTGTATCTTTATTGACTTTTTTTTTTTTTTTTTTCTGAATGCAATGACTGTTTTTTAC
TCTTAAGGAAAATAAACATCTTTTAGAAACAAAAAAAAAAAA (SEQ ID NO: 29)

La secuencia de aminoacidos para la isoforma b de SREBF1 (n.? de acceso de GenBank NP_004167.3) se proporciona
a continuacion.

MDEPPFSEAALEQALGEPCDLDAALLTDIEDMLQLINNQDSDFPGLFDPPYAGSGAGGTDPASPDTSSPG
SLSPPPATLSSSLEAFLSGPOQAAPSPLSPPOQPAPTPLKMYPSMPAFSPGPGIKEESVPLSILOTPTPQPL
PGALLPQSFPAPAPPQFSSTPVLGYPSPPGGESTGSPPGNTQQPLPGLPLASPPGVPPVSLHTQVQSVVP
QQLLTVTAAPTAAPVTTTVTSQIQQVPVLLOPHFIKADSLLLTAMKTDGATVKAAGLSPLVSGTTVQTGP
LPTLVSGGTILATVPLVVDAEKLPINRLAAGSKAPASAQSRGEKRTAHNAIEKRYRSSINDKITIELKDLV
VGTEAKLNKSAVLRKAIDYIRFLOQHSNQKLKQENLSLRTAVHKSKSLKDLVSACGSGGNTDVLMEGVKTE
VEDTLTPPPSDAGSPFQSSPLSLGSRGSGSGGSGSDSEPDSPVFEDSKAKPEQRPSLHSRGMLDRSRLAL
CTLVFLCLSCNPLASLLGARGLPSPSDTTSVYHSPGRNVLGTESRDGPGWAQWLLPPVVWLLNGLLVLVS
LVLLFVYGEPVTRPHSGPAVYEFWRHRKQADLDLARGDFAQAAQQLWLALRALGRPLPTSHLDLACSLLWN
LIRHLLQRLWVGRWLAGRAGGLOQDCALRVDASASARDAALVYHKLHQLHTMGKHTGGHLTATNLALSAL
NLAECAGDAVSVATLAEIYVAAALRVKTSLPRALHFLTRFFLSSARQACLAQSGSVPPAMOWLCHPVGHR
FEVDGDWSVLSTPWESLYSLAGNPVDPLAQVTQLFREHLLERALNCVTQPNPSPGSADGDKEFSDALGYL
QLLNSCSDAAGAPAYSEFSISSSMATTTGVDPVAKWWASLTAVVIHWLRRDEEAAERLCPLVEHLPRVLQE
SERPLPRAALHSFKAARALLGCAKAESGPASLTICEKASGYLODSLATTPASSSIDKAVQLFLCDLLLVV
RTSLWROQQQOPPAPAPAAQGTSSRPOASALELRGFQRDLSSLRRLAQSFRPAMRRVEFLHEATARLMAGASP
TRTHQLLDRSLRRRAGPGGKGGAVAELEPRPTRREHAEALLLASCYLPPGFLSAPGQRVGMLAEAARTLE
KLGDRRLLHDCQQOMILMRLGGGTTVTSS (SEQ ID NO: 30)

La secuencia de acido nucleico, o secuencia de ARNm, para la isoforma b de SREBF1 (n.? de acceso de GenBank
NM_004176.4) se proporciona a continuacion.
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AGCAGAGCTGCGGCCGGGGGAACCCAGTTTCCGAGGAACTTTTCGCCGGCGCCGGGCCGCCTCTGAGGCC
AGGGCAGGACACGAACGCGCGGAGCGGCGGCGGCGACTGAGAGCCGGGGCCGCGGCGGCGCTCCCTAGGA
AGGGCCGTACGAGGCGGCGGGCCCGGCGGGCCTCCCGGAGGAGGCGGCTGCGCCATGGACGAGCCACCCT
TCAGCGAGGCGGCTTTGGAGCAGGCGCTGGGCGAGCCGTGCGATCTGGACGCGGCGCTGCTGACCGACAT
CGAAGACATGCTTCAGCTTATCAACAACCAAGACAGTGACTTCCCTGGCCTATTTGACCCACCCTATGCT
GGGAGTGGGGCAGGGGGCACAGACCCTGCCAGCCCCGATACCAGCTCCCCAGGCAGCTTGTCTCCACCTC
CTGCCACATTGAGCTCCTCTCTTGAAGCCTTCCTGAGCGGGCCGCAGGCAGCGCCCTCACCCCTGTCCCC
TCCCCAGCCTGCACCCACTCCATTGAAGATGTACCCGTCCATGCCCGCTTTCTCCCCTGGGCCTGGTATC
AAGGAAGAGTCAGTGCCACTGAGCATCCTGCAGACCCCCACCCCACAGCCCCTGCCAGGGGCCCTCCTGC
CACAGAGCTTCCCAGCCCCAGCCCCACCGCAGTTCAGCTCCACCCCTGTGTTAGGCTACCCCAGCCCTCC
GGGAGGCTTCTCTACAGGAAGCCCTCCCGGGAACACCCAGCAGCCGCTGCCTGGCCTGCCACTGGCTTCC
CCGCCAGGGGTCCCGCCCGTCTCCTTGCACACCCAGGTCCAGAGTGTGGTCCCCCAGCAGCTACTGACAG
TCACAGCTGCCCCCACGGCAGCCCCTGTAACGACCACTGTGACCTCGCAGATCCAGCAGGTCCCGGTCCT
GCTGCAGCCCCACTTCATCAAGGCAGACTCGCTGCTTCTGACAGCCATGAAGACAGACGGAGCCACTGTG
AAGGCGGCAGGTCTCAGTCCCCTGGTCTCTGGCACCACTGTGCAGACAGGGCCTTTGCCGACCCTGGTGA
GTGGCGGAACCATCTTGGCAACAGTCCCACTGGTCGTAGATGCGGAGAAGCTGCCTATCAACCGGCTCGC
AGCTGGCAGCAAGGCCCCGGCCTCTGCCCAGAGCCGTGGAGAGAAGCGCACAGCCCACAACGCCATTGAG
AAGCGCTACCGCTCCTCCATCAATGACAAAATCATTGAGCTCAAGGATCTGGTGGTGGGCACTGAGGCAA
AGCTGAATAAATCTGCTGTCTTGCGCAAGGCCATCGACTACATTCGCTTTCTGCAACACAGCAACCAGAA
ACTCAAGCAGGAGAACCTAAGTCTGCGCACTGCTGTCCACAAAAGCAAATCTCTGAAGGATCTGGTGTCG
GCCTGTGGCAGTGGAGGGAACACAGACGTGCTCATGGAGGGCGTGAAGACTGAGGTGGAGGACACACTGA
CCCCACCCCCCTCGGATGCTGGCTCACCTTTCCAGAGCAGCCCCTTGTCCCTTGGCAGCAGGGGCAGTGG
CAGCGGTGGCAGTGGCAGTGACTCGGAGCCTGACAGCCCAGTCTTTGAGGACAGCAAGGCAAAGCCAGAG
CAGCGGCCGTCTCTGCACAGCCGGGGCATGCTGGACCGCTCCCGCCTGGCCCTGTGCACGCTCGTCTTCC
TCTGCCTGTCCTGCAACCCCTTGGCCTCCTTGCTGGGGGCCCGGGGGCTTCCCAGCCCCTCAGATACCAC
CAGCGTCTACCATAGCCCTGGGCGCAACGTGCTGGGCACCGAGAGCAGAGATGGCCCTGGCTGGGCCCAG
TGGCTGCTGCCCCCAGTGGTCTGGCTGCTCAATGGGCTGTTGGTGCTCGTCTCCTTGGTGCTTCTCTTTG
TCTACGGTGAGCCAGTCACACGGCCCCACTCAGGCCCCGCCGTGTACTTCTGGAGGCATCGCAAGCAGGC
TGACCTGGACCTGGCCCGGGGAGACTTTGCCCAGGCTGCCCAGCAGCTGTGGCTGGCCCTGCGGGCACTG
GGCCGGCCCCTGCCCACCTCCCACCTGGACCTGGCTTGTAGCCTCCTCTGGAACCTCATCCGTCACCTGC
TGCAGCGTCTCTGGGTGGGCCGCTGGCTGGCAGGCCGGGCAGGGGGCCTGCAGCAGGACTGTGCTCTGCG
AGTGGATGCTAGCGCCAGCGCCCGAGACGCAGCCCTGGTCTACCATAAGCTGCACCAGCTGCACACCATG
GGGAAGCACACAGGCGGGCACCTCACTGCCACCAACCTGGCGCTGAGTGCCCTGAACCTGGCAGAGTGTG
CAGGGGATGCCGTGTCTGTGGCGACGCTGGCCGAGATCTATGTGGCGGCTGCATTGAGAGTGAAGACCAG
TCTCCCACGGGCCTTGCATTTTCTGACACGCTTCTTCCTGAGCAGTGCCCGCCAGGCCTGCCTGGCACAG
AGTGGCTCAGTGCCTCCTGCCATGCAGTGGCTCTGCCACCCCGTGGGCCACCGTTTCTTCGTGGATGGGG
ACTGGTCCGTGCTCAGTACCCCATGGGAGAGCCTGTACAGCTTGGCCGGGAACCCAGTGGACCCCCTGGC
CCAGGTGACTCAGCTATTCCGGGAACATCTCTTAGAGCGAGCACTGAACTGTGTGACCCAGCCCAACCCC
AGCCCTGGGTCAGCTGATGGGGACAAGGAATTCTCGGAT GCCCTCGGGTACCTGCAGCTGCTGAACAGCT
GTTCTGATGCTGCGGGGGCTCCTGCCTACAGCTTCTCCATCAGTTCCAGCATGGCCACCACCACCGGCGT
AGACCCGGTGGCCAAGTGGTGGGCCTCTCTGACAGCTGTGGTGATCCACTGGCTGCGGCGGGATGAGGAG
GCGGCTGAGCGGCTGTGCCCGCTGGTGGAGCACCTGCCCCGGGTGCTGCAGGAGTCTGAGAGACCCCTGC
CCAGGGCAGCTCTGCACTCCTTCAAGGCTGCCCGGGCCCTGCTGGGCTGTGCCAAGGCAGAGTCTGGTCC
AGCCAGCCTGACCATCTGTGAGAAGGCCAGTGGGTACCTGCAGGACAGCCTGGCTACCACACCAGCCAGC
AGCTCCATTGACAAGGCCGTGCAGCTGTTCCTGTGTGACCTGCTTCTTGTGGTGCGCACCAGCCTGTGGC
GGCAGCAGCAGCCCCCGGCCCCGGCCCCAGCAGCCCAGGGCACCAGCAGCAGGCCCCAGGCTTCCGCCCT
TGAGCTGCGTGGCTTCCAACGGGACCTGAGCAGCCTGAGGCGGCTGGCACAGAGCTTCCGGCCCGCCATG
CGGAGGGTGTTCCTACATGAGGCCACGGCCCGGCTGATGGCGGGGGCCAGCCCCACACGGACACACCAGC
TCCTCGACCGCAGTCTGAGGCGGCGGGCAGGCCCCGGTGGCAAAGCGAGGCGCGGTGGCGGAGCTGGAGCC
GCGGCCCACGCGGCGGGAGCACGCGGAGGCCTTGCTGCTGGCCTCCTGCTACCTGCCCCCCGGCTTCCTG
TCGGCGCCCGGGCAGCGCGTGGGCATGCTGGCTGAGGCGGCGCGCACACTCGAGAAGCTTGGCGATCGCC
GGCTGCTGCACGACTGTCAGCAGATGCTCATGCGCCTGGGCGGTGGGACCACTGTCACTTCCAGCTAGAC
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CCCGTGTCCCCGGCCTCAGCACCCCTGTCTCTAGCCACTTTGGTCCCGTGCAGCTTCTGTCCTGCGTCGA
AGCTTTGAAGGCCGAAGGCAGTGCAAGAGACTCTGGCCTCCACAGTTCGACCTGCGGCTGCTGTGTGCCT
TCGCGGTGGAAGGCCCGAGGGGCGCGATCTTGACCCTAAGACCGGCGGCCATGATGGTGCTGACCTCTGG
TGGCCGATCGGGGCACTGCAGGGGCCGAGCCATTTTGGGGGGCCCCCCTCCTTGCTCTGCAGGCACCTTA
GTGGCTTTTTTCCTCCTGTGTACAGGGAAGAGAGGGGTACATTTCCCTGTGCTGACGGAAGCCAACTTGG
CTTTCCCGGACTGCAAGCAGGGCTCTGCCCCAGAGGCCTCTCTCTCCGTCGTGGGAGAGAGACGTGTACA
TAGTGTAGGTCAGCGTGCTTAGCCTCCTGACCTGAGGCTCCTGTGCTACTTTGCCTTTTGCAAACTTTAT
TTTCATAGATTGAGAAGTTTTGTACAGAGAATTAAAAATGAAATTATTTATAATCTGGGTTTTGTGTCTT
CAGCTGATGGATGTGCTGACTAGTGAGAGTGCTTGGGCCCTCCCCCAGCACCTAGGGAAAGGCTTCCCCT
CCCCCTCCGGCCACAAGGTACACAACTTTTAACTTAGCTCTTCCCGATGTTTGTTTGTTAGTGGGAGGAG
TGGGGAGGGCTGGCTGTATGGCCTCCAGCCTACCTGTTCCCCCTGCTCCCAGGGCACATGGTTGGGCTGT
GTCAACCCTTAGGGCCTCCATGGGGTCAGTTGTCCCTTCTCACCTCCCAGCTCTGTCCCCATCAGGTCCC
TGGGTGGCACGGGAGGATGGACTGACTTCCAGGACCTGTTGTGTGACAGGAGCTACAGCTTGGGTCTCCC
TGCAAGAAGTCTGGCACGTCTCACCTCCCCCATCCCGGCCCCTGGTCATCTCACAGCAAAGAAGCCTCCT
CCCTCCCGACCTGCCGCCACACTGGAGAGGGGGCACAGGGGCGGGGGAGGTTTCCTGTTCTGTGAAAGGC
CGACTCCCTGACTCCATTCATGCCCCCCCCCCCAGCCCCTCCCTTCATTCCCATTCCCCAACCTAAAGCC
TGGCCCGGCTCCCAGCTGAATCTGGTCGGAATCCACGGGCTGCAGATTTTCCAAAACAATCGTTGTATCT
TTATTGACTTTTTTTTTTTTTTTTTTCTGAATGCAATGACTGTTTTTTACTCTTAAGGAAAATAAACATC
TTTTAGAAACAAAAAAAAAAAA  (SEQ ID NO: 31)

La secuencia de acido nucleico, o CDS, para la isoforma ¢ de SREBF1 (nimero de acceso de GenBank
NM_001244003) se proporciona a continuacion.

ATGGACGAGCTGCCTTTCGGTGAGGCGGCTGTGGAACAGGCGCTGGACGAGCTGGGCGAACTGGACGCCGCACTGCT
GACCGACATCCAAGACATGCTTCAGCTCATCAACAACCAAGACAGTGACTTCCCTGGCCTGTTTGATTCCCCCTATG
CAGGGGGCGGGGCAGGAGACACAGAGCCCACCAGCCCTGGTGCCAACTCTCCTGAGAGCTTGTCTTCTCCTGCTTCC
CTGGGTTCCTCTCTGGAAGCCTTCCTGGGGGAACCCAAGGCAACACCTGCATCCTTGTCCCCTGTGCCGTCTGCATC
CACTGCTTTAAAGATGTACCCGTCTGTGCCCCCCTTCTCCCCTGGGCCTGGAATCAAAGAAGAGCCAGTGCCACTCA
CCATCCTGCAGCCCCCAGCAGCACAGCCATCACCAGGGACCCTCCTGCCTCCGAGTTTCCCTCCACCACCCCTGCAG
CTCAGCCCGGCTCCTGTGCTGGGGTATTCTAGCCTTCCTTCAGGCTTCTCAGGGACCCTTCCTGGAAATACCCAACA
GCCACCATCTAGCCTGTCACTGGCCTCTGCACCAGGAGTCTCGCCCATCTCTTTACACACCCAGGTCCAGAGCTCAG
CCTCCCAGCAGCCACTGCCAGCCTCAACAGCCCCTAGAACAACCACTGTGACCTCACAGATCCAGCGGGTCCCAGTC
GTACTGCAGCCACATTTCATCAAGGCAGATTCACTGCTACTGACAACTGTAAAAACAGATACAGGAGCCACGATGAA
GACGGCTGGCATCAGTACCTTAGCCCCTGGCACAGCCGTGCAGGCAGGCCCCTTGCAGACCCTGGTGAGTGGTGGGA
CCATCCTGGCCACAGTACCATTGGTTGTGGATACAGACAAACTGCCCATCCATCGACTGGCAGCTGGCAGCAAGGCC
CTGGGCTCAGCTCAGAGCCGTGGTGAGAAGCGCACAGCCCACAATGCCATTGAGAAGCGCTACCGTTCCTCTATCAA
TGACAAGATTGTGGAGCTCAAAGACCTGGTGGTGGGCACTGAGGCAAAGCTGAATAAATCTGCCGTCTTGCGCAAGG
CCATCGACTATATCCGCTTCTTACAGCACAGCAACCAGAAGCTCAAGCAGGAGAACCTGGCCCTGCGAAATGCCGCT
CACAAAAGCAAATCCCTGAAGGACCTGGTGTCGGCCTGTGGCAGTGCAGGAGGCACAGATGTGGCTATGGAGGGTGT
GAAGCCTGAGGTGGTGGATACGCTGACCCCTCCACCCTCAGACGCTGGCTCGCCCTCCCAGAGTAGCCCCTTGTCCC
TCGGCAGCAGAGGTAGCAGCAGTGGTGGCAGTGACTCGGAGCCTGACAGCCCAGTCTTTGAGGATAGCCAGGTGAAA
GCCCAACGGCTGCACAGTCATGGCATGCTGGACCGCTCCCGCCTAGCCCTGTGTGCGCTGGTCTTCCTGTGTCTGAC
CTGCAACCCCTTGGCATCACTGTTTGGCTGGGGCATCCCCGGTCCCTCCAGTGCCTCTGGTGCACACCACAGCTCTG
GGCGTAGCATGCTGGAGGCCGAGAGCAGAGATGGCTCTAATTGGACCCAGTGGTTGCTGCCACCCCTAGTCTGGCTG
GCCAATGGACTACTAGTGTTGGCCTGCCTGGCTCTTCTCTTTGTCTATGGGGAACCTGTGACCCGGCCACACACTAG
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CCCAGCTGTACACTTCTGGAGACATCGCAAACAGGCTGACCTGGACTTGGCTCGGGGAGATTTTGCCCAGGCTGCTC
AGCAGCTGTGGCTGGCCCTGCAGGCATTGGGACGGCCCCTGCCCACCTCGAACCTAGACTTGGCCTGCAGCCTGCTT
TGGAACCTCATCCGCCACCTGCTGCAGCGTCTCTGGGTTGGCCGCTGGCTGGCAGGCCGGGCTGGGGGCTTGCGGAG
AGACTGTGGACTGAGAATGGATGCACGT GCCAGTGCTCGAGATGCGGCTCTCGTCTACCATAAGCTGCACCAGCTGC
ATGCCATGGGCARATACACAGGAGGGCACCTCATTGCTTCTAACCTGGCACTGAGTGCCCTGAACCTGGCCGAGTGC
GCAGGAGATGCTGTATCCATGGCAACGCTGGCAGAGATCTATGT GGCTGCTGCCCTGAGGGTCAAGACCAGTCTCCC
AAGAGCCTTGCACTTTTTGACACGTTTCTTCCTGAGTAGTGCCCGCCAGGCCTGCCTGGCACAGAGT GGCTCAGTGC
CTCTTGCCATGCAGTGGCTCTGCCACCCTGTAGGCCACCGTTTCTTCGTGGATGGGGACTGGGCTGTGCATGGTGCC
CCACAGGAGAGCCTGTACAGCGTGGCTGGGAACCCAGTGGATCCCCTCGCCCAGGTGACTCGACTATTCTGCGAACA
TCTCTTGGAGAGAGCACTGAACTGTATTGCTCAACCCAGCCCGGGGACAGCTGAT GGAGACAGGGAGTTCTCTGACG
CACTTGGATACCTGCAGTTGCTAAATCGCTGCTCTGATGCTGTCGGGACTCCTGCCTGCAGCTTCTCTGTCAGCTCC
AGCATGGCTTCCACCACCGGCACAGACCCAGTGGCCAAGTGGTGGGCCTCACT GACGGCTGTGGTGATCCACTGGCT
GCGGCGGGATGAAGAGGCAGCT GAGCGCCTATACCCGCTGGTAGAGCGTAT GCCCCACGTGCTGCAGGAGACTGAGA
GACCCCTGCCCAAGGCAGCTCTGTACTCCTTCAAGGCT GCCCGGGCTCTGCT GGACCACAGAAAAGTGGAGTCTGGC
CCAGCCAGCCTGGCCATCTGTGAGAAGGCCAGCGGGTACTTGCGGGACAGCTTAGCCGCTCCACCAACTGGCAGCTC
CATTGACAAGGCCATGCAGCTGCTCCTGTGTGATCTACTTCTTGTGGCCCGCACTAGTAT GTGGCAGCGCCAGCAGT
CACCAGCCTCAGCCCAGGTAGCTCACAGTGCCAGCAATGGATCTCAGGCCTCCGCTTTGGAGCTTCGAGCTTTCCAA
CAGGACCTGAGCAGCCTGAGGCGCTTGGCACAGAACTTCCGGCCTGCTATGAGGAGAGTGTTCCTACACGAGGCCAC
AGCTCGGCTGATGGCAGGGGCAAGTCCTGCCCGGACACACCAGCTCCTGGACCGAAGTCTGCGGAGGCGGGCCGGCT
CCAGTGGCARAAGGAGGCACTGTAGCTGAGCTGGAGCCTCGACCCACATGGCGGGAGCACACAGAGGCCTTGCTGCTG
GCCTCCTGCTATCTGCCACCTGCCTTCCTGTCGGCCCCTGGACAGCAAATGAGCATGTTGGCTGAGGCAGCACGCAC
TGTAGAGAAGCTTGGTGATCATCGGCTACTGCTTGACT GCCAGCAGATGCTTCTGCGCCTGGGCGGTGGGACCACTG
TCACTTCCAGCTAA (SEQ ID NO: 32)

La secuencia de acido nucleico, o secuencia de ARNm, para la isoforma ¢ de SREBF1 (n.? de acceso de GenBank
NM_001244003) se proporciona a continuacion.
CTCCTGCGAAGCCTGGCGGGCGCCGCCGCCATGGACGAGCTGCCTTTCGGT GAGGCGGCTGTGGAACAGGCGCTGGA
CGAGCTGGGCGAACTGGACGCCGCACTGCTGACCGACATCCAAGACATGCTTCAGCTCATCAACAACCAAGACAGTG
ACTTCCCTGGCCTGTTTGATTCCCCCTATGCAGGGGGCGGGGCAGGAGACACAGAGCCCACCAGCCCTGGTGCCAAC
TCTCCTGAGAGCTTGTCTTCTCCTGCTTCCCTGGGTTCCTCTCTGGAAGCCTTCCTGGGGGAACCCAAGGCAACACC
TGCATCCTTGTCCCCTGTGCCGTCTGCATCCACTGCTTTAAAGATGTACCCGTCTGTGCCCCCCTTCTCCCCTGGGE
CTGGAATCARAGAAGAGCCAGTGCCACTCACCATCCTGCAGCCCCCAGCAGCACAGCCATCACCAGGGACCCTCCTG
CCTCCGAGTTTCCCTCCACCACCCCTGCAGCTCAGCCCGGCTCCTGTGCTGGGGTATTCTAGCCTTCCTTCAGGCTT
CTCAGGGACCCTTCCTGGAAATACCCAACAGCCACCATCTAGCCTGTCACTGGCCTCTGCACCAGGAGTCTCGCCCA
TCTCTTTACACACCCAGGTCCAGAGCTCAGCCTCCCAGCAGCCACT GCCAGCCTCAACAGCCCCTAGAACAACCACT
GTGACCTCACAGATCCAGCGGGTCCCAGTCGTACTGCAGCCACATTTCATCAAGGCAGATTCACTGCTACTGACAAC
TGTAAAAACAGATACAGGAGCCACGATGAAGACGGCTGGCATCAGTACCTTAGCCCCTGGCACAGCCGTGCAGGCAG
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GCCCCTTGCAGACCCTGGTGAGTGGTGGGACCATCCTGGCCACAGTACCATTGGTTGTGGATACAGACAAACTGCCC
ATCCATCGACTGGCAGCTGGCAGCAAGGCCCTGGGCTCAGCTCAGAGCCGTGGTGAGAAGCGCACAGCCCACAATGC
CATTGAGAAGCGCTACCGTTCCTCTATCAATGACAAGATTGTGGAGCTCAAAGACCTGGTGGTGGGCACTGAGGCAA
AGCTGAATAAATCTGCCGTCTTGCGCAAGGCCATCGACTATATCCGCTTCTTACAGCACAGCAACCAGAAGCTCAAG
CAGGAGAACCTGGCCCTGCGAAATGCCGCTCACAAAAGCAAATCCCTGAAGGACCTGGTGTCGGCCTGTGGCAGTGC
AGGAGGCACAGATGTGGCTATGGAGGGTGTGAAGCCTGAGGTGGTGGATACGCTGACCCCTCCACCCTCAGACGCTG
GCTCGCCCTCCCAGAGTAGCCCCTTGTCCCTCGGCAGCAGAGGTAGCAGCAGTGGTGGCAGTGACTCGGAGCCTGAC
AGCCCAGTCTTTGAGGATAGCCAGGTGAAAGCCCAACGGCTGCACAGTCATGGCATGCTGGACCGCTCCCGCCTAGC
CCTGTGTGCGCTGGTCTTCCTGTGTCTGACCTGCAACCCCTTGGCATCACTGTTTGGCTGGGGCATCCCCGGTCCCT
CCAGTGCCTCTGGTGCACACCACAGCTCTGGGCGTAGCATGCTGGAGGCCGAGAGCAGAGATGGCTCTAATTGGACC
CAGTGGTTGCTGCCACCCCTAGTCTGGCTGGCCAATGGACTACTAGTGTTGGCCTGCCTGGCTCTTCTCTTTGTCTA
TGGGGAACCTGTGACCCGGCCACACACTAGCCCAGCTGTACACTTCTGGAGACATCGCAAACAGGCTGACCTGGACT
TGGCTCGGGGAGATTTTGCCCAGGCTGCTCAGCAGCTGTGGCTGGCCCTGCAGGCATTGGGACGGCCCCTGCCCACC
TCGAACCTAGACTTGGCCTGCAGCCTGCTTTGGAACCTCATCCGCCACCTGCTGCAGCGTCTCTGGGTTGGCCGCTG
GCTGGCAGGCCGGGCTGGGGGCTTGCGGAGAGACTGTGCGACTGAGAATGGATGCACGTGCCAGTGCTCGAGATGCGG
CTCTCGTCTACCATAAGCTGCACCAGCTGCATGCCATGGGCAAATACACAGGAGGGCACCTCATTGCTTCTAACCTG
GCACTGAGTGCCCTGAACCTGGCCGAGTGCGCAGGAGATGCTGTATCCATGGCAACGCTGGCAGAGATCTATGTGGC
TGCTGCCCTGAGGGTCAAGACCAGTCTCCCAAGAGCCTTGCACTTTTTGACACGTTTCTTCCTGAGTAGTGCCCGCC
AGGCCTGCCTGGCACAGAGTGGCTCAGTGCCTCTTGCCATGCAGTGGCTCTGCCACCCTGTAGGCCACCGTTTCTTC
GTGGATGGGGACTGGGCTGTGCATGGTGCCCCACAGGAGAGCCTGTACAGCGTGGCTGGGAACCCAGTGGATCCCCT
CGCCCAGGTGACTCGACTATTCTGCGAACATCTCTTGGAGAGAGCACTGAACTGTATTGCTCAACCCAGCCCGGGGA
CAGCTGATGGAGACAGGGAGTTCTCTGACGCACTTGGATACCTGCAGTTGCTAAATCGCTGCTCTGATGCTGTCGGG
ACTCCTGCCTGCAGCTTCTCTGTCAGCTCCAGCATGGCTTCCACCACCGGCACAGACCCAGTGGCCAAGTGGTGGGC
CTCACTGACGGCTGTGGTGATCCACTGGCTGCGGCGGGATGAAGAGGCAGCTGAGCGCCTATACCCGCTGGTAGAGC
GTATGCCCCACGTGCTGCAGGAGACTGAGAGACCCCTGCCCAAGGCAGCTCTGTACTCCTTCAAGGCTGCCCGGGCT
CTGCTGGACCACAGAAAAGTGGAGTCTGGCCCAGCCAGCCTGGCCATCTGTGAGAAGGCCAGCGGGTACTTGCGGGA
CAGCTTAGCCGCTCCACCAACTGGCAGCTCCATTGACAAGGCCATGCAGCTGCTCCTGTGTGATCTACTTCTTGTGG
CCCGCACTAGTATGTGGCAGCGCCAGCAGTCACCAGCCTCAGCCCAGGTAGCTCACAGTGCCAGCAATGGATCTCAG
GCCTCCGCTTTGGAGCTTCGAGGTTTCCAACAGGACCTGAGCAGCCTGAGGCGCTTGGCACAGAACTTCCGGCCTGC
TATGAGGAGAGTGTTCCTACACGAGGCCACAGCTCGGCTGATGGCAGGGGCAAGTCCTGCCCGGACACACCAGCTCC
TGGACCGAAGTCTGCGGAGGCGGGCCGGCTCCAGTGGCAAAGGAGGCACTGTAGCTGAGCTGGAGCCTCGACCCACA
TGGCGGGAGCACACAGAGGCCTTGCTGCTGGCCTCCTGCTATCTGCCACCTGCCTTCCTGTCGGCCCCTGGACAGCA
AATGAGCATGTTGGCTGAGGCAGCACGCACTGTAGAGAAGCTTGGTGATCATCGGCTACTGCTTGACTGCCAGCAGA
TGCTTCTGCGCCTGGGCGGTGGGACCACTGTCACTTCCAGCTAAACCTTGGATGGTCTCCCCAGTATTAGAGGCCCT
TAAGGACCTTTGTCACTGGCTGTGGTCGTCCAGAGAGGGTGAGCCTGACAAGCAATCAGGATCATGCCGACCTCTAG
TGACAAATCTAGAAATTGCAGAGGCTGCACTGGCCCAATGCCACCCTCTTGCTCTGTAGGCACCTTTTTCCTGTCCT
ATGGAAAGGAACCTTTCCCCTAGCTGAGGGCCACCCTGTCCTGAGGCTCTCACCCACTCCTGGAAGACTTGTATATA
GTGTAGATCCAGCTGAGCCAGTTTCCTGTGCAGGCTCATGTACTACTTTAACTTTTGCAAACTTTATTTTCATAGGT

TGAGAAATTTTGTACAGAAAATTAAAAAGTGAAATTATTTATA (SEQ ID NO: 33)

La secuencia de aminoacidos para la isoforma ¢ de SREBF1 (n.® de acceso de GenBank NM_001244003) se
proporciona a continuacion.
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MDELPFGEAAVEQALDELGELDAALLTDIQDMLQLINNQDSDFPGLEFDSPYAGGGAGDTEPTSPGANSPESLSSPAS
LGSSLEAFLGEPKATPASLSPVPSASTALKMYPSVPPFSPGPGIKEEPVPLTILQPPAAQPSPGTLLPPSFPPPPLQ
LSPAPVLGYSSLPSGFSGTLPGNTQQPPSSLSLASAPGVSPISLHTQVQSSASQQPLPASTAPRTTTVTSQIQRVPV
VLOPHFIKADSLLLTTVKTDTGATMKTAGI STLAPGTAVQAGPLOTLVSGGTILATVPLVVDTDKLPIHRLAAGSKA
LGSAQSRGEKRTAHNAIEKRYRSSINDKIVELKDLVVGTEAKLNKSAVLRKAIDYIRFLOHSNQKLKQENLALRNAA
HKSKSLKDLVSACGSAGGTDVAMEGVKPEVVDTLTPPPSDAGSPSQSSPLSLGSRGSSSGGSDSEPDSPVFEDSQVK
AQRLHSHGMLDRSRLALCALVEFLCLTCNPLASLFGWGIPGPSSASGAHHS SGRSMLEAESRDGSNWTQWLLPPLVWL
ANGLLVLACLALLFVYGEPVTRPHTSPAVHFWRHRKQADLDLARGDFAQAAQQLWLALQALGRPLPTSNLDLACSLL
WNLIRHLLORLWVGRWLAGRAGGLRRDCGLRMDARASARDAALVYHKLHQLHAMGKYTGGHLIASNLALSALNLAEC
AGDAVSMATLAEIYVAAALRVKTSLPRALHFLTRFFLSSARQACLAQSGSVPLAMOWLCHPVGHRFFVDGDWAVHGA
POQESLYSVAGNPVDPLAQVTRLFCEHLLERALNCIAQPSPGTADGDREFSDALGYLOQLLNRCSDAVGTPACSESVSS
SMASTTGTDPVAKWWASLTAVVIHWLRRDEEAAERLYPLVERMPHVLOETERPLPKAALYSFKAARALLDHRKVESG
PASLAICEKASGYLRDSLAAPPTGSSIDKAMQLLLCDLLLVARTSMWQROQSPASAQVAHSASNGSQASALELRGEQ
ODLSSLRRLAQNFRPAMRRVEFLHEATARLMAGAS PARTHQLLDRSLRRRAGS SGKGGTVAELEPRPTWREHTEALLL
ASCYLPPAFLSAPGQOMSMLAEAARTVEKLGDHRLLLDCQOMLLRLGGGTTVTSS (SEQ ID NO: 34)

La secuencia de acido nucleico, o secuencia de ARNm, para la isoforma ¢ de SREBF1 truncada (n.® de acceso de
GenBank NM_001244003), por ejemplo, SREB411, se proporciona a continuacion.

atggacgagctgcctttcggtgaggcggctgtggaacaggcgectggacgagectgggcgaactggacgeccgecactget
gaccgacatccaagacatgcttcagctcatcaacaaccaagacagtgacttcecctggectgtttgattceccectatg
cagggggcggggcaggagacacagagcccaccagecctggtgeccaactcectectgagagettgtettcectectgettece
ctgggttcctctctggaagccttecctgggggaacccaaggcaacacctgcatceccttgtececectgtgececgtetgeate
cactgctttaaagatgtacccgtctgtgeccecececcttectecectgggectggaatcaaagaagageccagtgeccactcea
ccatcctgcagcccecccagcagcacagcecatcaccagggaccecctectgectececgagtttecectecaccaccectgecag
ctcagccecggctecctgtgectggggtattectagecttecttcaggettetcagggaccettectggaaatacccaaca
gccaccatctagcctgtcactggecctctgcaccaggagtctecgeccatctectttacacacccaggtccagagetcag
cctcccagcagccactgccagecctcaacagecccctagaacaaccactgtgacctcacagatccagecgggtceccagte
gtactgcagccacatttcatcaaggcagattcactgctactgacaactgtaaaaacagatacaggagccacgatgaa
gacggctggcatcagtaccttagcccctggcacageccgtgcaggcaggecccecttgcagaccctggtgagtggtggga
ccatcctggccacagtaccattggttgtggatacagacaaactgecccatccatcgactggcagectggcagcaaggec
ctgggctcagctcagagcecgtggtgagaagcgcacagceccacaatgeccattgagaagcgctacecgttectctatcaa
tgacaagattgtggagctcaaagacctggtggtgggcactgaggcaaagctgaataaatctgeccgtcttgegecaagg
ccatcgactatatccgcecttcttacagcacagcaaccagaagctcaagcaggagaacctggecctgecgaaatgecget
cacaaaagcaaatccctgaaggacctggtgtcggcecctgtggcagtgcaggaggcacagatgtggctatggagggtgt
g (SEQ ID NO: 35)

La secuencia de aminoacidos para la isoforma ¢ de SREBF1 truncada (n.? de acceso de GenBank NM_001244003),
por ejemplo, SREB411, se proporciona a continuacion.
MDELPFGEAAVEQALDELGELDAALLTDIQDMLQLINNQDSDFPGLFDSPYAGGGAGDTEPTSPGANSPESLSSPAS
LGSSLEAFLGEPKATPASLSPVPSASTALKMYPSVPPFSPGPGIKEEPVPLTILQPPAAQPSPGTLLPPSFPPPPLQ
LSPAPVLGYSSLPSGESGTLPGNTQQPPSSLSLASAPGVSPISLHTQVQSSASQQPLPASTAPRTTTVTSQIQRVEV
VLOPHFIKADSLLLTTVKTDTGATMKTAGISTLAPGTAVQAGPLOTLVSGGTILATVPLVVDTDKLPTHRLAAGSKA
LGSAQSRGEKRTAHNAIEKRYRSSINDKIVELKDLVVGTEAKLNKSAVLRKAIDYIRFLQHSNQKLKQENLALRNAA
HKSKSLKDLVSACGSAGGTDVAMEGYV (SEQ ID NO: 36)

En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM comprende al menos el 50 %, 55 %, 60 %,
65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 % , 97%, 98%, 99% o 100% de identidad con la secuencia de
aminoacidos de una isoforma de SREBF1; por ejemplo, SEQ ID NO: 28, 30, 34 o 36; o difiere en 1, 2 0 3 0 mas
residuos de aminoacidos pero no mas de 50, 40, 30, 20, 15 o 10 residuos de amino&cidos de la secuencia de
aminoacidos de una isoforma de SREBF1; por ejemplo, SEQ ID NO: 28, 30, 34 o 36.
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En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM comprende al menos el 50 %, 55 %, 60 %,
65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad con la secuencia de
aminodcidos de SREBF1; por ejemplo, SEQ ID NO: 34; o difiere en 1, 2 0 3 0 mas residuos de aminoacidos pero no
mas de 50, 40, 30, 20, 15 o 10 residuos de aminodcidos de la secuencia de aminoacidos de SREBF1, por ejemplo,
SEQ ID NO: 34.

En otra realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM comprende un fragmento funcional de
SREBF1 o una isoforma del mismo, por ejemplo, un SREBF1 truncado. En una realizacién no cubierta por el objeto
de las reivindicaciones, el LMM comprende un fragmento funcional de SREBF1, por ejemplo, un fragmento funcional
de SEQ ID NO: 1 0 34, o un fragmento funcional de una isoforma SREBF1, por ejemplo, SEQ ID NO : 28, 30 6 36. En
una realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM comprende un dominio funcional de SREBF1,
por ejemplo, el dominio de transactivacion de SREBF1. En una realizacién no cubierta por el objeto de las
reivindicaciones, el LMM comprende el dominio hélice-bucle-hélice (HLH) de SREBF1. En una realizacion no cubierta
por el objeto de las reivindicaciones, el LMM comprende un fragmento funcional de SREBF1 que es capaz de
trasladarse al nucleo y/o capaz de iniciar la transcripcién de los genes diana de SREBF1.

En una realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM comprende los 410 aminoacidos N-
terminales de SREBF1 (también denominado en el presente documento como SREBF410), por ejemplo, los
aminoacidos 1-410 de SEQ ID NO: 1. La secuencia de aminoacidos de los 410 aminoacidos N-terminales de SREBF1
se proporciona a continuacion:

MDELAFGEAALEQTLAEMCELDTAVLNDIEDMLOLINNQDSDEFPGLFDAPYAGGETGDTGPSSPGANSPESEFSSASL
ASSLEAFLGGPKVTPAPLSPPPSAPAALKMYPSVSPFSPGPGIKEEPVPLTILOPAAPQPSPGTLLPPSFPAPPVQL
SPAPVLGYSSLPSGEFSGTLPGNTQQPPSSLPLAPAPGVLPTPALHTQVQOSLASQQPLPASAAPRTNTVTSQVQQVPV
VLOQPHFIKADSLLLTAVKTDAGATVKTAGI STLAPGTAVQAGPLQTLVSGGTILATVPLVVDTDKLPTHRLAAGSKA
LGSAQSRGEKRTAHNAIEKRYRSSINDKIVELKDLVVGTEAKLNKSAVLRKAIDYIRFLOHSNQKLKQENLTLRSAH
KSKSLKDLVSACGSGGGTDVSMEGM (SEQ ID NO:26)

En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM comprende al menos el 50 %, 55 %, 60 %,
65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 % , 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad con la secuencia de
aminoacidos de los 410 aminoacidos N-terminales de SREBF1; por ejemplo, SEQ ID NO: 26; o difiereen 1,203 0
mas residuos de aminoacidos pero no mas de 50, 40, 30, 20, 15 o 10 residuos de aminodacidos de la secuencia de
aminodcidos de los 410 aminoacidos N-terminales de SREBF1; por ejemplo, SEQ ID NO: 26.

En otra realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM comprende los aminoacidos 91-410 de
SREBF1, por ejemplo, los amino&cidos 91-410 de SEQ ID NO: 1. La secuencia de aminoacidos de los aminoacidos
en las posiciones 91-410 de la SREBF1 se proporciona a continuacion:

MPAPLSPPPSAPAALKMYPSVSPFSPGPGIKEEPVPLTILQPAAPQPSPGTLLPPSFPAPPVQLSPAPVLGYSSLPS
GEFSGTLPGNTQQPPSSLPLAPAPGVLPTPALHTQVQSLASQQPLPASAAPRTNTVTSQVQOVPVVLOPHFIKADSLL
LTAVKTDAGATVKTAGI STLAPGTAVQAGPLOTLVSGGTILATVPLVVDTDKLPIHRLAAGSKALGSAQSRGEKRTA
HNATEKRYRSSINDKIVELKDLVVGTEAKLNKSAVLRKAIDYIRFLOQHSNQKLKQENLTLRSAHKSKSLKDLVSACG
SGGGTDVSMEGM (SEQ ID NO: 27)

En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM comprende al menos el 50 %, 55 %, 60 %,
65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 % , 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad con la secuencia de
aminoacidos en las posiciones 91-410 de SREBF1; por ejemplo, SEQ ID NO: 27; o difiere en 1, 2 0 3 0 mas residuos
de aminoéacidos pero no mas de 50, 40, 30, 20, 15 o 10 residuos de aminodacidos de la secuencia de aminoacidos en
las posiciones 91-410 de SREBF1; por ejemplo, SEQ ID NO: 27. En una realizacion no cubierta por el objeto de las
reivindicaciones, el LMM comprende al menos 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % o0 100 % de identidad con la secuencia de &cido nucleico que codifica SREBF 1 o un fragmento
funcional de la misma; por ejemplo, que codifica la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1 o un fragmento funcional
de la misma. En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM comprende al menos el 50 %,
55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % de identidad con el acido
nucleico de SEQ ID NO: 2.

En otra realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM comprende al menos 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad con SREBF2 o un fragmento
funcional del mismo; o difiere en 1, 2 0 3 0 mas residuos de aminoacidos pero no mas de 50, 40, 30, 20, 15 0 10
residuos de aminoacidos de SREBF2 o un fragmento funcional del mismo.

En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM comprende una enzima. En una realizacion
no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM comprende una enzima que convierte los acidos grasos
saturados en acidos grasos insaturados. En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM
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comprende una enzima que convierte los acidos grasos saturados en acidos grasos monoinsaturados, por ejemplo,
acidos grasos con un doble enlace. En una realizaciéon no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM
comprende una enzima que convierte los acidos grasos saturados en acidos grasos poliinsaturados, por ejemplo,
acidos grasos con mas de uno, por ejemplo, 2, 3, 4, 5 0 mas, enlaces dobles En una realizacion no cubierta por el
objeto de las reivindicaciones, el LMM comprende estearoil CoA desaturasa 2 (SCD2), estearoil CoA desaturasa 3
(SCD83), estearoil CoA desaturasa 4 (SCD4), estearoil CoA desaturasa 5 (SCD5), un isoforma del mismo, o un
fragmento funcional del mismo.

De acuerdo con la invencion, el primer LMM comprende estearoil CoA desaturasa-1 (SCD1) que comprende al menos
80, 90, 95, 98, 99 0 100% de identidad con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3.

SCD1 es la enzima limitante de la velocidad responsable de la conversion de acidos grasos saturados (SFA) a acidos
grasos monoinsaturados (MUFA). Se ha puesto mayor atencién en SCD1 en los Ultimos afios debido a los estudios
que relacionan la expresiéon de este gen con el aumento de las propiedades de supervivencia celular, proliferacién y
tumorigénesis (Angelucci, Maulucci et al. 2015) (Igal 2011). También se ha demostrado que SCD1 desempefa
funciones clave tanto en el control de la tasa metabdlica celular como en la lipogénesis general. Este Ultimo se controla
a través de interacciones directas con un importante regulador de la ruta biosintética, la acetil-CoA carboxilasa (ACC),
asi como la conversién de SFA a MUFA que, dado que se sabe que SFA inhibe la ACC, facilita la funcionalidad de la
enzima para aumentar la biosintesis de lipidos (Igal 2010). La principal regulaciéon de SCD1 es a través de la activacion
transcripcional mediante la cual los factores de transcripcion, como SREBF1, se unen a la secuencia SRE en la region
promotora del gen. SCD1 se localiza endégenamente en el ER como una proteina integral de membrana, donde SCD1
lleva a cabo su funcién enzimatica de catalizar la conversién de SFA a MUFA. Su papel en la conversién de SFA a
MUFA (p. €j., la sobrerregulacién de la relacion de MUFA a SFA) puede regular una disminucion en los dominios de
balsa de lipidos, lo que a su vez puede resultar en una mayor fluidez de la membrana. Este cambio en la fluidez de la
membrana y la composicion lipidica de la membrana también puede tener implicaciones en la formacion de vesiculas
y, por lo tanto, en la comunicacion celular y el tamafio o la morfologia del ER (p. €j., expansién del ER). También se
ha demostrado que la eliminacion del gen SCD1 aumenta la respuesta de la proteina desplegada (Ariyama, Kono et
al. 2010). Ademas, SCD1 regula negativamente el &cido palmitico celular que, a su vez, es un fuerte regulador negativo
de ACC. SCD1 también controla el estado de fosforilacion de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK),
reduciendo en consecuencia su capacidad para fosforilar y, por lo tanto, inhibir ACC; una enzima limitante de la
velocidad en el proceso de sintesis de lipidos. Por ultimo, la desaturacion de SFA evita su acumulacion, lo que puede
causar la muerte celular. Como tal, la modulacion de SCD1 da como resultado un aumento de la biosintesis de lipidos,
la supervivencia celular y las tasas de proliferacion. (Hagen, Rodriguez-Cuenca et al.), (Scaglia, Chisholm et al. 2009).

La secuencia de aminoacidos de SCD1 se proporciona a continuacion:

MPAHMLOEISSSYTTTTTITAPPSGNEREKVKTVPLHLEEDIRPEMKEDIHDPTYQDEEGPPPKLEYVWRN
IILMVLLHLGGLYGIILVPSCKLYTCLFGIFYYMTSALGITAGAHRLWSHRTYKARLPLRIFLIIANTMAF
QNDVYEWARDHRAHHKFSETHADPHNSRRGFFFSHVGWLLVRKHPAVKEKGGKLDMS DLKAEKLVMFQRRY
YKPGLLLMCFILPTLVPWYCWGETFVNSLFVSTFLRYTLVLNATWLVNSAAHLYGYRPYDKNIQSRENILV
SLGAVGEGFHNYHHTFPEFDYSASEYRWHINFTTFFIDCMAALGLAYDRKKVSKATVLARIKRTGDGSHKSS
(SEQ ID NO: 3)

La secuencia de nucleétidos de SCD1 se proporciona a continuacion:

atgccggcccacatgctccaagagatctcecagttcecttacacgaccaccaccaccatcactgcaccteectee
ggaaatgaacgagagaaggtgaagacggtgcccctccacctggaagaagacatccgtecctgaaatgaaagaa
gatattcacgaccccacctatcaggatgaggagggacccccgcccaagctggagtacgtctggaggaacate
attctcatggtectgetgecacttgggaggectgtacgggatcatactggttecctectgecaagetetacace
tgcectettegggattttctactacatgaccagegetectgggecatcacageecggggctecategectetggage
cacagaacttacaaggcacggctgcccctgecggatetteccttatcattgecaacaccatggegtteccagaat
gacgtgtacgaatgggcccgagatcaccgegcccaccacaagttctcagaaacacacgccgaccctcacaat
tccecgeecgtggettecttecttetectcacgtgggttggectgettgtgecgcaaacacccggectgtcaaagagaag
ggcggaaaactggacatgtctgacctgaaagceccgagaagctggtgatgttccagaggaggtactacaagecce
ggcctcctgcectgatgtgecttcatcctgeccacgetggtgecctggtactgetggggecgagacttttgtaaac
agcctgttegttagcaccttcttgecgatacactectggtgetcaacgecacctggectggtgaacagtgececgeg
catctctatggatatcgcccctacgacaagaacattcaatccecgggagaatatcctggttteccectgggtgee

gtgggcgagggcttccacaactaccaccacaccttecccttegactactetgecagtgagtaccgetggeac
atcaacttcaccacgttcttcatcgactgcatggctgecctgggectggettacgaccggaagaaagtttet
aaggctactgtcttageccaggattaagagaactggagacgg gagtcacaagagtagctga

(SEQ ID NO: 4)

En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM comprende al menos el 50 %, 55 %, 60 %,

65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 % , 97%, 98%, 99% o 100% de identidad con la secuencia de
aminoacidos de SCD1; por ejemplo, SEQ ID NO: 3; o difiere en 1, 2 0 3 0 mas residuos de aminoacidos pero no mas
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de 50, 40, 30, 20, 15 o0 10 residuos de aminoé&cidos de la secuencia de amino&cidos de SCD1, por ejemplo, SEQ ID
NO: 3. En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM comprende un fragmento funcional
de SCD1, por ejemplo, un fragmento funcional de SEQ ID NO: 3.

En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM comprende al menos el 50 %, 55 %, 60 %,
65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad con la secuencia de acido
nucleico que codifica SCD1 o un fragmento funcional de la misma; por ejemplo, que codifica la secuencia de
aminodacidos SEQ ID NO: 3 o un fragmento funcional de la misma. En una realizacién no cubierta por el objeto de las
reivindicaciones, el LMM comprende al menos el 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % o0 100 % de identidad con el acido nucleico de SEQ ID NO: 4.

En otra realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM comprende al menos 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96% , 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad con la secuencia de
aminoacidos de SCD2, SCD3, SCD4, SCD5, o un fragmento funcional de los mismos; o difiere en 1, 2 0 3 0 mas
residuos de aminoacidos pero no mas de 50, 40, 30, 20, 15 o 10 residuos de aminoacidos de la secuencia de
aminoacidos de SCD2, SCD3, SCD4, SCD5 o un fragmento funcional del mismo.

En otra realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM comprende un fragmento funcional de
SCD1, SCD2, SCD3, SCD4 o SCD5, por ejemplo, un SCD1, SCD2, SCD3, SCD4 o0 SCD5 truncado. En una realizacion
no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el LMM comprende un fragmento funcional de SCD1, SCD2, SCD3,
SCD4 o SCD5, por ejemplo, un fragmento funcional de SEQ ID NO: 3. En una realizacién no cubierta por el objeto de
las reivindicaciones, el LMM comprende un dominio funcional de SCD1, SCD2, SCD3, SCD4 o SCD5, por ejemplo,
un dominio que tiene actividad enzimatica para convertir acidos grasos saturados en acidos grasos monoinsaturados.

El porcentaje de identidad en el contexto de dos 0 mas secuencias de aminodcidos o de acidos nucleicos se refiere a
dos 0 mas secuencias que son iguales. Dos secuencias son "sustancialmente idénticas" si dos secuencias tienen un
porcentaje especifico de residuos de aminoacidos o nucleétidos que son iguales (p. ej., 60 % de identidad,
opcionalmente 70 %, 71 %, 72 %, 73 %, 74 %, 75 %, 76 Y%, 77 Y%, 78 %, 79 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %,
86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 % , 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad en una regién
especifica 0, cuando no se especifica, en toda la secuencia, cuando se compara y alinea para obtener la maxima
correspondencia en una ventana de comparacion , o region designada medida usando uno de los siguientes algoritmos
de comparacién de secuencias o mediante alineacién manual e inspeccion visual. secuencias, o la similitud de la
secuencia se puede determinar a través de una regidon que incluye los espacios 0 secuencias
insertadas.Opcionalmente, la identidad existe en una regiéon que tiene al menos alrededor de 50 aminoacidos o
nucleétidos, 100 amino&cidos o nucleétidos, 150 aminodcidos o nucleétidos, de longitud. Méas preferiblemente, la
identidad existe en una region que tiene una longitud de aproximadamente 200 o mas aminoacidos o nucleétidos, o
aproximadamente 500 o 1000 o mas aminodcidos o nucledtidos.

Para la comparacién de secuencias, una secuencia normalmente actia como secuencia de referencia, con la que se
comparan una o mas secuencias de prueba. Cuando se usa un algoritmo de comparacion de secuencias, las
secuencias de prueba y de referencia se ingresan en un ordenador, se designan las coordenadas de la subsecuencia,
si es necesario, y se designan los parametros del programa del algoritmo de secuencia. Se pueden utilizar parametros
de programa predeterminados o se pueden designar parametros alternativos. A continuacién, el algoritmo de
comparacién de secuencias calcula el porcentaje de identidades de secuencia para las secuencias de prueba en
relaciéon con la secuencia de referencia, basandose en los parametros del programa. Los métodos de alineacion de
secuencias para comparacion son bien conocidos en la técnica. La alineacién éptima de las secuencias para la
comparacion se puede realizar, por ejemplo, mediante el algoritmo de homologia local de Smith and Waterman, (1970)
Adv. Appl. Math. 2:482c, por el algoritmo de alineacién de homologia de Needleman and Wunsch, (1970) J. Mol. Biol.
48:443, por el método de busqueda de similitud de Pearson and Lipman, (1988) Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444,
mediante implementaciones computarizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en Wisconsin
Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante alineacién manual
e inspeccion visual (consulte, por ejemplo, Brent et al., (2003) Current Protocols in Molecular Biology). Se pueden
realizar multiples alineaciones de secuencias mediante algoritmos como ClustalW, Clustal Omega y MAFFT. Otros
algoritmos para comparar relaciones entre dos 0 mas secuencias incluyen los modelos ocultos de Markov. Un modelo
oculto de Markov es un modelo que describe la probabilidad de que un tipo particular de nucleétido (o aminoacido)
siga a otro (la via de probabilidad esta oculta). Es realmente un modelo probabilistico, no un algoritmo. Ejemplo de un
algoritmo (o programa que implementa el algoritmo) podria ser HMMER (http://hmmer.org/).

Dos ejemplos de algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y la similitud
de secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al., (1977) Nuc. Acids Res.
25:3389-3402; and Altschul et al., (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410, respectivamente. El software para realizar andlisis
BLAST esté disponible publicamente a través del National Center for Biotechnology Information (NCBI).

PRODUCTOS
En el presente documento se describen y/o reivindican métodos y composiciones para disefiar o fabricar una célula o

un sistema de expresion libre de células capaz de producir altos rendimientos de un producto y/o mejorar la calidad
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del producto. Los productos descritos en este documento incluyen polipéptidos, por ejemplo, proteinas recombinantes;
moléculas de &cido nucleico, por ejemplo, moléculas de ADN o ARN; proteinas o complejos multiméricos; particulas
encapsuladas en lipidos, por ejemplo, particulas similares a virus, vesiculas o exosomas; u otras moléculas, por
ejemplo, lipidos. En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el producto es un polipéptido. En
una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el producto es un exosoma. Por ejemplo, el polipéptido
recombinante puede ser una proteina dificil de expresar o una proteina que tiene estructuras complejas y/o no
naturales, como un biolégico de préxima generacion, por ejemplo, una molécula de anticuerpo biespecifico, una
proteina de fusion o una proteina glicosilada.

En realizaciones, la célula o linea celular generada por los métodos o composiciones descritos en el presente
documento produce un polipéptido recombinante como se define en las reivindicaciones, util en el tratamiento de una
condicion médica, trastorno o enfermedad. Los ejemplos de condiciones médicas, trastornos o enfermedades incluyen,
entre otros, enfermedades o trastornos metabodlicos (p. ej., deficiencias de enzimas metabdlicas), trastornos
endocrinos (p. €j., deficiencias hormonales), desregulacién de la hemostasia, trombosis, trastornos hematopoyéticos,
trastornos pulmonares, gastroenteritis -trastornos intestinales, enfermedades autoinmunes, inmunodesregulacion (p.
ej., inmunodeficiencia), infertilidad, trasplante, cancer y enfermedades infecciosas.

En realizaciones, el producto es una proteina exégena, p. €j., una proteina que la célula no expresa naturalmente. En
una realizacion, la proteina es de una especie mientras que la célula es de una especie diferente. En otra realizacion,
la proteina es una proteina de origen no natural.

En otras realizaciones, el producto es una proteina que la célula expresa de forma enddgena. En una realizacion, el
producto es una proteina que la célula expresa endégenamente a niveles endégenos o naturales. Los presentes
métodos y composiciones descritos en el presente documento se utilizan para aumentar la produccion y la calidad del
producto endégeno, p. €j., un producto de origen natural producido naturalmente por la célula. El acido nucleico
exogeno que codifica la proteina se introduce y expresa en la célula. En otra realizacion, el acido nucleico exégeno
aumenta la expresion de un producto que la célula expresa endégenamente y se introduce en la célula. A modo de
ejemplo, el &cido nucleico exdégeno comprende una secuencia que activa el promotor (p. €j., la secuencia del promotor
SRF, véase, por ejemplo, El factor de transcripcion Ap-1 regula la actividad del promotor de la 20a-hidroxiesteroide
deshidrogenasa de mono en células CHO. Nanjidsuren T, Min KS. BMC Biotecnologia. 30 de julio de 2014; 14:71. doi:
10.1186/1472-6750-14-71.PMID: 25073972) que controla la expresion de un producto enddgeno de la célula.

El producto recombinante puede ser un producto terapéutico o un producto de diagnéstico, por ejemplo, Util para el
cribado de farmacos. El producto terapéutico o de diagnostico puede incluir, entre otros, una molécula de anticuerpo,
por ejemplo, un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo, una proteina de fusion, una hormona, una citoquina, un
factor de crecimiento, una enzima, una glicoproteina, una lipoproteina, una proteina indicadora, un péptido terapéutico
o un fragmento estructural y/o funcional o un hibrido de cualquiera de estos. En otras realizaciones, el producto
terapéutico o de diagnoéstico es un polipéptido sintético, por ejemplo, en donde el polipéptido completo o partes del
mismo no se deriva de ningun polipéptido de origen natural ni tiene ninguna secuencia o similitud estructural con él,
por ejemplo, un polipéptido de origen natural descrito anteriormente.

En una realizacién, el producto recombinante es una molécula de anticuerpo. En una realizacién, el producto
recombinante es una molécula de anticuerpo terapéutico. En otra realizacion, el producto recombinante es una
molécula de anticuerpo de diagnostico, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal Util para técnicas de formacion de
imagenes o pruebas de diagndstico.

Una molécula de anticuerpo, como se usa aqui, es una proteina o secuencia polipeptidica derivada de una molécula
de inmunoglobulina que se une especificamente con un antigeno. La molécula de anticuerpo puede ser un anticuerpo
completo o un fragmento de anticuerpo. Los anticuerpos y las proteinas multiformato pueden ser inmunoglobulinas
policlonales o monoclonales, de cadena Unica o mltiple o intactas, y pueden derivar de fuentes naturales o de fuentes
recombinantes. Los anticuerpos pueden ser tetrameros de moléculas de inmunoglobulina. En una realizacion, el
anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. El anticuerpo puede ser un anticuerpo humano o humanizado. En una
realizacién, el anticuerpo es un anticuerpo IgA, IgG, IgD o IgE. En una realizacién, el anticuerpo es un anticuerpo IgG1,
1gG2, 19G3 o 1gG4.

"Fragmento de anticuerpo” se refiere a al menos una porcién de un anticuerpo intacto, o variantes recombinantes del
mismo, y se refiere al dominio de unién al antigeno, por ejemplo, una regién variable determinante antigénica de un
anticuerpo intacto, que es suficiente para conferir reconocimiento y unién especifica de el fragmento de anticuerpo a
un objetivo, como un antigeno. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen, pero no se limitan a, Fab, Fab',
F(ab')2, y fragmentos Fv, fragmentos de anticuerpos scFv, anticuerpos lineales, anticuerpos de un solo dominio como
sdAb (ya sea VL o VH), dominios VHH de camélidos y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos
de anticuerpos, como un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en
la regién bisagra y una CDR aislada u otros fragmentos de un anticuerpo que se unen al epitopo. Un fragmento de
unién a antigeno también se puede incorporar en anticuerpos de un solo dominio, maxicuerpos, minicuerpos,
nanocuerpos, intracuerpos, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, v-NAR vy bis-scFv (ver, por ejemplo, Hollinger y
Hudson, Nature Biotechnology 23:1126-1136, 2005). Los fragmentos de unién a antigeno también se pueden injertar
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en andamios basados en polipéptidos como la fibronectina tipo Ill (Fn3) (ver U.S. Patent No.: 6,703,199, que describe
minicuerpos de polipéptido de fibronectina).

Los productos recombinantes ejemplares que se pueden producir usando los métodos descritos en el presente
incluyen, entre otros, los proporcionados en las tablas a continuacion.

Tabla 2. Productos recombinantes ejemplares

Tipo de proteina terapéutica |Terapéutico Nombre comercial
Hormona Eritropoyetina, Epoeina-a Darbepoetina-a | Epogen, Procrit Aranesp
Insulina Hormona del crecimiento (GH), |Humulin, Novolin Genotropin,
somatotropina Humatrope, Norditropin,
NovlVitropin, Nutropin, Omnitrope,
Protropin, Siazen, Serostim,
Valtropin
Hormona foliculo estimulante humana |Gonal-F, Follistim
(FSH)
Gonadotropina coriénica humana ovidrel
Lutropina-a Luveris
Glucagén GlcaGen

Liberacién de la hormona del crecimiento |geref

hormona (GHRH) secretina ChiRhoStim  (péptido  humano),
SecreFlo (péptido porcino)

Hormona estimulante de la tiroides (TSH), | Tirogen

tirotropina
Factores de |Factor Vlla NovoSeven
gg?gﬂﬁgﬁ n/coagulacion Factor VIII Bioclate,' Helixate, Kogenate,
Recombinate, ReFacto
Factor IX Benefix
Antitrombina Il (AT-I11) Trombato IlI
Concentrado de proteina C ceprotina
Citoquina/Factor de crecimiento |Interfer6n alfa tipo | Infergen
Interfer6n-an3 (IFNan3) Alferén N
Interferon-B1a (rIFN-B) Avonex, Rebif
Interferon-B1b (rIFN-B) Betaseron
Interferon-y1b (IFNy) Actinmune
Aldesleucina (interleucina 2 (IL2), proleucina
factor activador de hemocito epidérmico; |Kepivanza
ETAF
Palifermin (factor de crecimiento de RegranexAnril, Kineret
queratinocitos; KGF)
Becaplemin  (factor de crecimiento
derivado de plaquetas; PDGF)
Anakinra (antagonista de IL1
recombinante)
Moléculas de anticuerpos Bevacizumab (VEGFA mAb) Avastin
Cetuximab (EGFR mAb) Erbitux
Panitumumab (EGFR mAb) Vectibix
Alemtuzumab (CD52 mAb) Campamento
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Terapéutico

Rituximab (Ab quimérico CD20)
Trastuzumab (HER2/Neu mAb)
Abatacept (fusion CTLA Ab/Fc)
Adalimumab (TNFa mAb)
Infliximab (mAb quimérico TNFa)

Alefacept (proteina de fusion CD2)
Efalizumab (CD11a mAb)

Natalizumab (mAb de la subunidad a4 de

la integrina)

Eculizumab (C5mADb)
Muromonab-CD3

Antigeno de superficie de la hepatitis B

(HBsAgQ)

vacuna contra el VPH

OspA

Inmunoglobulina anti-Rhesus (Rh)

G

enfuvirtida

Seda de aranfa, por ejemplo, fibrién

Etanercept (receptor de TNF/fusién Fc)

Cergutuzumab Amunaleukina

Nombre comercial

Rituxan
herceptina
Orencia

hamira

Remicade

amevive

Raptiva Tysabri

Soliris

Ortoclon, OKT3

Engerix, Recombivax HB

Gardasil
LYMErix
Rhophylac
Fuzeon
QMONOS
Enbrel

Tabla 3. Productos recombinantes ejemplares adicionales: formatos biespecificos

Nombre (otros
nombres,
organizaciones
patrocinadoras)

Catumaxomab
(Removab®,
Fresenius
Trion
Neopharm)

Biotech,
Pharma,

Ertumaxomab
(Neovii Biotech,
Fresenius Biotech)

Blinatumomab
(Blincyto®, AMG 103,
MT 103, MEDI 538,
Amgen)

REGN1979
(Regeneron)

Solitomab (AMG
110, MT110, Amgen)

formato
BsAb

BslgG:
Triomab

BslgG:
Triomab

BITE

BsAb

BITE

Objetivos

CD3,
EpCAM

CD3, HER2

CD83, CD19

CD3, CD20

CD3,
EpCAM

Mecanismos de accion

propuestos

Etapas de
desarrollo

Redireccion de células T al | Aprobado

tumor,
mediadas por Fc

Redireccionamiento
células T al tumor

Redireccionamiento
células T al tumor

Redireccionamiento
células T al tumor

35

funciones efectoras | en la UE

de Fase l/ll

de | Aprobado

en EE. UU.
Fase Il y IlI
Fase Il
Fase |

de Fase |

Enfermedades (o
voluntarios sanos)

Ascitis maligna en

tumores EpCAM
positivos

Tumores sélidos
avanzados

Célula B precursora
TODOS

TODOS

DLBCL

NHL

Tumores sélidos



Nombre (otros
nombres,
organizaciones
patrocinadoras)

MEDI 565 (AMG
211,  Medimmune,
Amgen)

RO6958688 (Roche)

BAY2010112 (AMG
212, Bayer; Amgen)

MGDO006
(Macrogenics)

MGDO007
(Macrogenics)

MGDO011
(Macrogenics)

SCORPION
(Emergent
Biosolutions,
Trubion)

AFM11 (Affimed
Therapeutics)

AFM12 (Affimed
Therapeutics)

AFM13 (Affimed
Therapeutics)

GD2 (Barbara Ann
Karmanos Cancer
Institute)

pGD2 (Barbara Ann
Karmanos  Cancer
Institute)

EGFRBi-armed
autologous activated

T cells (Roger
Williams Medical
Center)

Anti-EGFR-armed

activated T-cells
(Barbara Ann
Karmanos  Cancer
Institute)

rM28 (University
Hospital Tiibingen)
IMCgp100
(Immunocore)
DT2219ARL (NCI,
University of
Minnesota)

XmAb5871 (Xencor)

formato
BsAb

BITE

BsAb
BITE

DART

DART

DART

BsAb

TandAb

TandAb

TandAb

Células T
precargadas
con BsAb

Células T
precargadas
con BsAb

Células T
precargadas
con BsAb

Células T
precargadas
con BsAb

scFv
tandem

ImmTAC

en

2 scFv
vinculado a
la toxina
diftérica
BsAb
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Objetivos

CD3, CEA

CD3, CEA

CD3, PSMA

CD3, CD123

CD3, gpA33

CD19, CD3

CD83, CD19

CD3, CD19

CD19, CD16

CD30,
CD16A

CD3, GD2

CD3, Her2

CD3, EGFR

CD3, EGFR

CD28,
MAPA

CD3, péptido
MHC

CD19, CD22

CD19,
CD32b

Mecanismos de accion

propuestos

Redireccionamiento de
células T al tumor
Redireccionamiento de
células T al tumor
Redireccionamiento de
células T al tumor
Redireccionamiento de
células T al tumor
Redireccionamiento de
células T al tumor
Redireccionamiento de
células T al tumor
Redireccionamiento de
céluas NK a células
tumorales
Redireccionamiento de
células NK a células
tumorales
Redireccionamiento de
células T al tumor
Redireccionamiento de
células T al tumor

Células T activadas
autologas para tumor EGFR
positivo

Células T activadas

autélogas para tumor EGFR

positivo

Redireccionamiento
células T al tumor

Redireccionamiento
células T al tumor

Orientacion de la
proteica al tumor

36

de

de

toxina

Etapas de

Enfermedades (o

desarrollo | voluntarios sanos)

Fase |

Fase |

Fase |

Fase |

Fase |

Fase Il

Fase I/ll

Fase Il

Fase |

Fase |

Fase Il

Fase I/ll

Fase |

Adenocancinoma
gastrointestinal

Cancer de prostata

LMA

Cancer colonrectal

NHL y TODOS

Linfoma de Hodgkin

Neuroblastoma y
osteosarcoma

Cancer de mama
metastasico

Pulmén y  otros

tumores soélidos

Canceres de colon y
pancreas

Melanoma
metastasico

Melanoma
metastasico

Leucemia o linfoma
de células B



Nombre (otros
nombres,
organizaciones
patrocinadoras)

NI-1701
(Novimmune)
MM-111 (Merrimack)
MM-141 (Merrimack)
NA (Merus)

NA (Merus)

NA (Merus)

NA (Merus)

NA (Merus)

Duligotuzumab
(MEHD7945A,
Genentech, Roche)

LY3164530 (Eli Lily)

MM-111 (Merrimack
Pharmaceuticals)

MM-141, (Merrimack
Pharmaceuticals)

RG7221
(RO5520985,
Roche)

RG7716 (Roche)
OMP-305B83
(OncoMed)

TF2
(Immunomedics)
ABT-981 (AbbVie)
ABT-122 (AbbVie)
COVA322

SAR156597 (Sanofi)

GSK2434735 (GSK)

formato
BsAb

BsAb

BsAb

BsAb

BsAb

BsAb

BsAb

BsAb

BsAb

DAF

No
divulgado

cuerpo HSA

IgG-scFv

CrossMab

CrossMab

BsAb

Dock
lock

and

DVD-Ig

DVD-Ig

IgG-fynomer

IgG en
tandem
biespecifico

tetravalente

Dominio de
orientacion
dual
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Objetivos

CD47,CD19

ErbB2,
ErbB3

IGF-1R,
ErbB3

HERZ2,
HER3

CDg3,
CLEC12A

EGFR,
HERS

PD1,
divulgado

CDs3,
divulgado

EGFR,
HER3

no

no

RFCE, MET

HER2,
HER3

IGF-1R,
HER3

Ang2, VEGF
A

Ang2, VEGF
A
DLL4/VEGF

CEA, HSG

IL-1q, IL-1B

FNT, IL-17A

TNF, IL17A

IL-13, IL-4

IL-13, IL-4

Mecanismos de accion
propuestos

Bloqueo de 2 receptores,
ADCC

Bloqueo de 2 receptores

Bloqueo de 2 receptores

Bloqueo de 2 receptores

Bloqueo de 2

proangiogénicos

Bloqueo de 2

proangiogénicos

Predireccionamiento del
tumor para PET o]
radioimagen

Bloqueo de 2
proinflamatorias

citoquinas

Bloqueo de 2
proinflamatorias

citoquinas

Bloqueo de 2 citoquinas

proinflamatorias

Bloqueo de 2
proinflamatorias

citoquinas

Bloqueo de 2
proinflamatorias

citoquinas

37

Etapas de | Enfermedades (o
desarrollo | voluntarios sanos)

Fase | y Il |Cancer de cabeza y

Fase Il cuello Cancer
colorrectal

Fase | Cancer avanzado o
metastasico

Fase Il Fase |Cancer gastrico y

| esofagico Cancer de
mama

Fase | Tumores sélidos
avanzados

Fase | Tumores soélidos

Fase | AMD humeda

Fase Il Cancer colorrectal,
de mama y de
pulmén

Fase Il Osteoartritis

Fase Il Artritis Reumatoide

Fase I/l Soriasis en placas

Fase | Fibrosis  pulmonar
idiopatica

Fase | (Voluntarios sanos)
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Nombre (otros formato Objetivos Mecanismos de accion Etapas de | Enfermedades (o
nombres, BsAb propuestos desarrollo | voluntarios sanos)

organizaciones

patrocinadoras)

Ozoralizumab nanocuerpo |TNF, HSA Blogueo de citoquinas Fase Il Artritis Reumatoide
(ATN103, Ablynx) proinflamatorias, se une a

HSA para aumentar la vida

media
ALX-0761 (Merck [nanocuerpo |IL-17A/F, Bloqueo de 2 citoquinas Fasel (Voluntarios sanos)
Serono, Ablynx) HSA proinflamatorias, se une a

HSA para aumentar la vida

media
ALX-0061 (AbbVie, nanocuerpo |IL-6R, HSA |Bloqueo de  citoquinas Fase I/l Artritis Reumatoide
Ablynx; proinflamatorias, se une a

HSA para aumentar la vida

media
ALX-0141  (Ablynx, |nanocuerpo |RANKL, Bloqgueo de la resorcion Fase | Pérdida Osea
Eddingpharm) HSA 0sea, se une a HSA para posmenopausica

aumentar la vida media
RG6013/ACE910 ART-Ig Factor IXa, |coagulacion plasmatica Fase Il Hemofilia
(Chugai, Roche) factor X

En una realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el producto difiere de un polipéptido de la Tabla 2
o3ennoméasde 1,2, 3, 4,5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50 residuos de aminoacidos. En otra realizacién no
cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el producto difiere de un polipéptido de la Tabla 2 0 3 en no mas del 1 %,
2%, 3%, 4 %,5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9%, 10% 0 15% de sus residuos de aminoacidos.

En una realizacién, no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el producto es una molécula de acido nucleico,
por ejemplo, una molécula de ADN o ARN, o un hibrido de las mismas. En una realizacion no cubierta por el objeto de
las reivindicaciones, el producto es una molécula de acido nucleico de origami, por ejemplo, un ADN de origami, en
donde la molécula de acido nucleico tiene una estructura secundaria, terciaria o cuaternaria predeterminada. En una
realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, la molécula de acido nucleico de origami tiene actividad
funcional. En una realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el producto comprende una molécula
de acido nucleico de origami encapsulada en una membrana lipidica. En una realizacion no cubierta por el objeto de
las reivindicaciones, la membrana lipidica comprende la membrana celular o los componentes de la membrana celular
de la célula huésped a partir de la cual se produjo. En una realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones,
el ADN encapsulado en lipidos es como se describe en "Cloaked DNA nanodevices survive pilot mission", 22 de abril
de 2014, sitio web del Wyss Institute for Biologically Inspired Engineering en la Universidad de Harvard.

Otros productos recombinantes incluyen andamios sin anticuerpos o andamios proteicos alternativos, tales como,
entre otros: DARPIns, affibodies y adnectins.

Otras proteinas terapéuticas o de diagnéstico ejemplares incluyen, pero no se limitan a, cualquier proteina descrita en
las Tablas 1-10 de Leader et al., "Protein therapeutics: a summary and pharmacological classification", Nature Reviews
Drug Discovery, 2008, 7:21-39 y como se describe en Walsh, "Biopharmaceutical benchmarks 2014", Nature
Biotechnology, 2014, 32:992-1000; o cualquier conjugado, variante, analogo o fragmento funcional de los polipéptidos
recombinantes descritos en el presente documento.

ACIDOS NUCLEICOS

También se describen aqui, pero fuera del objeto de las reivindicaciones, los acidos nucleicos, por ejemplo, acidos
nucleicos exégenos, que codifican los moduladores del metabolismo de lipidos y los productos recombinantes
descritos aqui. Las secuencias de acido nucleico que codifican el LMM deseado o el producto recombinante, p. €j.,
polipéptidos recombinantes, se pueden obtener utilizando métodos recombinantes conocidos en la técnica, como, por
ejemplo, seleccionando bibliotecas de células que expresan la secuencia de acido nucleico deseada, p. €j., gen,
derivando la secuencia de acido nucleico de un vector que se sabe que incluye la misma, o aislando directamente de
células y tejidos que la contienen, usando técnicas estandar. Alternativamente, el acido nucleico que codifica el LMM
o el polipéptido recombinante se puede producir sintéticamente, en lugar de clonarlo. Las técnicas y la tecnologia del
ADN recombinante son muy avanzadas y estan bien establecidas en la técnica. En consecuencia, el experto en la
materia que tenga conocimiento de la secuencia de aminoacidos de un polipéptido recombinante descrito en el
presente documento puede visualizar o generar facilmente la secuencia de &cido nucleico que codificaria el LMM o el
polipéptido recombinante.
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Las secuencias de &cido nucleico ejemplares que codifican LMM SREBF 1 y SCD1 se proporcionan como SEQ ID
NO: 3y SEQ ID NO: 4, respectivamente, en este documento.

La expresion de un polipéptido deseado, p. €j., un LMM o un polipéptido recombinante, normalmente se logra uniendo
operativamente un acido nucleico que codifica el polipéptido deseado o porciones del mismo a un promotor, e
incorporando el constructo en un vector de expresion. Los vectores pueden ser adecuados para la replicacion e
integracién en células eucariotas o procariotas. Los vectores de clonacion tipicos contienen otros elementos
reguladores, como terminadores de transcripcion y traduccion, secuencias de iniciacion, promotores, marcadores de
seleccién o etiquetas Utiles para la regulacion o identificacion de la expresion de la secuencia de &cido nucleico
deseada.

La secuencia de acido nucleico que codifica el LMM o el polipéptido recombinante se puede clonar en varios tipos de
vectores. Por ejemplo, el acido nucleico se puede clonar en un vector que incluye, pero no se limita a, un plasmido,
un fagémido, un derivado de fago, un virus animal y un cosmido. Los vectores de particular interés incluyen vectores
de expresion, vectores de replicacion, vectores de generacion de sondas y vectores de secuenciacion. El vector de
expresion se puede proporcionar a una célula en forma de vector viral. La tecnologia de vectores virales es bien
conocida en la técnica y se describe, por ejemplo, en Sambrook et al., 2012, MOLECULAR CLONING: A
LABORATORY MANUAL, volumenes 1 -4, Cold Spring Harbor Press, NY), y en otros manuales de virologia y biologia
molecular. Los virus que son Uutiles como vectores incluyen, pero no se limitan a, retrovirus, adenovirus, virus
adenoasociados, virus del herpes y lentivirus. En general, un vector adecuado contiene un origen de replicacion
funcional en al menos un organismo, una secuencia promotora, sitios de endonucleasas de restriccién convenientes
y uno o mas marcadores seleccionables (p. ej., WO 01/96584; WO 01/29058; y Pat. U.S.No. 6,326,193). Los vectores
derivados de virus son herramientas adecuadas para lograr la transferencia de genes a largo plazo, ya que permiten
la integracién estable a largo plazo de un transgén y su propagacién en células hijas.

Un vector también puede incluir uno o mas de los siguientes: una secuencia sefial para facilitar la secrecién, una sefal
de poliadenilacién, un terminador de la transcripcion (p. e€j., del gen de la hormona de crecimiento bovino (BGH)), un
elemento que permite la replicacién episomal y la replicacion en procariotas (p. €j. origen SV40 y ColE1 u otros
conocidos en la técnica), y/o elementos para permitir la seleccion, p. ej., un marcador de seleccion o un gen informador.

El vector que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido, por ejemplo, un LMM o un
polipéptido recombinante, puede comprender ademas una secuencia promotora responsable del reclutamiento de la
polimerasa para permitir el inicio de la transcripcién para la expresion del polipéptido, por ejemplo, el LMM o el
polipéptido recombinante. Las secuencias promotoras adecuadas para los métodos descritos en el presente
documento se asocian normalmente con potenciadores para impulsar grandes cantidades de transcripcion y, por lo
tanto, suministrar grandes copias del ARNm exdgeno diana. El promotor puede comprender promotores tempranos
inmediatos principales de citomegalovirus (CMV) (Xia, Bringmann et al. 2006) y el promotor SV40 (Chernajovsky, Mory
et al. 1984), ambos derivados de sus virus homoénimos o promotores derivados de los mismos. Se han empleado con
éxito varios otros promotores virales menos comunes para impulsar la transcripcion al incluirlos en un vector de
expresion en células de mamiferos, incluidos Repeticion terminal larga del virus del sarcoma de Rous (RSV-LTR) y
virus de Leucemia murina de Moloney (MoMLV) LTR (Papadakis, Nicklin et al. 2004). También se pueden utilizar
promotores de mamiferos endégenos especificos para impulsar la transcripcion constitutiva de un gen de interés
(Pontiller, Gross et al. 2008). El promotor del factor de elongacion 1-alfa (CHEF1a) de hamster chino especifico de
CHO ha proporcionado una alternativa de alto rendimiento a las secuencias basadas en virus (Deer, Allison 2004).

También se conocen en la técnica otros promotores adecuados para la expresion en células que no son de mamiferos,
por ejemplo, células de hongos, insectos y plantas. Los ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion
en una célula huésped fungica o de levadura incluyen, pero no se limitan a, promotores obtenidos de los genes
fungicos de trichoderma reesei, alcohol oxidasa inducible por metanol (promotor AOX), biosintesis de triptéfano
Aspergillus nidulans (promotor trpC), Aspergillus niger var. awamori flucoamilasa (glaA), Saccharomyces cerevisiae
galactoquinasa (GAL1), Kluyveromyces lactis promotor Plac4-PBIl, o los descritos en PCT Publication WO
2005/100573. Los ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion en una célula de insecto incluyen,
pero no se limitan a, el promotor T7 lac y el promotor de polihedrina. Un ejemplo de un promotor adecuado para dirigir
la transcripcion en una célula vegetal incluye, pero no se limita a, el promotor CaMV35S del virus del mosaico de la
coliflor. Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion de los constructos de &cido nucleico en una
célula huésped procaridtica, por ejemplo, una célula bacteriana, son los promotores obtenidos del operén lac de E.
coli, el promotor tac de E. coli (promotor hibrido, DeBoer y otros, PNAS, 1983, 80:21-25), . colirec A, E. coli araBAD,
E. colitetA, y beta-lactamasa procariética. Otros ejemplos de promotores adecuados incluyen promotores virales, tales
como promotores de bacteriéfagos, incluidos un promotor T7, un promotor T5, un promotor T3, un promotor M13 y un
promotor SP6.

Ademas de los promotores, los vectores descritos en el presente documento pueden comprender ademas una regién
potenciadora como se describe anteriormente; una regién de motivo de nucleétidos especifica, proxima al promotor
central, que puede reclutar factores de transcripcién para sobrerregular la tasa de transcripcién (Riethoven 2010). Al
igual que las secuencias promotoras, estas regiones a menudo se derivan de virus y estan incluidas dentro de la
secuencia promotora, como secuencias potenciadoras de hCMV y SV40, o pueden incluirse adicionalmente, como
secuencias derivadas de adenovirus (Gaillet, Gilbert et al. 2007).
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El vector que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido, por ejemplo, un LMM o un
producto recombinante, descrito en el presente documento puede comprender ademdas una secuencia de acido
nucleico que codifica un marcador de seleccion. El marcador seleccionable puede comprender glutamina sintetasa
(GS); dihidrofolato reductasa (DHFR), por ejemplo, una enzima que confiere resistencia al metotrexato (MTX); o un
marcador antibiético, por ejemplo, una enzima que confiere resistencia a un antibiético tal como: higromicina,
neomicina (G418), zeocina, puromicina o blasticidina.

El vector que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un producto recombinante descrito en este
documento puede comprender un marcador de seleccion que es Util para identificar una célula o células que contienen
el acido nucleico que codifica un producto recombinante descrito en este documento. El marcador de seleccion es util
para identificar o seleccionar una célula o células que contienen la integracion de la secuencia de acido nucleico que
codifica el producto recombinante en el genoma, como se describe en el presente documento. La identificacion de una
célula o células que han integrado la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina recombinante puede ser util
para la seleccién y la ingenieria de una célula o linea celular que exprese de forma estable el producto.

El vector que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un LMM descrito en el presente documento
puede comprender un mecanismo para la integracién especifica del sitio de la secuencia de acido nucleico que codifica
el LMM. Por ejemplo, el vector es compatible con el Flp-In™ y comprende dos sitios FRT (que comprenden una
secuencia de nucleétidos especifica) que, en presencia de la recombinasa Flp, dirige la recombinacion y la posterior
integracién de la secuencia deseada, por ejemplo, la secuencia de &cido nucleico que codifica el LMM, en el sitio
deseado, por ejemplo, entre los dos sitios FRT, presentes en el genoma de una célula Flp-In, por ejemplo, una célula
CHO Flp-In. En la técnica se conocen otros sistemas utilizados para la integraciéon especifica de sitio de acidos
nucleicos que codifican un producto deseado, por ejemplo, el sistema de recombinasa Cre-lox o estrategias mediadas
por CRISPR/CAS.

Los vectores adecuados para su uso estan disponibles comercialmente e incluyen vectores asociados con el sistema
de expresién GS™, GS Xceed™ Sistema de Expresion Génica, o Potelligent® Tecnologia CHOK1SV disponible de
Lonza Biologics, Inc, por ejemplo, vectores pCon. Los vectores adicionales incluyen, pero no se limitan a, otros
vectores comercialmente disponibles, como pcDNAS3.1/Zeo, pcDNA3.1/CAT, pcDNA3.3TOPO (Thermo Fisher,
anteriormente Invitrogen); pTarget, HaloTag (Promega); pUC57 (GenScript); pFLAG-CMV (Sigma-Aldrich); pCMV6
(Origen); o pBK-CMV/pCMV-3Tag-7/pCMV-Tag2B (Stratagene).

CELULAS Y CULTIVO CELULAR

La presente descripcion se refiere a métodos y composiciones para disefiar o fabricar una célula o linea celular que
produce un producto, por ejemplo, un polipéptido recombinante como se describe en el presente documento. La
presente descripcion también se refiere a métodos y composiciones para la ingenieria o la fabricacion de una célula o
linea celular con productividad y calidad del producto mejoradas, por ejemplo aumentadas. Las caracteristicas
asociadas con la mejora de la productividad y la calidad del producto se describen aqui, por ejemplo, en la seccién
titulada "Modulacion del metabolismo de los lipidos".

En realizaciones no cubiertas por el objeto de las reivindicaciones, la célula es una célula no mamifera, por ejemplo,
una célula de insecto, una célula de levadura, una célula fingica, una célula vegetal, una célula de arquea, por ejemplo,
una célula de una especie de arqueas, o una célula bacteriana. En una realizacion no cubierta por el objeto de las
reivindicaciones, la célula es de perro, pato, caballo, loro, hurdn, pez o gato. En una realizacién no cubierta por el
objeto de las reivindicaciones, la célula es una célula animal. De acuerdo con el método de la invencion, la célula es
una célula de mamifero, por ejemplo, una célula humana o una célula de roedor, por ejemplo, una célula de hamster,
una célula de ratén o una célula de rata.

En una realizacion, la célula es una célula de ovario de hamster chino (CHO). En una realizacion, la célula es CHO-
K1, CHOK1SV, Potelligent CHOK1SV (FUT8-KO), CHO GS-KO, Exceed (CHOK1SV GS-KO), CHO-S, CHO DG44,
CHO DXB11, CHOZN o una Célula derivada de CHO. La célula con eliminacion de CHO FUT8 es, por ejemplo, el
Potelligent® CHOK1 SV (Lonza Biologics, Inc.).

En otra realizacion del método de la invencion, la célula es HeLa, HEK293, HT1080, H9, HepG2, MCF7, Jurkat,
NIH3T3, PC12, PER.C6, BHK (célula de rifidn de hamster bebé), VERO, SP2/0, NS0, YB2/0, YO, EB66, C127, células
L, COS, p. ej., COS1 y COS7, QC1-3, CHO-K1, CHOK1SV, Potelligent CHOK1SV (FUT8-KO), CHO GS-KO, Exceed
(CHOK1SV GS-KO), CHO-S, CHO DG44, CHO DXB11, CHOZN o una célula derivada de CHO, o cualquier célula
derivada de las mismas. En una realizaciéon no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, la célula es una célula
madre. En una realizaciéon no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, la célula es una forma diferenciada de
cualquiera de las células descritas en el presente documento. En una realizacién no cubierta por el objeto de las
reivindicaciones, la célula es una célula derivada de cualquier célula primaria en cultivo.

En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, la célula es cualquiera de las células descritas en
el presente documento que produce un producto, por ejemplo, un producto como se describe en el presente
documento. En una realizacion no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, la célula es cualquiera de las células
descritas en el presente documento que comprende un &cido nucleico exégeno que codifica un polipéptido

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES2938626 T3

recombinante, por ejemplo, expresa un polipéptido recombinante, por ejemplo, un polipéptido recombinante
seleccionado de la Tabla 2 o 3.

En una realizacion, el cultivo celular se lleva a cabo como un cultivo por lotes, un cultivo por lotes alimentados, un
cultivo de extraccion y llenado o un cultivo continuo. En una realizacién, el cultivo celular es un cultivo adherente. En
una realizacién, el cultivo celular es un cultivo en suspension. En una realizacion, la célula o cultivo celular se coloca
in vivo para la expresion del polipéptido recombinante, por ejemplo, colocado en un organismo modelo o un sujeto
humano.

En una realizacion, el medio de cultivo esta libre de suero.

Otros medios y métodos de cultivo adecuados para lineas celulares de mamiferos son bien conocidos en la técnica,
como se describe en la Pat. U.S. No. 5,633,162 por ejemplo. Ejemplos de medios de cultivo celular estandar para
matraces de laboratorio o cultivos celulares de baja densidad y que se adaptan a las necesidades de tipos de células
particulares son, por ejemplo: medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Morre, G., The Journal of the
American Medical Association, 199, p. 519 f. 1967), medio L-15 (Leibovitz, A. et al., Amer. J. de Higiene, 78, 1p. 173
ss., 1963), medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM), medio esencial minimo de Eagle (MEM), medio F12 de
Ham (Jamon, R. et al., Proc. nacional Academia Sc.53, p288 ss. 1965) o DMEM modificado de Iscoves sin albumina,
transferrina y lecitina (Iscoves et al., J. Exp. Med 1, pag. 923 y ss., 1978). Por ejemplo, los medios F10 o F12 de Ham
se disefiaron especialmente para el cultivo de células CHO. Otros medios especialmente adaptados al cultivo de
células CHO se describen en EP-481 791. El experto en la materia conoce otros métodos de cultivo adecuados y
pueden depender del producto de polipéptido recombinante y de la célula huésped utilizada. Esta dentro de la
experiencia de un experto en la materia determinar u optimizar las condiciones adecuadas para la expresion y
produccion del producto, por ejemplo, el polipéptido recombinante, para ser expresado por la célula.

METODOS PARA INGENIERIA DE UNA CELULA Y PRODUCCION DE UN PRODUCTO

Los métodos y composiciones descritos en el presente documento son Utiles para disefiar una célula o linea celular
con productividad mejorada y calidad de producto mejorada. Una célula se modifica de manera que se modula el
metabolismo de los lipidos de la célula. Por ejemplo, se introduce en la célula un acido nucleico exégeno que codifica
un LMM. La célula se cultiva posteriormente en condiciones adecuadas para la expresiéon de LMM y la modulacion del
metabolismo de lipidos mediada por LMM. Las caracteristicas de una célula que tiene modulado su metabolismo de
lipidos se describen aqui, por ejemplo, en la seccion titulada “Modulacién del metabolismo de lipidos”.

Como se define en las reivindicaciones, la célula comprende un &cido nucleico exégeno que codifica un polipéptido
recombinante. En una realizacion, la célula comprende ademas un &cido nucleico exdgeno que aumenta la expresién
de un producto enddgeno. En cualquiera de dichas realizaciones, el acido nucleico exégeno que codifica un producto
0 aumenta la expresion de un producto enddgeno se introduce antes de la modificacion del metabolismo de los lipidos,
por ejemplo, la introduccién de un &cido nucleico exégeno que codifica un LMM descrito en el presente documento.
Alternativamente, en otras realizaciones, el acido nucleico exdégeno que codifica un producto 0 aumenta la expresion
de un producto endbgeno se introduce después de la modificacién del metabolismo de los lipidos. En cualquiera de
las realizaciones, el producto es una proteina terapéutica o de diagnostico.

Los métodos para modificar o manipular genéticamente una célula para expresar un polipéptido o una proteina
deseados, por ejemplo, un LMM descrito en este documento o un producto descrito en este documento, son bien
conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, transfeccion, transduccién (p. €j., transduccién viral) o electroporacién.

Los métodos fisicos para introducir un acido nucleico, por ejemplo, un acido nucleico exégeno o un vector descrito en
el presente documento, en una célula huésped incluyen precipitacion con fosfato de calcio, lipofeccién, bombardeo de
particulas, microinyeccion, electroporacién y similares. Los métodos para producir células que comprenden vectores
y/o é&cidos nucleicos exdgenos son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., 2012,
MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, volimenes 1 - 4, Cold Spring Harbor Press, NY).

Los medios quimicos para introducir un acido nucleico, por ejemplo, un acido nucleico exégeno o un vector descrito
en el presente documento, en una célula huésped incluyen sistemas de dispersion coloidal, como complejos de
macromoléculas, nanocapsulas, microesferas, perlas y sistemas basados en lipidos, incluidas emulsiones de aceite
en agua, micelas, micelas mixtas y liposomas. Un sistema coloidal ejemplar para su uso como vehiculo de suministro
in vitro e in vivo es un liposoma (p. ej., una vesicula de membrana artificial). Estan disponibles otros métodos de
administracion dirigida de acidos nucleicos de dltima generacion, como la administracion de polinucleétidos con
nanoparticulas dirigidas u otro sistema de administracién de tamario submicrénico adecuado.

Los acidos nucleicos que contienen la secuencia de un polipéptido deseado, por ejemplo, un LMM y/o el producto
descrito en el presente documento, se administran a una célula y pueden integrarse en su genoma mediante
recombinacion. Las células recombinantes resultantes son entonces capaces de una expresién estable del polipéptido
deseado, por ejemplo, un LMM y/o el producto descrito en el presente documento, lo que permite una produccién de
proteina consistente y eficiente durante largos periodos de tiempo. Varias ventajas acompafian a la integracion estable
de un gen de interés, incluido el hecho de que solo se requiere un Unico proceso de administracién de ADN para
inducir la expresién prolongada, ya que el gen de interés se replica simultdneamente con los cromosomas del huésped;
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esto significa que el gen se transfiere de una generacion a la siguiente sin necesidad de maquinaria adicional. Esto
también, en teoria, produce un producto y un rendimiento mas consistentes en las fermentaciones de lote a lote. De
acuerdo con esto, los métodos de expresion estables son capaces de generar altos rendimientos de productos en
comparacion con los generados sin una modificacién que module el metabolismo de los lipidos descrita en este
documento, por ejemplo, la introduccién de un acido nucleico exégeno que codifica un LMM.

Los protocolos para establecer lineas de células recombinantes que sobreexpresen de forma estable los polipéptidos
deseados, por ejemplo, un LMM y/o el producto descrito en este documento, generalmente implican la integracién de
ADN linealizado (generalmente basado en plasmidos) en sitios aleatorios en el genoma huésped facilitado por
recombinacion aleatoria. También se han desarrollado e implementado protocolos especificos del sitio que promueven
la integracion de un casete de expresion en regiones especificas del genoma huésped (O'Gorman, Fox et al. 1991).
Estos protocolos a menudo aprovechan las recombinasas capaces de una recombinacién especifica del sitio e
incluyen, pero no se limitan a, al sistema Flp-In™ (p. ej., utilizando células Flp-In CHO), linea celular CHOK1SV Flp
(Lonza) (como se describe en Zhang L. et al. (2015). Biotechnol. Prog. 31:1645-5), o el sistema Cre-lox.

Como se describié anteriormente, en algunas realizaciones no cubiertas por el objeto de las reivindicaciones, el vector
que comprende un acido nucleico que codifica un producto y/o un LMM, comprende ademas un marcador de seleccion
para facilitar la seleccién de células que se expresan con éxito de un grupo transfectado (Browne, Al-Rubeai 2007).
Aunque hay numerosos métodos de seleccién disponibles comercialmente, los mas utilizados son el metotrexato
(MTX) y el sistema de glutamina sintetasa (GS) de Lonza (Bebbington, Renner et al. 1992, Lai, Yang et al. 2013). La
dihidrofolato reductasa (DHFR) es una proteina responsable de la conversién de acido félico en tetrahidrofolato y es
necesaria para las rutas biosintéticas esenciales que producen glicina, purinas y acido timidilico. El MTX se puede
usar para inhibir la actividad de DHFR vy, por lo tanto, se puede usar la inclusién de DHFR en un cultivo transfectado
de manera estable para seleccionar células integradas de manera estable; solo aquellas células que expresen con
éxito suficiente DHFR recombinante sobreviviran a la selecciéon usando MTX (Cacciatore, Chasin et al. 2010). Otro
método de seleccion comunmente empleado es el uso de GS; una enzima responsable de la sintesis de glutamina a
partir de glutamato y amoniaco y, dado que la glutamina es vital para la supervivencia de las células de mamiferos,
las células que carecen de suficiente GS no sobrevivirdn en cultivo. Inicialmente, la adicion de metionina sulfoximina
(MSX), un inhibidor de GS asegura que la presencia de GS enddgena en las células CHOK1SV no sea adecuada para
mantener la supervivencia celular y, por lo tanto, solo las células que expresan GS adicional provocada por la
integracién estable de un constructo recombinante sobreviven al proceso de seleccion. Lonza y otros ahora han
establecido lineas de células huésped CHO en las que el gen GS enddgeno ha sido anulado/eliminado de tal manera
que perecen todas las células que no se integran con éxito con el constructo de interés sin la presencia de glutamina
exogena en el medio (Fan, Kadura et al. 2012). Estan disponibles muchos otros métodos de selecciéon que provocan
una resistencia a un agente de seleccion particular de manera que soélo las células que albergan el gen de resistencia
sobreviviran al proceso de seleccion; estos incluyen higromicina, neomicina, blasticidina y zeocina (Browne, Al-Rubeai
2007). En realizaciones no cubiertas por el objeto de las reivindicaciones, el vector que comprende un acido nucleico
exogeno que codifica un LMM y el vector que comprende un acido nucleico exégeno que codifica un producto, por
ejemplo, un polipéptido recombinante como se describe en el presente documento, comprenden ademas diferentes
marcadores de seleccion.

Después de la recuperacion exitosa de grupos de células que se expresan de manera estable, el aislamiento de clones
individuales, que se originan a partir de una sola célula, facilita la seleccion de lineas celulares que son capaces de
producir altos rendimientos y calidad del producto, o las lineas celulares con la mayor capacidad de alto rendimiento
de producto y producto de alta calidad. Las diferencias en las propiedades celulares probablemente estén asociadas
con la heterogeneidad observada en las células y tanto con el nimero como con los sitios de integracion especificos
del ADN recombinante. Por lo tanto, se han desarrollado propiedades de cribado clonal para evaluar rapidamente
multiples clones y, posteriormente, seleccionar células de alta expresion. La clasificacion de células activadas por
fluorescencia (FACS) es un método que puede clasificar rapidamente las células en funcién de la intensidad de la
fluorescencia y, por lo tanto, puede emplearse para seleccionar clones de alta expresion. Se han establecido varios
protocolos que implican el marcado fluorescente de la proteina de interés (Powell, Weaver 1990), el marcado
fluorescente de moléculas de la superficie celular coexpresadas con el gen recombinante (Holmes, Al-Rubeai 1999) y
la deteccion de la intensidad de la fluorescencia basada en expresién eGFP coexpresada con el gen de interés (Meng,
Liang et al. 2000). Una alta intensidad de fluorescencia observada con estos métodos sugiere un alto nivel de
produccion de proteinas recombinantes y, por lo tanto, estas células pueden seleccionarse preferentemente de un
grupo de células recombinantes. Los métodos de seleccion basados en FACS para aislar clones recombinantes de
alta expresion son mas adecuados para los productos recombinantes que permanecen asociados con la célula y, dado
que los productos de proteinas recombinantes bioterapéuticas expresados en mamiferos son secretados, se han
desarrollado métodos que son mas apropiados para la seleccion de clones para las proteinas recombinantes
secretadas. Por ejemplo, ClonePix es un método automatizado de seleccién de colonias que selecciona clones
cultivados en un medio semisélido basado en la secrecion de productos recombinantes en el medio que rodea la
colonia y se asocia con fluorescina isotiocianato (FITC), creando asi un halo fluorescente alrededor de las colonias
(Lee, Ly et al. 2006). Los clones se seleccionan en funcién de la intensidad de fluorescencia del halo que rodea la
colonia. Se han establecido muchos otros protocolos de seleccién de clones que aislan rapidamente las células
recombinantes en funcién de las propiedades bioldgicas deseadas con especial interés en la productividad y se revisan
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en Browne y Al-Rubeai (Browne, Al-Rubeai 2007). La expansion de un clon seleccionado como se describe aqui da
como resultado la produccién de una linea celular.

Los métodos descritos en este documento pueden producir una célula con productividad mejorada. La productividad
o capacidad de produccion mejorada de una célula incluye un mayor rendimiento o cantidad de producto que se
produce y/o una mayor tasa de produccion (determinada por el rendimiento o la cantidad de producto producido
durante una unidad de tiempo). En una realizacién, la mejora de la productividad de una célula, por ejemplo, la
capacidad para producir un producto, da como resultado un aumento de 2 veces en el nivel o la cantidad del producto
producido, por ejemplo, en comparacion con la cantidad, el nivel o la cantidad. de producto producido por una célula
que no tiene una ruta de metabolismo de lipidos modulada. En una realizaciéon no cubierta por el objeto de las
reivindicaciones, la mejora de la productividad de una célula, por ejemplo, la tasa de produccion del producto, da como
resultado un aumento, por ejemplo, un 1 %, 2 %, 3 %, 4 %. , 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85 %, 90%, 95% 0 99% de aumento; o de 1 vez, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces,
6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces, o 100 veces, o0 mas de aumento, en la tasa de
produccion del producto, por ejemplo, en comparacién con la tasa de produccién del producto producido por una célula
que no tiene modulada una ruta de metabolismo de lipidos.

Los métodos descritos en el presente documento para disefar una célula producen una célula de alta produccion o
una linea celular de alta produccién. Una célula o linea celular de alta produccion es capaz de producir mayores
rendimientos de un producto de polipéptido recombinante que en comparacién con una célula de referencia o una
célula que no ha sido seleccionada o manipulada mediante los métodos descritos en el presente documento. En una
realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, una linea celular de alta produccién es capaz de producir
100 mg/L, 200 mg/L, 300 mg/L, 400 mg/L, 500 mg/L, 600 mg/L. L, 700 mg/L, 800 mg/L, 900 mg/L, 1 g/L, 2 g/L, 3 g/L,
4g/L,59g/L,10g/L,15g/L, 20 g/I, 25 g/I, 30 g/l, 35 g/I, 40 g/l, 45 g/, 50 g/l, 55 g/I, 60 g/l, 65 g/l , 70 g/L, 75 g/L, 80 g/L,
85 g/L, 90 g/L, 95 g/L 0 100 g/L o mas de un producto, por ejemplo, un producto de polipéptido recombinante. En una
realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, una linea celular de alta produccion produce 100 mg/L,
200 mg/L, 300 mg/L, 400 mg/L, 500 mg/L, 600 mg/L, 700 mg/l, 800 mg/l, 900 mg/l, 1 g/l, 2 g/I, 3 g/l, 4 g/l, 5 g/I, 10 g/l,
15 g/l, 20 g/L, 25 g/L, 30 g/L, 35 g/L, 40 g/L, 45 g/L, 50 g/L, 55 g/L, 60 g/L, 65 g/L, 70 g/L, 75 g/L, 80 g/L, 85 g/L, 90
g/L, 95 g/L 0 100 g/L o mas de un producto, por ejemplo, un producto de polipéptido recombinante. La cantidad de
producto producido puede variar segun el tipo de célula, por ejemplo, la especie, y el producto, por ejemplo, el
polipéptido recombinante, que se va a expresar. A modo de ejemplo, una célula CHO de alta produccién que expresa
un anticuerpo monoclonal puede producir al menos 1 g/L, 2 g/L, 5 g/L, 10 g/L, 15 g/L, 20 g/L , 0 25 g/L de un anticuerpo
monoclonal.

En el presente documento se describen métodos y composiciones que pueden ser particularmente Utiles para la
expresion de productos que son dificiles de expresar o producir en células o sistemas libres de células utilizando los
métodos convencionales actualmente conocidos en la técnica. Como tal, una linea celular de produccion que produce
productos tan dificiles de expresar, por ejemplo, los productos biolégicos de proxima generacion descritos en este
documento, puede producir al menos 1 mg/L, 5 mg/L, 10 mg/L, 15 mg/L, 20 mg/L , 25 mg/l, 30 mg/l, 35 mg/l, 40 mg/l,
45 mg/l, 50 mg/l, 55 mg/l, 60 mg/l, 65 mg/l, 70 mg/l , 75 mg/L, 80 mg/L, 85 mg/L, 90 mg/L, 95 mg/L o 100 mg/L o mas.
La capacidad de produccién (p. €j., rendimiento, monto o cantidad de producto o tasa de produccién de producto)
lograda por los métodos y composiciones descritos en este documento para proteinas dificiles de expresar se puede
aumentar en un 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 99 % o mas, o 1 vez, 2 veces, 3
veces, 4 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces o 100 veces 0 mas, en comparacion con la capacidad de
produccion de una célula o sistema que no tiene una modificacion que module el metabolismo de los lipidos como se
describe en el presente documento.

Los ensayos para cuantificar la cantidad, el nivel o la cantidad de producto producido o secretado, por ejemplo,
secretado en los medios de cultivo, incluyen ensayos de cuantificacion de proteinas, como el ensayo de proteinas de
Bradford, analisis SDS-PAGE, inmunotransferencia, por ejemplo, transferencia Western y medios automatizados, por
ejemplo, usar un dispositivo nanodrop. Otros métodos para medir el aumento de la produccién de proteinas son bien
conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, un aumento en la produccién de proteinas recombinantes podria
determinarse a pequefia escala midiendo la concentracion en medio de cultivo de tejidos mediante ELISA (Smales et
al. 2004 Biotechnology Bioengineering 88:474-488). También se puede determinar cuantitativamente con ForteBio
Octet, por ejemplo, para la determinaciéon de alto rendimiento de la concentracién de anticuerpos monoclonales
recombinantes (mAb) en medio (Mason et al. 2012 Biotechnology Progress 28: 846-855) 0 a mayor escala por proteina
A HPLC (Stansfield et al. 2007 Biotechnology Bioengineering 97:410-424). Otros métodos para determinar la
produccion de un producto, por ejemplo, un polipéptido recombinante descrito en este documento, pueden referirse a
la tasa de produccion especifica (qP) del producto, en particular, el polipéptido recombinante en la célula y/o a una
integral de tiempo de concentracién de células viables (CIV). En una realizacion no cubierta por el objeto de las
reivindicaciones, el método para determinar la produccién incluye la combinacién de determinacion de gP e IVC. La
produccion o productividad del polipéptido recombinante, definida como la concentracion del polipéptido en el medio
de cultivo, es funcion de estos dos parametros (qP y IVC), calculados segun Porter et al. (Porter et al. 2010
Biotechnology Progress 26: 1446-1455). Los métodos para medir la produccion de proteinas también se describen
con mayor detalle en los ejemplos proporcionados en este documento.
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Los métodos descritos en este documento pueden producir una célula con una calidad de producto mejorada. En una
realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, la mejora de la calidad del producto da como resultado el
aumento, por ejemplo, un 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %,
60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % 0 99 % , 0 mas, aumento en la calidad del producto; o de 1 vez, 2
veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces, o 100 veces, o
mas de aumento en la calidad del producto, por ejemplo, en comparacién con la cantidad, el nivel o la cantidad de
producto producido por una célula que no tiene modulada una ruta de metabolismo de lipidos. Dichos aumentos en la
calidad del producto se pueden ejemplificar, por ejemplo, mediante uno o més de los siguientes:

i) un aumento en el monto o cantidad de producto no agregado (0 una disminucién en el monto o cantidad de producto
agregado);

ii) un aumento en el monto o cantidad de producto debidamente doblado o ensamblado (o una disminucién en el
monto o cantidad de producto mal doblado, desplegado, parcialmente ensamblado o no ensamblado), o un aumento
en la proporcion de producto debidamente doblado o ensamblado producto a producto desplegado, mal plegado,
parcialmente ensamblado o sin ensamblar;

iii) un aumento en el monto o cantidad de producto completo (o una disminucién en la fragmentacion del producto);

iv) un aumento en las modificaciones postraduccionales deseadas (o0 una disminucién en el producto no modificado
o modificado incorrectamente);

v) un aumento o disminucién de la heterogeneidad de los glicanos (p. €j., para productos glicosilados);

vi) un aumento en el monto o cantidad de producto funcional (0 una disminucién en el monto o cantidad de un
producto no funcional o disfuncional), o un aumento en la relacion de funcién a producto no funcional o disfuncional;
y/o

vii) un aumento o disminucién de la codificacion de enlaces disulfuro (p. €j., un aumento o disminucién de la isoforma
o0 estructura deseada como resultado del aumento o disminucion de la codificacion de enlaces disulfuro, p. €j., para
productos de moléculas de anticuerpos).

Los métodos para medir la calidad del producto, por ejemplo, la mejora de la calidad del producto, de una célula o
linea celular generada como se describe en este documento, son conocidos en la técnica. En una realizacién no
cubierta por el objeto de las reivindicaciones, se conocen en la técnica métodos para determinar la fidelidad de la
secuencia primaria del producto polipeptidico recombinante expresado, por ejemplo, espectrometria de masas. Se
puede determinar un aumento en la cantidad o concentracién del producto debidamente plegado, por ejemplo,
polipéptido recombinante expresado, mediante dicroismo circular o evaluando la fluorescencia intrinseca del
polipéptido recombinante expresado. Un aumento en la cantidad o concentracion de producto funcional puede
probarse usando varios ensayos funcionales dependiendo de la identidad del producto recombinante, por ejemplo,
polipéptido recombinante. Por ejemplo, los anticuerpos pueden analizarse mediante ELISA u otro ensayo de
inmunoafinidad. Otros métodos para determinar un aumento en la calidad del producto, por ejemplo, determinacion
de agregacion, modificaciones postraduccionales, codificacion de enlaces disulfuro, pueden evaluarse mediante
métodos de cromatografia de exclusién por tamafio, cromatografia liquida de alta resolucién, enfoques de dispersion
de luz dinamica (DLS) y electroforesis de proteinas (PAGE).

En una realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, los métodos para producir un producto, por
ejemplo, como se describe en el presente documento, comprenden proporcionar una célula disefiada para comprender
una modificacion que modula el metabolismo de los lipidos, como se describe anteriormente. En una realizacién no
cubierta por el objeto de las reivindicaciones, la célula que comprende una modificacion que modula el metabolismo
de los lipidos comprende ademds un acido nucleico exégeno que codifica un producto, por ejemplo, un polipéptido
recombinante como se describe en el presente documento. En una realizaciéon no cubierta por el objeto de las
reivindicaciones, el acido nucleico exdgeno que codifica un producto, por ejemplo, un polipéptido recombinante
descrito en el presente documento, se introduce en la célula manipulada que comprende una modificacion que modula
el metabolismo de los lipidos. En otra realizacién no cubierta por el objeto de las reivindicaciones, el acido nucleico
exogeno que codifica un producto, por ejemplo, un polipéptido recombinante descrito en el presente documento, se
introduce en una célula antes de la introduccion de un acido nucleico exégeno que codifica un LMM como se describe
en el presente documento. El acido nucleico exdégeno que codifica un producto comprende ademas un marcador de
seleccioén, para la seleccién eficiente de células que expresan de manera estable, por ejemplo, sobreexpresan, el
producto como se describe en el presente documento.

En algunas realizaciones, se pueden realizar etapas adicionales para mejorar la expresion del producto, por ejemplo,
transcripcion, traduccion y/o secrecién del producto, o la calidad del producto, por ejemplo, plegamiento adecuado y/o
fidelidad de la secuencia primaria. Dichas etapas adicionales incluyen la introducciéon de un agente que mejora la
expresion del producto o la calidad del producto. En una realizacion, un agente que mejora la expresioén del producto
o la calidad del producto puede ser una molécula pequefia, un polipéptido o un &cido nucleico que codifica un
polipéptido que mejora el plegamiento de proteinas, por ejemplo, una proteina chaperona. En una realizacion, el
agente que ayuda en el plegamiento de proteinas comprende un &cido nucleico que codifica una proteina chaperona,

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES2938626 T3

por ejemplo, BiP, PD1 o ERO1 (Chakravarthi & Bulleid 2004; Borth et al. 2005; Davis et al. 2000). Otras etapas
adicionales para mejorar el rendimiento y la calidad del producto incluyen la sobreexpresién de factores de
transcripcion como XBP1 y ATF6 (Tigges & Fussenegger 2006; Cain et al. 2013; Ku et al. 2008) y de proteinas
chaperonas de union a lectina como calnexina y calreticulina. (Chung et al. 2004). La sobreexpresién de los agentes
que ayudan o mejoran el plegamiento de proteinas, la calidad del producto y el rendimiento del producto descritos en
el presente documento se puede lograr mediante la introduccion de &cidos nucleicos exégenos que codifican el agente.
En otra realizacién, el agente que mejora la expresion del producto o la calidad del producto es una molécula pequena
que se puede agregar al cultivo celular para aumentar la expresion del producto o la calidad del producto, por ejemplo,
DMSO. En una realizacion, cultivar las células a una temperatura mas baja, por ejemplo, 1 °C, 2 °C, 3 °C, 4 °C, 5 °C,
6 °C, 7 °C, 8 °C, 9 °C, 0 10°C mas bajo que la temperatura a la que normalmente se cultivan las células puede mejorar
la productividad.

Cualquiera de los métodos descritos aqui puede incluir ademas etapas de seleccion adicionales para identificar células
que tienen alta productividad o producen productos de alta calidad. Por ejemplo, la seleccién FACS se puede utilizar
para seleccionar células especificas con las caracteristicas deseadas, por ejemplo, mayor expresion de una proteina
que se pliega, por ejemplo, chaperonas.

En un aspecto, la divulgacion proporciona métodos que incluyen una etapa para recuperar o recobrar el producto de
polipéptido recombinante. En realizaciones donde el polipéptido recombinante es secretado por la célula, los métodos
pueden incluir una etapa para recuperar, recolectar o separar el polipéptido recombinante de la célula, la poblacién
celular o el medio de cultivo en donde se cultivaron las células. En realizaciones donde el polipéptido recombinante
esta dentro de la célula, la purificacién del producto polipeptidico recombinante comprende la separacion del
polipéptido recombinante producido por la célula de uno o mas de cualquiera de los siguientes: proteinas de la célula
huésped, acidos nucleicos de la célula huésped, lipidos de la célula huésped, y/u otros desechos de la célula huésped.

En realizaciones, el proceso descrito en este documento proporciona un producto proteico sustancialmente puro.
Como se usa aqui, "sustancialmente puro” significa sustancialmente libre de materiales pir6genos, sustancialmente
libre de acidos nucleicos y/o sustancialmente libre de proteinas celulares enddgenas, enzimas y componentes de la
célula huésped, tales como polimerasas, proteinas ribosomicas y proteinas chaperonas. Un producto de proteina
sustancialmente pura contiene, por ejemplo, menos del 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %,
2 % 0 1 % de proteina, acido nucleico u otra macromolécula endégena contaminante de la célula huésped.

Los métodos para recuperar y purificar un producto, por ejemplo, un polipéptido recombinante, estan bien establecidos
en la técnica. Para recuperar el producto de polipéptido recombinante, se usa un método fisico o quimico o fisico-
quimico. El método fisico o quimico o fisico-quimico puede ser un método de filtracion, un método de centrifugacion,
un método de ultracentrifugacion, un método de extraccion, un método de liofilizacion, un método de precipitacion, un
método de cromatografia o una combinacién de dos 0 mas métodos de los mismos. En una realizacién, el método de
cromatografia comprende uno o mas de cromatografia de exclusion por tamario (o filtracién en gel), cromatografia de
intercambio idnico, por ejemplo, cromatografia de intercambio aniénico o cationico, cromatografia de afinidad,
cromatografia de interaccién hidrofébica y/o cromatografia multimodal.

EJEMPLOS

La invencién se describe mas detalladamente con referencia a los siguientes ejemplos experimentales. Estos ejemplos
se proporcionan Unicamente con fines ilustrativos.

Sin mas descripcidn, se cree que un experto normal en la técnica puede, utilizando la descripcion anterior y los
siguientes ejemplos ilustrativos, preparar y utilizar los compuestos de la presente invencion y poner en préctica los
métodos reivindicados. Los siguientes ejemplos de trabajo sefialan especificamente varios aspectos de la presente
invencion.

Ejemplo 1: Generacion de células estables que sobreexpresan un modulador del metabolismo de lipidos

Con el fin de investigar el efecto de la sobreexpresién de dos moduladores del metabolismo de los lipidos, SCD1 y
SREBF1, en células CHO, estos genes se clonaron con éxito y se integraron de manera estable en células CHO Flp-
In adherentes utilizando un enfoque dirigido al sitio y células CHO con eliminacion de GS en suspension (GSKO)
utilizando un enfoque de integracién aleatoria.

Clonacion molecular de SCD1 y SREBF1 que contienen vectores FRT

La clonacién molecular se llevdé a cabo para generar vectores basados en FRT que facilitan la expresion de las
proteinas SCD1 y SREBF1 con y sin una etiqueta V5/His en el C-terminal de cada proteina. El uso de estos vectores,
junto con el grupo de células CHO huésped Flp-In comercialmente disponible de Thermo Fisher, permiti6 la integracion
especifica del sitio de los genes de interés para generar grupos de células adherentes a CHO estables. Los cebadores
descritos en la Tabla 4 se usaron en un Phusion® Reaccién de PCR basada en polimerasa para amplificar estos genes,
de modo que se produjeron fragmentos de ADN de doble cadena flanqueados por los sitios de restriccion que también
se detallan en la Tabla 4. Los genes SCD1 y SREBF1 se amplificaron a partir de ADNc derivado de P19 de raton y
del clon de ADNc de ratén Origene (N°® de acceso de NCBI NM_011480), respectivamente.
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Después de la amplificacion exitosa de los genes diana, se realizaron digestiones de doble restriccion en vectores
FRT-V5, asi como en los productos de PCR generados previamente de los genes de interés utilizando las enzimas de
restriccion apropiadas. Las ligaciones se incubaron durante la noche antes de las transformaciones posteriores y se
llevé a cabo la purificacién miniprep en las colonias resultantes.

Generacion de SCD1 y SREBF1 que sobreexpresan células CHO Fip-In adherentes

Los constructos basados en FRT antes mencionados se usaron junto con las células CHO Flp-In adherentes
disponibles comercialmente de Thermo Fisher para generar grupos de células estables. Los vectores FRT que
contenian los genes de interés y un constructo FRT vacio (usado para generar un grupo de células de control) se
cotransfectaron con recombinasa que contenia el vector pOG44 en células Flp-In. Los sitios de recombinasa presentes
en los vectores FRT y el genoma Flp-In CHO inician la recombinacién especifica del sitio y los clones exitosos pueden
aislarse usando higromicina como agente de seleccién. Se generaron conjuntos de células adherentes de CHO
recombinantes que expresan de manera estable de una manera especifica del sitio de acuerdo con las instrucciones
del fabricante, por ejemplo, como se describe en el manual Flp-In de Thermo Fisher, por ejemplo, disponible en el sitio
web de referencias y protocolos de Thermo Fisher. Este método se us6 para generar y recuperar grupos de células
policlonales de control, SCD1-V5 y SREBF 1-V5 Flp-In CHO.

Clonacion molecular de SCD1 y SREBF1 en vectores pcDNA3.1

Se generaron vectores de expresion para integrar de manera estable y, por lo tanto, sobreexpresar, en células en
suspension CHO industrialmente relevantes con uno de SCD1, SREBF1 o un gen SREBF1 truncado. El vector
pcDNAS.1V5-His/TOPO consiste en un promotor de CMV apropiado y un sitio de clonacién multiple corriente abajo,
lo que facilita la expresion del gen de interés, al tiempo que incluye elementos que permiten la expresién de un gen
de neomicina que se puede utilizar para la seleccién de clones exitosos después de la integracion de ADN en el
genoma.

Inicialmente, el protocolo de PCR Phusion® se usé para amplificar SCD1, SREBF1 y un truncamiento de SREBF1
usando los cebadores indicados en la Tabla 4, disefados para que los sitios de restriccibn se agregaran
simultaneamente a los costados de los productos de PCR resultantes. El vector SCD1-FRT generado previamente se
us6 como plantilla para amplificar los genes SCD1, mientras que el ADNc de ratén Origene (NCBI niumero de acceso
NM_011480) se usé para amplificar el gen SREBF1 y su truncamiento. El truncamiento de SREBF1, denominado en
este documento SREB410, codifica una secuencia polipeptidica de 410 aminodcidos de longitud, que incluye el
dominio hélice-bucle-hélice (HLH) de SREBF1. Este dominio se escinde endégenamente de la proteina de longitud
completa, lo que permite la migracion de este fragmento al ndcleo y la posterior activacion de la transcripcion del gen,
como se describié anteriormente. Se disefiaron cebadores para amplificar esta region con el objetivo de expresar una
proteina (codificada por esta secuencia) que se localiza directamente en el nicleo y asi llevar a cabo su funcién como
activador transcripcional sin necesidad de procesamiento endogeno.

Se llevaron a cabo digestiones de doble restriccién en productos de PCR purificados segun corresponda (véase la
Tabla 4) y pcDNAS3.1/V5-His/TOPO, donde los cebadores amplificaron un gen sin codon de parada, para permitir la
lectura en una secuencia marco que codifica una etiqueta V5 y His. Los fragmentos de ADN resultantes se ligaron
para producir vectores que contenian los genes SCD1, SREBF1 o SREB410 con una etiqueta V5-His. Estas
reacciones se transformaron y se llevaron a cabo minipreparaciones en varias de las colonias resultantes. Se llevaron
a cabo digestiones de restriccion y los fragmentos de ADN resultantes se ejecutaron en un gel de agarosa para
determinar qué muestras tuvieron éxito.

Generacion de células CHO GSKO en suspension que sobreexpresan SCD1 y SREBF1

Se generaron conjuntos de células de suspensién CHOK1SV GS-KO cultivadas en medios quimicamente definidos,
libres de proteinas y suero, transfectados de manera estable con los constructos derivados de pcDNA3.1V5-His/TOPO
sintetizadas previamente para investigar el efecto de la expresion constitutiva de los genes insertados en una linea
celular industrialmente relevante. Para lograr esto, se llevd a cabo una integracién estable utilizando la linea de células
huésped CHOK1SV GS-KO de Lonza. Inicialmente, los constructos SCD1-V5, SREBF1-V5, SREB410-V5 y control
(pcDNAS.1V5-His/TOPO vacio) se linealizaron mediante digestién durante la noche con la enzima de restriccion Pvul
(NEB). Después de la linealizacion, el ADN se purificd mediante precipitacién con etanol y las células CHOK1SV GS-
KO se electroporaron utilizando 20 pg de ADN y 1 x 107 células viables antes de la transferencia inmediata a matraces
T75 que contienen medio CD-CHO (Thermo Fisher) a 37 °C para obtener un volumen final de 20 ml. Los matraces se
colocaron en una incubadora estéatica humidificada a 37°C con un 5% de CO2 en atmdsfera de aire durante 24 horas.
Se diluyé una reserva concentrada del agente de seleccion G418 (Melford) en medio CD-CHO y se afadieron 5 ml de
esta reserva a los matraces T75 y se mezcl6é suavemente para producir una concentracién final de 750 pg/ml en un
volumen total de 25 ml. Se realizaron recuentos de células cada 3-4 dias para determinar el crecimiento y la viabilidad
del cultivo y se renovaron 750 pug/ml de G418 en medio CD-CHO aproximadamente cada 6 dias mediante
centrifugacion y resuspension. Las células se transfirieron a matraces Erlenmeyer de 125 ml y se establecié un cultivo
celular en suspension de rutina una vez que las células alcanzaron una concentraciéon de 2 x 105 células viables/mL.
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Tabla 4: Compendio de secuencias de cebador

eGFP SV40 For TAT GCTAGC GGTACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGA Nh el, Ken |*

SREBF1 VSAi:or FRl . TAT éCGGCéGC‘ATGGVACGAG

SREBF1 VS Rev ATA CTCGAG CGGCTACTCTT

SCD1 V5 For FRT TAT GGTACC ATGCCGGCC Kpnl 12

SCD1 V5 Rev FRT ATA CTCGAG CGGCTACTCTT Xhol 13

SREBF1 VS For 3.1 TAT GCOOCCOC ATGOACGAG Notl 16

SREBF1 V5 Rev 3.1 ATA TCTAGA CTGCTGGAAGTGACGGTGGTTC Xbal 17

SREB410 VS5 For TAT GCGGCCGC ATGGACGAG Notl 20

SREB410 V5 Rev ATA TCTAGA CTCATGCCCTCCATAGACACATCTGTG Xbal 21

SCD1 VS For 3.1 TAT GGTACC ATGCCGGCC Kpnl 24

SCD1 VS5 Rev 3.1 ATA CTCGAG CGGCTACTCTT Xhol 25

Ejemplo 2: Analisis de expresion de LMM en células estables que sobreexpresan un LMM

Tras el establecimiento de grupos de células Flp-In CHO estables integrados de forma estable con un control (pcDNA5
FRT vacio), SCD1-V5 o SREBF1 V5, se llevo a cabo la inmunofluorescencia para confirmar tanto la expresién de los
genes integrados exdgenos estables como, ademas, la ubicacion intracelular de las proteinas expresadas. Las lineas
celulares de control, SCD1-V5 y SREBF 1-V5 se sembraron a 2 x 10° células viables por pocillo en una placa de 24
pocillos en medio Ham Nutrient Mix F12 suplementado con FBS al 10%. Las muestras se fijaron en metanol y se
expusieron primero a anticuerpos anti-V5 (producidos en ratones- Sigma V8012) y sucesivamente conjugado
secundario FITC anti-ratén (levantado en cabra-Sigma F0257). Ademas, las células se expusieron a tincién con DAPI
(10 pg/mL de solucién de trabajo) para tedir el ADN celular resaltando asi los nucleos. Las imagenes
inmunofluorescentes resultantes se muestran en la Figura 1.

La presencia de las tinciones FITC en las lineas celulares SCD1-V5 y SREBF1-V5 muestra que los genes
exogenos/recombinantes se expresaron con éxito y, ademas, la localizacién celular de las proteinas SCD1-V5 y
SREBF1-V5 fue claramente evidente. La proteina SCD1-V5 expresada constitutivamente estaba presente y era
abundante en toda la célula, y las imagenes mostraban que su localizacion estaba en el citoplasma y en el ER. Por el
contrario, la proteina SREBF1-V5 se expresé en una cantidad mucho menor, pero se ubicé de manera muy prominente
en el perinacleo formando un anillo alrededor de los nicleos. Es importante considerar que la secuencia del epitopo
V5 se agregé al extremo 3' del gen y, debido a la regulacion natural de SREBF 1, los dominios especificos se escinden
y se reubican dentro de la célula. La region bHLH (hélice de bucle de hélice basica) madura y escindida es de particular
importancia ya que es responsable de la activacion transcripcional de muchos genes con implicaciones en la
biosintesis y conformacion de lipidos. Debido a que esta regién esta codificada en el extremo 5' del gen, esta regién
no se detectaria al tefiir la etiqueta 3' V5 y, por lo tanto, es imposible determinar si alguna de las partes escindidas
expresadas constitutivamente de la proteina traducida esta presente. en las células de la imagen.

Se llevo a cabo la tincién de proteinas estables etiquetadas con V5 intracelulares para determinar la presencia de
SCD1-V5 y SREBF1-V5 en lineas celulares en suspension CHOK1SV GS-KO disefiadas por ingenieria. Para adherir
estas células a un cubreobjetos en una placa de 24 pocillos, primero se trataron los cubreobjetos con poli-L-lisina y
las células se sembraron a 2 x 10° células por pocillo y se dejo incubar a 37 ° C en un 5% de CO2 ambiente incubadora
humidificada estatica durante la noche. Después de la fijaciéon y permeabilizacién del metanol, anti-V5 (producido en
raton - Sigma V8012) fue conjugado con anticuerpo secundario anti-raton TRITC (producido en cabra- T5393). Las
iméagenes resultantes se muestran en la Figura 2.
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Se realizaron transferencias Western usando un anticuerpo anti-V5, un anticuerpo secundario conjugado con HRP
anti-raton y el sistema de deteccion apropiado para confirmar aun mas la expresion de los constructos lipidicos con la
etiqueta V5. Se cargaron cantidades equivalentes de proteina total (determinadas usando el ensayo de Bradford) para
SDS-PAGE seguido de transferencia Western en nitrocelulosa. Las transferencias resultantes se muestran en las
Figuras 3A, 3B y 3C con la etiqueta V5 detectada solo en aquellas células que expresan el constructo SCD1. Sin
embargo, los bajos niveles de expresion logrados con el constructo SREBF1 pueden explicar la falta de deteccion de
V5 en las lineas celulares que expresan este constructo.

Ejemplo 3: Caracteristicas de crecimiento de células estables que sobreexpresan un LMM

En este ejemplo, las caracteristicas de crecimiento, como el recuento de células viables, el nimero de células y la
viabilidad del cultivo, se evaluaron en dos lineas celulares diferentes disefiadas para sobreexpresar LMM, un CHO
Flp-In™ y las lineas celulares CHOK1SV GS-KO (Lonza Biologics). Las lineas celulares disefiadas por LMM se
generaron como se describe en el Ejemplo 1. Las lineas celulares de control se disefiaron para expresar un vector de
expresion marcado con V5 vacio. Un vector de expresion que codifica eGFP se transfectd en las lineas celulares
disefiadas por LMM mediante electroporacion. Las electroporaciones se llevaron a cabo usando 1 x 107 células viables
Flp-In CHO disefiadas con LMM o células CHOK1 SV GS-KO y 20 ug de ADN plasmidico (vector de expresiéon que
codifica eGFP) y estas células se diluyeron hasta un volumen final de aproximadamente 20 o 32 ml en medio Ham
Nutrient Mix F12. Las concentraciones de células viables se determinaron utilizando un contador de células ViCell y
se registraron a las 24, 48, 72 y 96 horas después de la transfeccion del vector de expresion que codifica eGFP.

Los resultados de las células Flp-In™ disefiadas para expresar SCD1 y SREBF1 se muestran en la Figura 4. Las
células que sobreexpresan SCD1 y SREBF1 generalmente mostraron cierto aumento en la concentracion de células
viables en comparacién con las células de control en todos los puntos de tiempo.

Los resultados de las células CHOK1SV GS-KO disefiadas para expresar SCD1, SREBF1 y SREBF410 se muestran
en las Figuras 5A y 5B. La concentracion de células viables en comparacion con la concentracion total de células se
muestra en la Figura 5A, con la concentracion de células viables representada por la columna inferior y la columna
completa representando el nimero total de células contadas. Como se muestra en la Figura 5A, la expresion de LMM
(SCD1 y SREBF1) da como resultado un aumento general en el nimero de células viables y totales en todos los
puntos de tiempo. A las 48, 72 y 96 horas, la concentracion de células viables y totales fue significativamente mayor
en las células modificadas con SCD1 y SREBF1. A las 96 horas, los recuentos de células viables para las células
modificadas con SCD1 y SREBF1 fueron méas de 1 x 108 células/mL mayor que las células de control. También se
calculd la viabilidad del cultivo y se muestra en la Figura 5B. Las células modificadas por ingenieria genética con LMM
generalmente mostraron un aumento en la viabilidad del cultivo en comparacion con las células de control.

Ejemplo 4: aumento de la fluorescencia inducida por eGFP en células estables que sobreexpresan un LMM

En este ejemplo, la capacidad de produccion para producir una proteina recombinante se evalué en el CHO-Flp-In™y
las lineas celulares CHOK1SV GS-KO que se disefiaron para expresar LMM de manera estable, como se describe en
el Ejemplo 1. Las células modificadas por ingenieria genética con LMM se transfectaron con un vector de expresion
que codifica eGFP como se describe en el Ejemplo 3, y la capacidad de produccién se evalué midiendo la cantidad de
eGFP producido por citometria de flujo a las 24, 48, 72 y 96 horas después de la transfeccidn. Se utilizé un instrumento
FACSCalibur (BD Biosciences) para medir la fluorescencia de las células mediada por eGFP y generar los datos que
se muestran aqui.

La produccién de eGFP se midi6 en células Flp-In disefiadas para expresar SCD1 y SREBF1 etiquetados con V5. Las
Figuras 6A, 6B y 6C muestran la mediana de la fluorescencia, la media geométrica de la fluorescencia y la media
aritmética de la fluorescencia, respectivamente, de las células Flp-In disefiadas por LMM registradas mediante
citometria de flujo en los puntos de tiempo especificados. Estos valores aumentan en las células que sobreexpresan
SCD1 para la fluorescencia media, la fluorescencia media geométrica y la fluorescencia media aritmética, lo que
demuestra que las células que expresan SCD1 de forma estable son capaces de producir mas eGFP en comparacién
con las células de control.

La produccién de eGFP se midi6 en células CHOK1SV GS-KO disefiadas para expresar SCD1, SREBF1 y SREBF410
etiquetados con V5. La fluorescencia media se muestra en la Figura 7A y la fluorescencia media geométrica se muestra
en la Figura 7B. Se observé un aumento de la fluorescencia mediana y la fluorescencia media geométrica en las
células diseniadas para sobreexpresar SREBF1.

Para tener en cuenta las diferencias en la concentracion celular y las propiedades de proliferacién observadas en las
lineas celulares derivadas de CHOK1SV GS-KO. La fluorescencia total por ml de cultivo se calculé6 multiplicando la
fluorescencia media aritmética medida por la concentracion celular total (x10° por mL), y los valores calculados se
muestran en la Figura 7C. Como se muestra en la Figura 7C, las células que sobreexpresan SCD1 produjeron una
cantidad significativamente mayor de proteina recombinante (eGFP) 24 horas después de la transfeccion en
comparacion con las células de control. Las células que sobreexpresan SREBF 1 generalmente produjeron una mayor
cantidad de eGFP en todos los puntos de tiempo probados en comparacién con las células de control, y cantidades
significativamente mayores a las 72 y 96 horas después de la transfeccion.
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En conjunto, estos datos muestran que la ingenieria de células para expresar un LMM, como SCD1 y SREBF1,
aumenta la capacidad de produccién de una proteina recombinante expresada transitoriamente como eGFP. Ademas,
como lo demuestra la fluorescencia medida, las células produjeron un aumento de eGFP funcional y plegada
correctamente en comparacion con las células que no tenian una modificacion que modula el metabolismo de los
lipidos, lo que demuestra que la modulacién del metabolismo de los lipidos aumenta tanto el rendimiento como la
calidad de la produccion.

Ejemplo 5: Productividad mejorada en células estables que sobreexpresan un LMM

De manera similar a los experimentos descritos en el Ejemplo 4, se evalu6 la capacidad de produccién de diferentes
productos de las lineas celulares que expresan LMM de manera estable, como una molécula de anticuerpo lIgG4
modelo (denominada en el presente documento como anticuerpo A) y una proteina de fusion (denominada en el
presente documento como proteina de fusién Fc o FP).

Se sometieron a electroporacion células Flp-In que expresaban de manera estable SCD1 y SREBF1 marcado con V5
(disefiadas como se describe en el Ejemplo 1) con vectores de expresién que codifican el anticuerpo A o una proteina
de fusién Fc. Después de la electroporacion, se determiné la cantidad de anticuerpo recombinante A y FP en el
sobrenadante del cultivo a las 24, 48, 72 y 96 horas después de la electroporacién mediante transferencia Western.
Se usaron un anticuerpo primario anti-cadena pesada, un anticuerpo secundario conjugado anti-HRP de conejo y el
reactivo de deteccién apropiado para detectar el anticuerpo A (Figura 8A) y la proteina de fusion Fc (Figura 9A). El
cambio promedio en la produccién de la proteina de fusion del anticuerpo A y Fc se determiné mediante HPLC de
proteina A, y se muestra en las Figuras 8B y 9B, respectivamente. Las lineas celulares que expresan SCD1 exdgena
demostraron una mayor productividad en comparacion con las lineas celulares de control con ambas proteinas
recombinantes. Ademas, este efecto fue consistente en los puntos de tiempo de 24, 48, 72 y 96 horas analizados.

Las células CHOK1SV GS-KO de Lonza (Xceed™) que expresan de manera estable los constructos SCD1, SREBF1
y SREBF410 (disefiadas como se describe en el Ejemplo 1) se transfectaron transitoriamente con dos proteinas
recombinantes; un modelo IgG4 (anticuerpo A) y una proteina de fusion Fc. Después de la electroporacion, la cantidad
de anticuerpo recombinante Ay FP en el sobrenadante del cultivo se determin6 cada 24 horas hasta 96 horas mediante
transferencia Western utilizando un anticuerpo primario anti-cadena pesada, un anticuerpo secundario conjugado anti-
HRP de conejo y el reactivo de deteccién apropiado. (Figuras 10A y 11A). El cambio promedio en la produccion de la
proteina de fusién del anticuerpo A y Fc se determiné mediante HPLC de proteina A, y se muestra en las Figuras 10B
y 11B, respectivamente. Las lineas celulares CHOK1SV GS-KO que expresan SCD1, SREBF1y SREBF410 exégenos
demostraron una mayor productividad en comparacién con las lineas celulares de control con ambas proteinas
recombinantes (Figuras 10B y 11B). Ademas, este efecto fue consistente en los puntos de tiempo de 48, 72 y 96 horas
analizados.

Las células CHOK1SV GS-KO de Lonza (Xceed™) que expresan de manera estable los constructos SCD1, SREBF1
y SREBF410 (disefiadas como se describe en el Ejemplo 1) se transfectaron de manera estable con dos proteinas
recombinantes; un modelo IgG4 (anticuerpo A) y una proteina de fusién Fc. Las Figuras 15A y 16A muestran la
productividad volumétrica de la proteina de fusion del anticuerpo Ay FC respectivamente a las 48, 96, 144 y 192 horas
después de la siembra inicial a 0,2 x 108 células viables/ml. Los resultados muestran que los grupos de células que
sobreexpresan SCD1 mejoran el rendimiento absoluto de ambas moléculas recombinantes. Ademas, tras los calculos
para incluir el nimero de células, la productividad especifica de ambas moléculas recombinantes también aumenté
considerablemente en los grupos de células que sobreexpresan SCD1 (Figura 15B y 16B).

Estos resultados muestran colectivamente que la ingenieria de células para expresar un LMM, como SCD1, SREBF1
y un fragmento funcional de SREBF1 (SREBF410) aumenta la capacidad de produccién de proteinas recombinantes
expresadas transitoriamente, como moléculas de anticuerpos y proteinas de fusion.

Ejemplo 6: Mejora de las lineas celulares de produccidn establecidas

Los ejemplos 4 y 5 demuestran que las lineas celulares que expresan LMM de manera estable tienen una produccion
mejorada cuando expresan transitoriamente un producto recombinante, como una GFP, una molécula de anticuerpo
o una proteina de fusién. En este ejemplo, se realizd un andlisis para determinar el efecto de los LMM en la mejora de
los rendimientos estables existentes de un producto recombinante en lineas celulares establecidas.

Se utilizaron células CHO121 que se habian modificado previamente para expresar de manera estable una molécula
de anticuerpo IgG4 modelo (anticuerpo A). Los constructos que codifican SCD1 marcado con V5, SREBF1 y un
SREBF1 truncado (SREBF410) se expresaron transitoriamente en las células que expresan de forma estable el
anticuerpo A. Las células de control se transfectaron con un vector de etiqueta V5 vacio. Los sobrenadantes de las
células se recogieron a las 48, 72 y 168 horas. Se realizdé un andlisis de transferencia Western para determinar la
cantidad de anticuerpo A producido mediante el uso de un anticuerpo primario anti-cadena pesada (Sigma 19764),
seguido de un anticuerpo secundario conjugado con HRP anti-conejo (Sigma A6154), y los resultados se muestran en
la Figura 12A. Como se muestra, la expresion de los LMM SCD1 y SREBF410 dio como resultado un aumento en la
cantidad de anticuerpo A producido por las células en comparacion con el control a las 48 y 72 horas después de la
introduccion de los LMM. Los sobrenadantes de las células se sometieron a analisis de Coomassie para mostrar la
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cantidad de anticuerpo A producido después de 168 horas después de la introduccion de los LMM y demostrar que la
expresion transitoria de LMM (SCD1 y SREBF410) dio como resultado una produccion mejorada de la proteina
recombinante (Figura 12B). La Figura 13 muestra el analisis cuantitativo del anticuerpo A usando proteina A HPLC
que destaca un marcado aumento en el titulo promedio del producto después de transfecciones transitorias con
plasmidos que contienen SCD1 y SREB410 a las 48, 72, 96 y 144 horas después de la transfeccién. La Figura 14
muestra el analisis cuantitativo de la proteina de fusion FC utilizando el andlisis de la proteina A para determinar los
titulos del producto y el numero de células viables para determinar la productividad especifica. Estos datos muestran
un aumento en la productividad especifica promedio de células transfectadas transitoriamente con vectores que
contienen elementos LMM y el constructo que contiene SREBF1 produce el valor promedio mas alto.

Estos resultados muestran que la modulacion del metabolismo de los lipidos en lineas celulares establecidas puede
mejorar aln mas la capacidad de produccién en comparacién con los rendimientos establecidos.

Ejemplo 7: Productividad mejorada mediante la introduccidon simultanea de genes recombinantes y LMM

Se generaron plasmidos/constructos que comprenden genes para la expresién apropiada tanto de una
inmunocitoquina ejemplar como de un control (sin LMM), SCD1, SREBF1 o SREB411 (las secuencias derivadas de
SREBF1 eran especificas de CHO; NM_001244003, SEQ ID NO: 34 y 36). Estos constructos se usaron luego para
transfectar transitoriamente las células CHOK1SV GS-KO de Lonza. La Figura 17A muestra el analisis Western de los
sobrenadantes recogidos a las 48 y 96 horas después de la transfeccién. Se redujeron las muestras de sobrenadante
utilizadas y se detecté el producto transitorio sondeando con un anticuerpo primario anti-cadena pesada y un
secundario anti-conejo conjugado con HRP para resaltar una cadena pesada nativa (banda inferior) y una cadena
pesada fusionada con citoquina (banda superior). La inclusién de los genes SCD1, SREBF1 y SREB411 en el
constructo transfectado dio como resultado un aumento en las intensidades de ambas bandas tanto a las 48 como a
las 96 horas después de la transfeccién. Ademas, la Figura 17B muestra el andlisis cuantitativo de muestras obtenidas
96 horas después de la transfeccion usando analisis de proteina A. Las abundancias relativas de la inmunocitoquina
respaldan los datos presentados en el analisis western (Figura 17A).

Estos datos muestran que la inclusién simultanea de un LMM, como SCD1, SREBF 1 y un fragmento funcional de
SREBF1 (SREBF411), con genes de productos recombinantes puede mejorar la capacidad de produccion.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para producir un polipéptido recombinante en una célula de mamifero, que comprende:

i) introducir en la célula un primer acido nucleico exégeno que codifica un primer modulador del metabolismo de
lipidos (LMM) que comprende estearoil CoA desaturasa-1 (SCD1); y un &cido nucleico exégeno que codifica el
polipéptido recombinante; y

ii) cultivar la célula en condiciones donde se expresan el primer LMM y el polipéptido recombinante,
produciendo asi el polipéptido recombinante,
en donde el polipéptido recombinante es:

i) un polipéptido terapéutico,

i) un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo del mismo, un anticuerpo monoclonal o una molécula biespecifica,
0

iii) seleccionado de una hormona, un factor de coagulacion o coagulacién de la sangre, una citoquina o factor de
crecimiento, una proteina de fusién o una vacuna proteica;

en donde el LMM comprende al menos 80, 90, 95, 98, 99 o0 100% de identidad con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 3.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde el primer LMM proporciona un mayor rendimiento o tasa de produccién
del polipéptido recombinante en comparacién con una célula que no tiene el primer LMM.

3. El método de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde la célula comprende ademas un segundo &cido
nucleico exdégeno que codifica un segundo LMM que comprende SREBF1 (factor de transcripcion de unién a
elementos reguladores de esteroles), y en la etapa (ii) la célula se cultiva en condiciones en las que se expresa el
segundo LMM,;

en donde el segundo LMM comprende una secuencia de aminoacidos con al menos un 80, 90, 95, 98, 99 0 100% de
identidad con la secuencia de aminoacidos de SREBF1 correspondiente a SEQ ID NO: 1 o0 34.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la produccién del polipéptido recombinante
aumenta dos veces en comparacion con el nivel o la cantidad de polipéptido recombinante producido por una célula
sin el primer LMM.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el &cido nucleico que codifica el modulador
del metabolismo de los lipidos se integra en el genoma cromosémico de la célula, en donde el LMM se expresa de
forma estable.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la célula es una célula CHO.

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas separar el polipéptido de al
menos un componente celular o medio.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el acido nucleico exdgeno que codifica el
polipéptido recombinante se introduce después de introducir el primer acido nucleico exdégeno que codifica el primer
LMM.

9. Una célula CHO que comprende:

un primer acido nucleico que codifica un primer modulador del metabolismo de lipidos (LMM), en donde el primer
LMM comprende estearoil CoA desaturasa-1 (SCD1);y

un acido nucleico que codifica un polipéptido recombinante,
en donde dichos acidos nucleicos no se encuentran naturalmente dentro de la célula;

en donde el primer &cido nucleico esta integrado en el genoma cromosémico de la célulay en donde la célula expresa
el LMM;

en donde la célula expresa el polipéptido recombinante y en donde el polipéptido recombinante es:
i) un polipéptido terapéutico humano,

i) un anticuerpo o fragmento del mismo, un anticuerpo monoclonal o una molécula biespecifica, o
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iii) seleccionado de una hormona, un factor de coagulacion o coagulacion de la sangre, una citoquina o factor de
crecimiento, una proteina de fusién y una vacuna proteica;

en donde el LMM comprende al menos 80, 90, 95, 98, 99 o0 100% de identidad con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 3.

10. La célula de la reivindicacién 9, en donde el primer LMM proporciona un mayor rendimiento o tasa de produccion
del polipéptido recombinante en comparacién con una célula que no tiene el primer LMM.

11. Uso de la célula de la reivindicacion 9 o la reivindicaciéon 10 en la produccidén de un polipéptido recombinante
terapéutico de interés.

12. Método para producir un polipéptido recombinante que comprende cultivar la célula de la reivindicacién 9 o la
reivindicaciéon 10 y recuperar el polipéptido recombinante producido por la célula separando el polipéptido
recombinante de la célula o medio de cultivo en donde se cultivé la célula.
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