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DESCRIPCION
Vgll4 con elemento regulador CIS de UCP-1 y método de uso del mismo
DECLARACION DE DERECHOS DEL GOBIERNO

[0001] Estainvencion se realiz6 con el apoyo del gobierno bajo el nimero de subvencién HL138454 otorgado por el
National Institutes of Health. El gobierno tiene ciertos derechos en la invencion.

ANTECEDENTES

[0002] Laobesidad es una epidemia mundial que asola a la sociedad humana, amenazando la salud tanto de adultos
como de niflos. Se necesitan con urgencia terapias farmacologicas eficaces para la obesidad. Las patologias
relacionadas con la obesidad incluyen, entre otras, la diabetes y enfermedad hepatica. El crecimiento excesivo de
tejido adiposo es la raiz de la obesidad, con efectos nocivos para la salud. El tejido adiposo estd compuesto por tejido
adiposo blanco y marrén (BAT). El tejido adiposo blanco (WAT) almacena triglicéridos en los adipocitos, y el BAT
guema triglicéridos y glucosa para generar calor. El desarrollo de la obesidad depende no solo del equilibrio entre la
ingesta de alimentos y la utilizacién de calorias, sino también del equilibrio entre BAT y WAT. Un BAT mas alto se
correlaciona con la delgadez en los adultos y un mayor volumen muscular en los nifios, lo que indica que el BAT
funcional beneficia tanto la homeostasis energética como el crecimiento muscular. En humanos, el BAT es abundante
en bebés y disminuye con la edad. Recientemente, el descubrimiento de BAT funcional en individuos adultos plante6
la posibilidad de tratar la obesidad mediante la activacion de BAT. Sin embargo, faltan composiciones y métodos para
aumentar el BAT. La presente divulgacion esta dirigida a superar estas y otras deficiencias en la técnica.

[0003] La W02018/215613, a nombre de la Univ Barcelona Autbnoma, describe un constructo de expresion para
expresar FG21 en tejido adiposo y el uso del mismo para tratar la obesidad reduciendo el tamafio de adipocitos blancos
y volviendo marrén el tejido adiposo blanco. Este documento también describe un constructo de expresion para
expresar FGF21 en tejido adiposo en donde una secuencia de nucleétidos que codifica FGF21 esta bajo control del
promotor mini/UCP1, que esta compuesto del potenciador de UCP1 especifico de adiposo y el promotor de UCP1
basal

SUMARIO

[0004] La siguiente divulgacion incluye mejoras sobre tales deficiencias. Por consiguiente, se proporciona un
polinucleétido que comprende
un elemento regulador cis y una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina tipo 4 vestigial, en donde
el elemento regulador cis comprende un potenciador un potenciador de proteina 1 y un promotor de proteina
1 de desacoplamiento.
También se proporciona un vector viral que comprende un polinucleétido de acuerdo con el primer aspecto.

[0005] En un ejemplo, el potenciador de proteina de desacoplamiento tiene por lo menos un 90% de identidad con
una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 4, y la SEQ ID NO: 7. En otro ejemplo, el potenciador
de proteina 1 de desacoplamiento se selecciona de la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 4, y la SEQ ID NO: 7. En otro
ejemplo, el promotor de la proteina 1 de desacoplamiento tiene por lo menos un 90% de identidad con una secuencia
seleccionada de la SEQ ID NO: 2, la SEQ ID NO: 5, y la SEQ ID NO: 8. En otro ejemplo mas, el promotor de la proteina
1 de desacoplamiento se selecciona de la SEQ ID NO: 2, la SEQ ID NO: 5y la SEQ ID NO: 8. En otro ejemplo mas,
el elemento regulador cis tiene por lo menos un 90 % de homologia con una secuencia seleccionada de la SEQ ID
NO: 3, la SEQ ID NO: 6 y la SEQ ID NO: 9. En un ejemplo adicional, el elemento regulador cis se selecciona de la
SEQ ID NO: 3,la SEQ ID NO: 6y la SEQ ID NO: 9.

[0006] En otro ejemplo, la proteina tipo 4 vestigial tiene por lo menos un 90% de homologia con una secuencia
seleccionada de la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO: 19, la
SEQ ID NO: 21, la SEQ ID NO: 23, la SEQ ID NO: 25, la SEQ ID NO: 27, la SEQ ID NO: 29, la SEQ ID NO: 31y la
SEQ ID NO: 33. En otro ejemplo mas, la proteina tipo 4 vestigial se selecciona de la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO:
13, la SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO: 19, la SEQ ID NO: 21, la SEQ ID NO: 23, la SEQ ID NO: 25,
la SEQ ID NO: 27, la SEQ ID NO: 29, la SEQ ID NO: 31 y la SEQ ID NO: 33. En otro ejemplo mas, la secuencia que
codifica una proteina tipo 4 vestigial tiene por lo menos un 90% de identidad con un secuencia seleccionada de la
SEQ ID NO: 10, la SEQ ID NO: 12, la SEQ ID NO: 14, la SEQ ID NO: 16, la SEQ ID NO: 18, la SEQ ID NO: 20, la
SEQ ID NO: 22, la SEQ ID NO: 24, la SEQ ID NO: 26, la SEQ ID NO: 28, la SEQ ID NO: 30 y la SEQ ID NO: 32. En
un ejemplo adicional, la secuencia que codifica una proteina tipo 4 vestigial se selecciona de la SEQ ID NO: 10, la
SEQ ID NO: 12, la SEQ ID NO: 14, la SEQ ID NO: 16, la SEQ ID NO: 18, la SEQ ID NO: 20, la SEQ ID NO: 22, la
SEQ ID NO: 24, la SEQ ID NO: 26, la SEQ ID NO: 28, la SEQ ID NO: 30 y la SEQ ID NO: 32.

[0007] En otro ejemplo, la proteina tipo 4 vestigial tiene de 0 a 3 sustituciones en una secuencia seleccionada de la
SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO: 19, y la SEQ ID NO: 21, en
donde las sustituciones no estan en un dominio TDU. En otro ejemplo mas, la proteina tipo 4 vestigial tiene de 0 a 3
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sustituciones en una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 23, la SEQ ID NO: 25, la SEQ ID NO: 27, la SEQ ID
NO: 29, la SEQ ID NO: 31y la SEQ ID NO: 33, en donde las sustituciones no estan en un dominio TDU.

[0008] Oftro ejemplo incluye ademas un intrén entre el elemento regulador cis y la secuencia de nucleétidos que
codifica una proteina tipo 4 vestigial. En otro ejemplo, el intrén tiene por lo menos un 90% de homologia con la SEQ
ID NO: 34. En otro ejemplo més, el intrén es la SEQ ID NO: 34.

[0009] Otro ejemplo incluye una secuencia de nucleétidos que tiene por lo menos un 90% de homologia con la SEQ
ID NO: 35. Un ejemplo incluye una secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 35. Otro ejemplo incluye una secuencia
de nucledtidos que tiene por lo menos un 90% de homologia con la SEQ ID NO: 36 Un ejemplo incluye una secuencia
de nucledtidos de la SEQ ID NO: 36.

[0010] Otro ejemplo incluye ademas una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina indicadora. En otro
ejemplo, la proteina indicadora se selecciona de una proteina fluorescente verde, una proteina fluorescente amarilla,
una proteina fluorescente roja, una proteina fluorescente azul, una proteina luciferasa, una proteina beta-
galactosidasa, una proteina glutation S-transferasa, una proteina cloranfenicol acetiltransferasa, y cualquier
combinacion de dos o mas de las anteriores. En otro ejemplo mas, la proteina indicadora incluye una proteina
fluorescente verde. En otro ejemplo mas, la proteina indicadora incluye la SEQ ID NO: 37. En un ejemplo adicional, la
secuencia de nucledtidos que codifica una proteina indicadora incluye la SEQ ID NO: 38.

[0011] Otro ejemplo incluye una secuencia de nucleétidos que tiene por lo menos un 90% de homologia con la SEQ
ID NO: 39. Un ejemplo incluye la SEQ ID NO: 39. Otro ejemplo incluye una secuencia de nucleétidos que tiene por lo
menos un 90% de homologia con la SEQ ID NO: 40. Un ejemplo incluye la SEQ ID NO: 40.

[0012] En otro aspecto, se proporciona un vector viral que incluye cualquiera de los ejemplos anteriores de un
polinucleétido que incluye un elemento regulador cis y una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina tipo 4
vestigial. En un ejemplo, el vector viral incluye un vector asociado con un adenovirus.

[0013] La divulgacion también describe una célula transfectada con cualquiera de los ejemplos anteriores de un
polinucleétido que incluye un elemento regulador cis y una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina tipo 4
vestigial. En un ejemplo, la célula se puso en contacto con cualquiera de los ejemplos anteriores de un vector viral que
incluye cualquiera de los ejemplos anteriores de un polinucleétido que incluye un elemento regulador cis y una
secuencia de nucleétidos que codifica una proteina tipo 4 vestigial.

[0014] La divulgacion también describe un organismo transfectado con cualquiera de los ejemplos anteriores de un
polinucleétido que incluye un elemento regulador cis y una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina de tipo
4 vestigial. En un ejemplo, el organismo se puso en contacto con cualquiera de los ejemplos anteriores de un vector
viral.

[0015] La divulgacion también describe un método. En un ejemplo, el método incluye transfectar una célula con
cualquiera de los ejemplos anteriores de un polinucleétido que incluye un elemento regulador cis y una secuencia de
nucleétidos que codifica una proteina tipo 4 vestigial. En otro ejemplo, la transfeccion incluye poner en contacto la
célula con cualquiera de los ejemplos anteriores de un vector viral que incluye cualquiera de los ejemplos anteriores
de un polinucledtido que incluye un elemento regulador cis y una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina
tipo 4 vestigial. En otro ejemplo més se incluye transfectar un organismo con cualquiera de los ejemplos anteriores de
un polinucledtido que incluye un elemento regulador cis y una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina tipo
4 vestigial. En otro ejemplo mas, la transfeccion incluye poner en contacto el organismo con cualquiera de los ejemplos
anteriores de en vector viral que incluyen cualquiera de los ejemplos anterior de un polinucleétido que incluye un
elemento regulador cis y una secuencia de nucle6tidos que codifica una proteina tipo 4 vestigial.

[0016] En otro ejemplo, el organismo es un mamifero. En otro ejemplo mas, el organismo es un humano.

[0017] En un ejemplo del método, la proteina tipo 4 vestigial no incluye una sustitucion de HF a AA en un dominio
TDU de la proteina tipo 4 vestigial y la transfeccion incluye aumentar la proporcién de un volumen de tejido adiposo
marrén a un volumen de tejido adiposo blanco en el organismo. En otro ejemplo mas, la proteina tipo 4 vestigial no
incluye una sustitucion de HF por AA en un dominio TDU de la proteina tipo 4 vestigial y la transfeccion incluye
aumentar el volumen de tejido adiposo marrén en el organismo, disminuir el volumen de tejido adiposo blanco en el
organismo, o ambos. En otro ejemplo mas, la proteina tipo 4 vestigial no comprende una sustitucion de HF por AA en
un dominio TDU vy la transfeccion incluye reducir una proporcién de un volumen de tejido adiposo a un volumen de
tejido no adiposo en el organismo.

[0018] En un ejemplo adicional, la proteina tipo 4 vestigial no incluye una sustitucion de HF por AA en un dominio
TDU, y el organismo es obeso o esté en riesgo de desarrollar obesidad. En un ejemplo adicional mas, la proteina tipo
4 vestigial no incluye una sustitucion de HF por AA en un dominio TDU, y la transfeccion incluye la prevencion de la
obesidad en el organismo. En otro ejemplo mas, la proteina tipo 4 vestigial no incluye una sustitucion de HF por AA
en un dominio TDU, y la transfeccién incluye el tratamiento de la obesidad en el organismo. En otro ejemplo, la proteina
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tipo 4 vestigial no incluye una sustitucion de HF por AA en un dominio TDU, y la transfeccion incluye reducir la obesidad
en el organismo.

[0019] En un ejemplo del método, la proteina tipo 4 vestigial incluye una sustitucion de HF por AA en cada uno de
los dos dominios TDU, en donde la transfeccidn incluye reducir un volumen de tejido adiposo del organismo. En otro
ejemplo, la proteina tipo 4 vestigial incluye una sustitucion de HF por AA en cada uno de los dos dominios TDU, y la
transfeccion incluye la reduccion de un volumen de tejido adiposo marron del organismo. En otro ejemplo mas, la
proteina tipo 4 vestigial incluye una sustitucion de HF por AA en un dominio TDU, y el organismo es obeso 0 est en
riesgo de desarrollar obesidad. En otro ejemplo mas, la proteina tipo 4 vestigial incluye una sustitucion de HF por AA
en un dominio TDU, y la transfeccién incluye prevenir la obesidad en el organismo. En un ejemplo adicional, la
transfeccion incluye tratar la obesidad en el organismo. En un ejemplo adicional mas, la proteina tipo 4 vestigial incluye
una sustitucion de HF por AA en un dominio TDU, y la transfeccion incluye reducir la obesidad en el organismo.

[0020] En un ejemplo del método, la proteina tipo 4 vestigial incluye una sustitucién de HF por AA en cada uno de
los dos dominios TDU, y la transfeccion incluye reducir la sintesis de acidos grasos en el organismo. En otro ejemplo,
la proteina tipo 4 vestigial incluye una sustitucion de HF por AA en un dominio TDU, y el organismo tiene esteatosis
hepatica o esta en riesgo de desarrollar esteatosis hepatica. En otro ejemplo mas, la proteina tipo 4 vestigial incluye
una sustitucion de HF por AA en cada uno de los dos dominios TDU, y la transfeccion incluye prevenir la esteatosis
hepatica en el organismo. En otro ejemplo mas, la proteina tipo 4 vestigial incluye una sustitucion de HF por AA en
cada uno de los dos dominios TDU, y la transfeccion incluye tratar la esteatosis hepatica en el organismo. En un
ejemplo adicional, la proteina tipo 4 vestigial incluye una sustitucion de HF por AA en cada uno de los dos dominios
TDU, y la transfeccion incluye reducir la esteatosis hepatica en el organismo.

[0021] En un ejemplo del método, la proteina tipo 4 vestigial incluye una sustitucién de HF por AA en cada uno de
los dos dominios TDU, y el organismo tiene diabetes o esta en riesgo de desarrollar diabetes. En otro ejemplo, la
proteina tipo 4 vestigial incluye una sustitucion de HF por AA en cada uno de los dos dominios TDU, en donde la
transfeccion incluye prevenir la diabetes en el organismo. En otro ejemplo mas, la proteina tipo 4 vestigial incluye una
sustitucion de HF por AA en cada uno de los dos dominios TDU, en donde la transfeccidn incluye tratar la diabetes en
el organismo.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0022] Estasy otras caracteristicas, aspectos y ventajas de la presente divulgacion se entenderan mejor cuando se
lea la siguiente descripcion detallada con referencia a los dibujos acompafiantes, en los que:
La FIG. 1 muestra una vista esquematica de constructos de acuerdo con aspectos de la presente divulgacion.
La FIG. 2 muestra la cadencia de la administracién del vector y la medicién de la expresion de acuerdo con
aspectos de la presente divulgacion.
La FIG. 3 muestra imagenes de bioluminiscencia representativas de una vista dorsal de ratones a los que se
les administré un vector viral de acuerdo con aspectos de la presente divulgacion.
La FIG. 4 muestra imagenes de bioluminiscencia representativas de una vista ventral de ratones a los que se
les administré un vector viral de acuerdo con aspectos de la presente divulgacion.
La FIG. 5 muestra el origen de la sefial de bioluminiscencia después de la administracién del vector viral de
acuerdo con aspectos de la presente divulgacion.
La FIG. 6 muestra imagenes de tincion de inmunofluorescencia de BAT interescapular después de la
administracién del vector viral de acuerdo con aspectos de la presente divulgacion.
La FIG. 7 muestra imagenes de tincién de inmunofluorescencia de BAT y WAT interescapular después de la
administracion del vector viral de acuerdo con aspectos de la presente divulgacion.
La FIG. 8 muestra una vista esquematica de un constructo de acuerdo con aspectos de la presente
divulgacion.
La FIG. 9 muestra la cadencia de la administracién del vector y la medicién de BAT y WAT de acuerdo con
aspectos de la presente divulgacion.
La FIG. 10 muestra la expresion relativa de BAT y WAT después del tratamiento con un vector viral de control
de acuerdo con aspectos de la presente divulgacion.
La FIG. 11 muestra la expresion relativa de BAT y WAT después del tratamiento con un vector viral que
incluye un elemento regulador cis de UCP-1 y una secuencia codificante de Vgll4 de acuerdo con aspectos
de la presente divulgacion.
La FIG. 12 muestra un efecto del tratamiento con un vector viral que incluye un elemento regulador cis de
UCP-1 y una secuencia codificante de Vgll4 en el volumen de BAT de acuerdo con aspectos de la presente
divulgacion.
La FIG. 13 muestra un efecto del tratamiento con un vector viral que incluye un elemento regulador cis de
UCP-1 y una secuencia codificante de Vgll4 en el volumen WAT de acuerdo con aspectos de la presente
divulgacion.
La FIG. 14 muestra un efecto del tratamiento con un vector viral que incluye un elemento regulador cis de
UCP-1 y una secuencia codificante de Vgll4 en la proporcion entre el volumen WAT y el volumen BAT de
acuerdo con aspectos de la presente divulgacion.
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La FIG. 15 muestra la expresion bioluminiscente de una proteina indicadora, la luciferasa, en ratones de 6
semanas de edad a los que se les administraron vectores virales que incluian elementos reguladores cis de
acuerdo con la presente divulgacion.

La FIG. 16 muestra la cuantificacion de la actividad de luciferasa en tejido adiposo marrén (BAT).

La FIG. 17 muestra la cuantificacion de la actividad de luciferasa en el higado.

La FIG. 18 muestra la cuantificacion de las copias del genoma del vector viral en BAT e higado segin lo
evaluado por PCR en tiempo real.

La FIG. 19 es una ilustracion de la cascada de sefializacion Hippo/YAP y el papel inhibidor de Vgll4 en las
interacciones YAP/TEAD.

La FIG. 20 muestra las mutaciones realizadas en dos dominios TONDU (TDU_1y TDU_2) de las isoformas
de Vgll4. Las isoformas A a F de Vgll4 incluyen dos dominios TDU, TDU_1 y TDU_2, con las secuencias
indicadas (SEQ ID NO: 41 y SEQ ID NO: 42). Los mutantes de Vgll4-HF4A de las isoformas Vgll4 divulgadas
en la presente incluyen dos sustituciones de alanina por cuatro aminoacidos, dos en TDU_1 (una histidina
por alanina y una fenilalanina por alanina) y dos en TDU_2 (una histidina por alanina y una fenilalanina por
alanina). Vgll4-HF4A tiene los dominios TDU doblemente sustituidos SEQ ID NO: 43 y SEQ ID NO: 44 (en
lugar de SEQ ID NO: 41y SEQ ID NO: 42, respectivamente).

La FIG. 21 es una ilustracién que muestra que mientras Vgll4 altera un complejo YAP/TEAD1, los mutantes
de Vgll4-HF4A no lo hacen.

La FIG. 22 muestra una ilustracion esquematica de la generacién de ratones knockout Teadl especificos de
adipocitos marrones.

La FIG. 23 es una transferencia western que muestra la confirmacion de la expresion reducida de TEAD1 en
tejido adiposo marrén de los ratones knockout TEAD1 condicionales, con GADPH como control.

La FIG. 24 muestra una vista de montaje completo del tejido adiposo marrén interescapular (iBAT) recogido
de ratones macho de 1 mes de edad. Barra =5 mm.

La FIG. 25 muestra la parte entre iBAT y la relaciéon de peso corporal (*P<0.05).

La FIG. 26 muestra la medicion de qRT-PCR de varios niveles de transcripcion de ARNm en BAT,
normalizados a 36B4.

La FIG. 27 es una vista genémica del sitio de union de TEAD1 en la regién promotora de Fgf21.

La FIG. 28 es una ilustracion del disefio experimental para inyectar a ratones adultos alimentados con una
dieta rica en grasas un vector viral de acuerdo con la presente divulgacion. GTT es la prueba de tolerancia a
la glucosa e ITT es la prueba de tolerancia a la insulina.

La FIG. 29 muestra imagenologia de bioluminiscencia de ratones de 8 semanas después de la infusién con
vectores virales de acuerdo con la presente divulgacion.

La FIG. 30 y la FIG. 31 muestran mediciones de peso corporal total y mediciones de ganancia de peso
corporal acumulada de ratones transfectados, respectivamente.

Las FIGS. 32A, 32B y 32C muestran efectos para la transfeccion con un vector viral que lleva un transcrito
de polinucleétido BCE-Vggl4 en una relacién de tejido adiposo total a longitud de tibia, una relacién de masa
magra total a longitud de tibia y una relacion de masa grasa a masa magra. En 32A y 32B, el control de
AAV .Luciferasa esta a la derecha y AAV.Vgll4 esta a la derecha.

La FIG. 33A muestra una ilustracién de un disefio experimental que demuestra que el pretratamiento de
ratones con AAV.BCE.VGLL4 mitiga la ganancia de peso corporal. AAV.BCE.Vgll4 se inyecté por via
subcutanea en la region interescapular de ratones C57/BL6 de 8 semanas de edad. Después de 13 semanas
de tratamiento con dieta rica en grasas, se probé la tolerancia a la glucosa (GTT) de los ratones. Como control
se us6 AAV.BCE.GFP.

Las FIGS. 33B y 33C muestran el peso corporal total y la ganancia de peso corporal acumulada,
respectivamente. AAV.GFP es el trazo superior y AAV.Vgll4.GFP es el inferior.

La FIG. 33D muestra los niveles de ARNm de fgf21 en BAT después de la transfeccién con un constructo que
impulsa Vgll4 con un elemento regulador cis de Ucpl de acuerdo con aspectos de la presente divulgacion.
Las FIGS. 34A y 34B muestran imagenes de inmunofluorescencia de adiposidades marrones
interescapulares (se us6 MCT1 para marcar los bordes celulares) y la expresién de Vgll4, respectivamente,
de ratones C57/BL6 de 8 semanas de edad BL610 dias después de que se les inyectasen por via subcutanea
AAV.BCE.Vgll4 o AAV.BCE.GFP en la region interescapular.

Las FIGS. 34C Y 34D muestran mediciones de PCR en tiempo real de varias transcripciones de ARNm en
tejido adiposo marrén. El control (AAV.BCE.GFP) esté a la derechay AAV.BCE.Vgll4-HF4A esta a la derecha.
La FIG. 35A muestra una ilustraciéon de un disefio experimental que demuestra que el pretratamiento con un
AAV.BCE.VGLL4-HF4A mitiga la ganancia de peso corporal. Se inyectd por via subcutanea
AAV.BCE.Vgll4HF4A en la region interescapular de ratones C57/BL6 de 8 semanas de edad. Después de 12
semanas de tratamiento con dieta rica en grasas, se analizé la glucosa (GTT) y la tolerancia a la insulina (ITT)
en los ratones. Se us6 AAV.BCE.GFP como control.

Las FIGS. 35B y 35C muestran el peso corporal total y la ganancia de peso corporal acumulada,
respectivamente. La FIG. 35D muestra los niveles de glucosa en suero después del desafio con glucosa en
una prueba de tolerancia a la glucosa. Los trazos superiores son de control y los trazos inferiores son
AAV.BCE.Vgll-4HF4A.

Las FIGS. 36A, 36B, 36C, 36D y 36E son graficos que muestran una relacién entre el peso del tejido adiposo
marron y el peso corporal, la expresion del ARNm de Vgll4 en BAT, la expresion del ARNm de Ucpl en BAT,
los niveles de ARNm del gen mitocondrial en BAT vy la expresion del ARNm del gen de sintesis de acidos
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grasos en BAT. Prueba t de Student, *, P<0,05; **, P<0,01. El control (AAV.BCE.GFP) esta a la derecha y
AAV.BCE.Vgll4-HF4A estéa a la izquierda.

La FIG. 37A muestra que el pretratamiento con AAV.BCE.Vgll4-HF4A reduce la relacion entre el peso del
higado y el peso corporal. La FIG. 37B muestra el nivel de expresiéon de ARNm de Vgll4 en el higado. Las
FIGS. 37C y 37D son fotomicrografias que muestran la tincibn con HE y la tinciébn con aceite rojo,
respectivamente, de secciones de higado (barra = 100 ym). La FIG. 37E muestra los niveles de ARNm de
expresion de los genes de sintesis de acidos grasos en el higado mediante PCR cuantitativa en tiempo real.
A, B, E, prueba t de Student, *, P<0,05; **, P<0,01. El control (AAV.BCE.GFP) estd a la derecha y
AAV.BCE.Vgll-4HFA esta a la derecha.

DESCRIPCION DETALLADA

[0023] Esta divulgacién se refiere a un constructo que incluye un elemento regulador cis en sentido ascendente de
una secuencia codificante para un péptido tipo 4 vestigial (Vgll4). En un ejemplo, un elemento regulador cis puede
promover la expresion de un péptido de Vgll4 en células BAT. En un ejemplo, un elemento regulador cis también
puede promover la expresion de un péptido de Vgll4 en células hepéticas. Puede ademas impulsar de manera
especifica o enriquecedora la expresion en células BAT con respecto a la expresion impulsada en muchas o la mayoria
de las otras células, cuando las células se transfectan con el constructo. En un ejemplo, puede impulsar adicionalmente
especifica o enriquecedoramente la expresion en BAT y células hepaticas con respecto a la expresion impulsada en
muchas o la mayoria de las otras células, cuando las células se transfectan con el constructo. También se divulga un
vector viral que incluye el constructo, en donde el vector viral habilita, permite, o promueve la transfeccién de células
con el constructo. En algunos ejemplos, el péptido de Vgll4 puede incluir sustituciones de aminoéacidos. Por ejemplo,
los péptidos de Vgll4 incluyen dos dominios TONDU (o TDU), a los que se hace referencia en la presente como TDU_1
y TDU_2. Cada dominio TDU incluye una secuencia de dipéptido HF. En un ejemplo, uno o ambos dipéptidos HF TDU
pueden incluir sustituciones de aminoacidos, reemplazando HF con un dipéptido de aminoéacidos alifaticos, como AA.

[0024] En un ejemplo, también se divulga que esta provocando un aumento de BAT, una disminucién de WAT, un
aumento de la proporcion entre el volumen de BAT y el volumen de WAT, o cualquiera de los dos anteriores, poniendo
en contacto un organismo con el constructo, como transfectando células de un organismo con el constructo. En un
ejemplo, también se divulga la reducciéon de un volumen de tejido adiposo del organismo poniendo en contacto un
organismo con el constructo, como transfectando células de un organismo con el constructo. En un ejemplo, también
se divulga la reduccién de una proporcion de masa de BAT con el peso corporal de un organismo poniendo en contacto
un organismo con el constructo, como transfectando células de un organismo con el constructo. En un ejemplo,
también se divulga la reduccién del volumen del higado, el peso del higado, el contenido de grasa intrahepatica o
cualquier combinacién de dos o mas de los anteriores, de un organismo poniendo en contacto un organismo con el
constructo, como transfectando células de un organismo con el constructo.

[0025] En un ejemplo, también se divulga la reduccién o minimizacion de los niveles de glucosa en sangre o un
aumento de los niveles de glucosa en un organismo poniendo en contacto un organismo con el constructo, como
transfectando células de un organismo con el constructo. En un ejemplo, también se divulga el aumento de la expresion
de genes mitocondriales, como genes mitocondriales implicados en la respiracion mitocondrial, en un organismo
poniendo en contacto un organismo con el constructo, como transfectando células de un organismo con el constructo.
En un ejemplo, también se divulga la disminucién de la expresién de genes que promueven la lipogénesis en un
organismo poniendo en contacto un organismo con el constructo, como transfectando células de un organismo con el
constructo.

[0026] En un ejemplo, se usa un vector viral que incluye el constructo para transfectar células de un organismo con
el constructo. Un vector viral puede ser un vector viral adeno-asociado u otro vector viral conocido por ser capaz de
transfectar células. El organismo puede ser un mamifero, como un roedor o un humano o cualquier otro mamifero.

[0027] EI Vgll4 es un cofactor de transcripcion conocido por interactuar con moléculas de sefializacion celular y
factores de transcripcion para influir en la supervivencia celular y la funcion celular. Vgll4 es particularmente conocido
por promover la muerte celular inhibiendo el complejo YAP-TEAD1. Se han identificado varias isoformas de Vgll4,
derivadas de variantes de corte y empalme del gen Vgll4. Estos incluyen Vgll4A, Vgll4B, Vgll4C Vgll4D, Vgll4E y Vgll4F.
Las secuencias de aminoacidos de estas proteinas Vgll4 (a las que se hace referencia colectivamente en la presente
como Vgll4), y ejemplos de polinuclettidos que codifican las mismas, se dan en la Tabla Il. Vgll4 se ha relacionado
con un efecto anticancerigeno en varios tipos de cancer, donde niveles méas bajos de Vgll4 se correlacionan o se
corresponden con 0 provocan una supervivencia de células tumorales aumentada y niveles mas altos de Vgll4 se
correlacionan o se corresponden con o provocan un efecto antitumoral que incluye procesos metastasicos disminuidos
y supervivencia o proliferacion de células tumorales disminuidas. Ver Deng, Vgll4 es un cofactor transcripcional que
actla como un nuevo supresor de tumores al interactuar con los TEAD, Am J Cancer Res (2018), 8(6):932-943. A este
respecto, Vgll4 difiere de otros miembros de la familia tipo vestigial (Vgll) (Vglll, Vgll2 y Vgll3) de cofactores de
transcripcion, que no se sabe que tengan funciones supresoras de tumores. Por lo general, no se entiende que los
miembros de la familia Vgl distintos de Vgll4 compartan similitudes funcionales con Vgli4.

[0028] En vista del papel bien establecido de la expresion de Vgll4 aumentada en la promocion de procesos de
muerte celular o la inhibicion de la supervivencia celular, un aumento en el volumen de BAT como se divulga en la
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presente resulta sorprendentemente de la expresion de Vgll4 influenciada por un elemento regulador cis especifico de
células BAT. En otro ejemplo, y sin querer estar limitados por ningdin mecanismo de accion en particular, donde una
proteina Vgll4 incluye sustituciones de HF por AA en ambos dominios TDU, un volumen de BAT reducido, una
acumulacion de grasa intrahepatica reducida, o ambos, pueden resultar de la actividad de Vgll4 que no incluyen la
integraciéon de Vgll4 con una proteina de TEAD. En otro ejemplo, y sin querer estar limitados por ningln mecanismo
de accion particular, donde una proteina Vgll4 incluye sustituciones de HF por AA en ambos dominios TDU, un volumen
de BAT reducido, acumulacion de grasa intrahepatica reducida, o ambos, pueden resultar de la expresion aumentada
de genes mitocondriales implicados en la respiracion mitocondrial, la expresion disminuida de genes implicados en la
lipogénesis, o ambas.

[0029] Para impulsar la expresion bajo el control de un elemento regulador cis, los elementos reguladores cis de la
proteina 1 de desacoplamiento (Ucpl) pueden colocarse adyacentes a una secuencia codificante para una Vgll4. Por
elemento regulador cis, lo que se entiende es una secuencia de nucledtidos que regula la transcripcion de genes
colindantes o secuencias codificantes. Convencionalmente, se considera que Ucpl se expresa especificamente en
células BAT. Por tanto, dicho elemento regulador cis puede impulsar la expresion mayoritariamente, o
predominantemente, o en algunos casos exclusivamente, en células BAT. Sorprendentemente, sin embargo, como se
divulga en la presente, dicho elemento regulador cis puede impulsar la expresion en células hepaticas ademas de la
expresion en células BAT. En un ejemplo, dicho elemento regulador cis puede impulsar la expresién solo en BAT y
células hepaticas.

[0030] Un elemento regulador cis puede incluir un promotor, un potenciador o ambos. En algunos casos, una
secuencia para un elemento regulador cis puede estar localizada en menos de 10 nucledétidos desde un sitio de inicio
de la transcripcién, en menos de 20 nucledtidos desde un sitio de inicio de la transcripcién, en menos de 30 nucledtidos
desde un sitio de inicio de la transcripcion, en menos de 40 nucleétidos desde un sitio de inicio de la transcripcion, en
menos de 50 nucledtidos desde un sitio de inicio de la transcripcion, en menos de 60 nucledtidos desde un sitio de
inicio de la transcripcion, en menos de 70 nucleétidos desde un sitio de inicio de la transcripcién, en menos de 80
nucleétidos desde un sitio de inicio de la transcripcién, en menos de 90 nucleétidos desde un sitio de inicio de la
transcripcion, en menos de 100 nucledétidos desde un sitio de inicio de la transcripciéon, en menos de 125 nucleétidos
desde un sitio de inicio de la transcripcion, en menos de 150 nucleétidos desde un sitio de inicio de la transcripcion,
en menos de 175 nucledtidos desde un sitio de inicio de la transcripcion, en menos de 200 nucleétidos desde un sitio
de inicio de la transcripcion, en menos de 225 nucleétidos desde un sitio de inicio de la transcripcién, en menos de
250 nucleétidos desde un sitio de inicio de la transcripcidon, en menos de 275 nucleétidos desde un sitio de inicio de la
transcripcion, en menos de 300 nucleétidos desde un sitio de inicio de la transcripcion, en menos de 325 nucledtidos
desde un sitio de inicio de la transcripcion, en menos de 35 nucleétidos desde un sitio de inicio de la transcripcion, en
menos de 375 nucledtidos desde un sitio de inicio de la transcripcién, en menos de 400 nucleétidos desde un sitio de
inicio de la transcripcién, en menos de 425 nucleétidos desde un sitio de inicio de la transcripcion, en menos de 450
nucleétidos desde un sitio de inicio de la transcripcion, en menos de 475 nucleétidos desde un sitio de inicio de la
transcripcién, en menos de 500 nucledtidos desde un sitio de inicio de la transcripcion, o entre 500 y 1.000 nucle6tidos
desde un sitio de inicio de la transcripcién.

[0031] Un promotor es una secuencia de nucleétidos a la que se unen las enzimas que polimerizan el ARN para
iniciar la transcripcion de una secuencia génica en sentido descendente. Muchos genes que muestran expresion
especifica del tipo de tejido o de célula incluyen un promotor en sentido ascendente de la secuencia de ADN que
codifica el ARN que es particularmente activo en las células donde se expresa el gen. Un promotor puede ser mas
activo en algunas células que en otras, como estar activo solo en tipos de células o de tejidos especificos, o0 muy activo
en ciertos tipos de células o de tejidos con respecto a otros. Los promotores incluyen una secuencia donde se inicia
la transcripcién. Los promotores eucariotas pueden incluir y tipicamente incluyen caracteristicas como una caja TATA,
un sitio de reconocimiento del factor de transcripcion 1IB y una secuencia promotora central (o un iniciador). Los
factores de transcripcion se unen y la ARN polimerasa se une a un promotor para iniciar la transcripcion.

[0032] En un elemento regulador cis también puede haber incluidas una o mas secuencias potenciadoras. Un
potenciador es parte de un elemento regulador cis que potencia la transcripcién iniciada en o por el promotor. Un
potenciador puede servir para promover el inicio de la transcripcion en un promotor, por ejemplo, como mediante la
unioén de factores de transcripcién adicionales al potenciador que facilitan o potencian el reclutamiento de otros factores
y maquinaria transcripcional al promotor. Al igual que con los promotores, muchos genes tienen potenciadores que
estan implicados en la expresion especifica de células o tejidos o potenciada por células o tejidos.

[0033] Ucpl es una proteina mitocondrial expresada especificamente en células BAT. El gen Ucpl incluye un
elemento regulador cis en el que se han identificado y caracterizado elementos potenciadores y promotores. Tales
elementos reguladores cis son responsables de promover la expresion de secuencias de genes colindantes en células
BAT y no en otros tipos de tejidos o células. Las secuencias que pueden incluirse en un elemento regulador cis de
acuerdo con la presente divulgacion en base a los elementos reguladores cis de los genes Ucpl se muestran en la
Tabla I.
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Tabla I: Secuencias de Elementos Reguladores Cis

SEQ

NO

Identidad

Secuencia

Potenciador
de Ucpl
de raton

GCATGCCAATTTATAGTGCCGTCACTAACAGTACTGATACTTTAA
CATGCTAAGTTTAAAGTGTGTGCTATATTAATTGTAAGATTGGTG
AAGAGAGGTGTTATCAGATGGAAGCTGCACATTTCTGGATTAATG
TGGTTAAATGTATCTTCTCCTGTGATTACTGTCTTTATTTCTTCTTT
TAAAATATTGTCATTTGGACATCTATCTGTATAGCTACGCCCTGAC
ACGTCCTCCTGGAGACAGATAAGAAGTTACGACGGGAGGAGCAG
ATGGAGGCAAAGCGCTGTGATGCTTTTGTGGTTTGAGTGCACACA
TTTGTTCAGTGATTCTGTGAAATGAGTGAGCAAATGGTGACCGGG
TGCCCTGTAAATGGTGTTCTACATCTTAAGAGAAGAACACGGACA
CTAGGTAAGTGAAGCTTGCTGTCACTCCTCTACAGCGTCACAGAG
GGTCAGTCACCCTTGACCACACTGAACTAGTCGTCACCTTTCCACT
CTTCCTGCCAGAAGAGCAGAAATCAGACTCTCTGGGGATATCAGC
CTCACCCCTACTGCTCTCTCCATTATGAGGCAAACTTTCTTTCACT
TCCCAGAGGCTCTGGGGGCAGCAAGGTCAACCCTTTCCTCAGACT
CTAG

Promotor
de Ucpl
de raton

TCTCGGAGGAGATCAGATCGCGCTTATTCAAGGGAACCAGCCCCT
GCTCTGCGCCCTGGTCCAAGGCTGTTGAAGAGTGACAAAAGGCAC
CACGCTGCGGGGACGCGGGTGAAGCCCCTCTGTGTGTCCTCTGGG
CATAATCAGGAACTGGTGCCAAATCAGAGGTGATGTGGCCAGGG
CTTTGGGAGTGACGCGCGGCTGGGAGGCTTGCGCACCCAAGGCA
CGCCCCTGCCAAGTCCCACTAGCAGCTCTTTGGAGACCTGGGCCG
GCTCAGCCACTTCCCCCAGTCCCTCCTCCGGCAAGGGGCTATATA
GATCTCCCAGGTCAGGGCGCAG

Potenciador-
promotor

de Ucpl

de raton

GCATGCCAATTTATAGTGCCGTCACTAACAGTACTGATACTTTAA
CATGCTAAGTTTAAAGTGTGTGCTATATTAATTGTAAGATTGGTG
AAGAGAGGTGTTATCAGATGGAAGCTGCACATTTCTGGATTAATG
TGGTTAAATGTATCTTCTCCTGTGATTACTGTCTTTATTTCTTCTTT
TAAAATATTGTCATTTGGACATCTATCTGTATAGCTACGCCCTGAC
ACGTCCTCCTGGAGACAGATAAGAAGTTACGACGGGAGGAGCAG
ATGGAGGCAAAGCGCTGTGATGCTTTTGTGGTTTGAGTGCACACA
TTTGTTCAGTGATTCTGTGAAATGAGTGAGCAAATGGTGACCGGG
TGCCCTGTAAATGGTGTTCTACATCTTAAGAGAAGAACACGGACA
CTAGGTAAGTGAAGCTTGCTGTCACTCCTCTACAGCGTCACAGAG
GGTCAGTCACCCTTGACCACACTGAACTAGTCGTCACCTTTCCACT
CTTCCTGCCAGAAGAGCAGAAATCAGACTCTCTGGGGATATCAGC
CTCACCCCTACTGCTCTCTCCATTATGAGGCAAACTTTCTTTCACT
TCCCAGAGGCTCTGGGGGCAGCAAGGTCAACCCTTTCCTCAGACT
CTAGTCTCGGAGGAGATCAGATCGCGCTTATTCAAGGGAACCAGC
CCCTGCTCTGCGCCCTGGTCCAAGGCTGTTGAAGAGTGACAAAAG
GCACCACGCTGCGGGGACGCGGGTGAAGCCCCTCTGTGTGTCCTC
TGGGCATAATCAGGAACTGGTGCCAAATCAGAGGTGATGTGGCC
AGGGCTTTGGGAGTGACGCGCGGCTGGGAGGCTTGCGCACCCAA
GGCACGCCCCTGCCAAGTCCCACTAGCAGCTCTTTGGAGACCTGG
GCCGGCTCAGCCACTTCCCCCAGTCCCTCCTCCGGCAAGGGGCTA
TATAGATCTCCCAGGTCAGGGCGCAG

Potenciador

de UCP1

GACGTCACAGTGGGTCAGTCACCCTTGATCACACTGCACCAGTCT
TCACCTTTCCACGCTTCCTGCCAGAGCATGAATCAGGCTCTCTGG
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especifico
de adiposo
de rata

GGATACCGGCCTCACCCCTACTGAGGCAAACTTTCTCCCACTTCTC
AGAGGCTCTGAGGGCAGCAAGGTCAGCCCTTTCTTTGGAATCTAG
AACCACTCCCTGTCTTGAGCTGACATCACAGGGCAGGCAGATGCA
GCAGGGAAGGGCCTGGGACTGGGACGTTCATCCTACAAGAAAGC
TGTGGAACTTTTCAGCAACATCTCA

Promotor
de UCP1
basal de
rata

GAAATCAGATCGCACTTATTCAAAGGAGCCAGGCCCTGCTCTGCG
CCCTGGTGGAGGCTCCTCATGTGAAGAGTGACAAAAGGCACCAT
GTTGTGGATACGGGGCGAAGCCCCTCCGGTGTGTCCTCCAGGCAT
CATCAGGAACTAGTGCCAAAGCAGAGGTGCTGGCCAGGGCTTTG
GGAGTGACGCGCGTCTGGGAGGCTTGTGCGCCCAGGGCACGCCC
CTGCCGATTCCCACTAGCAGGTCTTGGGGGACCTGGGCCGGCTCT
GCCCCTCCTCCAGCAATCGGGCTATAAAGCTCTTCCAAGTCAGGG
CGCAGAAGTGCCGGGCGATCCGGGCTTAAAGAGCGAGAGGAAGG
GACGCTCACCTTTGAGCTCCTCCACAAATAGCCCTGGTGGCTGCC
ACAGAAGTTCGAAGTTGAGAGTTCGG

Potenciador
de UCP1 de
rata con
promotor
de UCP1
basal

de rata

GACGTCACAGTGGGTCAGTCACCCTTGATCACACTGCACCAGTCT
TCACCTTTCCACGCTTCCTGCCAGAGCATGAATCAGGCTCTCTGG
GGATACCGGCCTCACCCCTACTGAGGCAAACTTTCTCCCACTTCTC
AGAGGCTCTGAGGGCAGCAAGGTCAGCCCTTTCTTTGGAATCTAG
AACCACTCCCTGTCTTGAGCTGACATCACAGGGCAGGCAGATGCA
GCAGGGAAGGGCCTGGGACTGGGACGTTCATCCTACAAGAAAGC
TGTGGAACTTTTCAGCAACATCTCAGAAATCAGATCGCACTTATT
CAAAGGAGCCAGGCCCTGCTCTGCGCCCTGGTGGAGGCTCCTCAT
GTGAAGAGTGACAAAAGGCACCATGTTGTGGATACGGGGCGAAG
CCCCTCCGGTGTGTCCTCCAGGCATCATCAGGAACTAGTGCCAAA
GCAGAGGTGCTGGCCAGGGCTTTGGGAGTGACGCGCGTCTGGGA
GGCTTGTGCGCCCAGGGCACGCCCCTGCCGATTCCCACTAGCAGG
TCTTGGGGGACCTGGGCCGGCTCTGCCCCTCCTCCAGCAATCGGG
CTATAAAGCTCTTCCAAGTCAGGGCGCAGAAGTGCCGGGCGATCC
GGGCTTAAAGAGCGAGAGGAAGGGACGCTCACCTTTGAGCTCCT
CCACAAATAGCCCTGGTGGCTGCCACAGAAGTTCGAAGTTGAGA
GTTCGG

Potenciador
de Ucpl
humano

TGATCAAGTGCATTTGTTAATGTGTTCTACATTTTCAAAAAGGAA
AGGAGAATTTGTTACATTCAGAACTTGCTGCCACTCCTTTGCTACG
TCATAAAGGGTCAGTTGCCCTTGCTCATACTGACCTATTCTTTACC
TCTCTGCTTCTTCTTTGTGCCAGAAGAGTAGAAATCTGACCCTTTG
GGGATACCACCCTCTCCCCTACTGCTCTCTCCAACCTGAGGCAAA
CTTTCTCCTACTTCCCAGAGCCTGTCAGAAGTGGTGAAGCCAGCC
TGCTCCTTGGAATCCAGAACTACTTTCAGAATCTTGAACTTCTGTG
ACCTCTCAGGGTCCC

Promotor
de Ucpl
humano

ACCGCCGCGGTGCGCCCTCCCTCCGACGTGCGGTGTGCGGGGCGC
AGACAACCAGCGGCCGGCCCAGGGCTTTCGGGGAGCGAAGCAGG
GCTCCCGAGGCACCGAGCGAGAATGGGAATGGGAGGGACCCGGT
GCTCCCGGACACGCCCCCGGCAGGTCCCACGCCCGGGTCTTCTGA
GACCTCGCGCGGCCCAGCCCGGGAGCGGCCCAGCTATATAAGTCC
CAGCGGAAGACCGGAACGCAGAGGGTCCTGCTGGCGCGAGGGTG
GGTAGGAGGGGACGCGGGGACT

Potenciador-
promotor

TGATCAAGTGCATTTGTTAATGTGTTCTACATTTTCAAAAAGGAA
AGGAGAATTTGTTACATTCAGAACTTGCTGCCACTCCTTTGCTACG
TCATAAAGGGTCAGTTGCCCTTGCTCATACTGACCTATTCTTTACC
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de Ucpl TCTCTGCTTCTTCTTTGTGCCAGAAGAGTAGAAATCTGACCCTTTG
humano GGGATACCACCCTCTCCCCTACTGCTCTCTCCAACCTGAGGCAAA
CTTTCTCCTACTTCCCAGAGCCTGTCAGAAGTGGTGAAGCCAGCC
TGCTCCTTGGAATCCAGAACTACTTTCAGAATCTTGAACTTCTGTG
ACCTCTCAGGGTCCCACCGCCGCGGTGCGCCCTCCCTCCGACGTG
CGGTGTGCGGGGCGCAGACAACCAGCGGCCGGCCCAGGGCTTTC
GGGGAGCGAAGCAGGGCTCCCGAGGCACCGAGCGAGAATGGGA
ATGGGAGGGACCCGGTGCTCCCGGACACGCCCCCGGCAGGTCCC
ACGCCCGGGTCTTCTGAGACCTCGCGCGGCCCAGCCCGGGAGCGG
CCCAGCTATATAAGTCCCAGCGGAAGACCGGAACGCAGAGGGTC
CTGCTGGCGCGAGGGTGGGTAGGAGGGGACGCGGGGACT

[0034] Los ejemplos de promotores de Ucpl incluyen los de la SEQ ID NO: 2, la SEQ ID NO: 5y la SEQ ID NO: 8
(de genes de Ucpl de raton, rata y humano, respectivamente). Los ejemplos de potenciadores de Ucpl incluyen los
de la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 4 y la SEQ ID NO: 7 (de genes de Ucpl de raton, rata y ser humano,
respectivamente). En un ejemplo, la presencia de dicho potenciador de Ucpl o promotor de Ucpl, o ambos, o de otros
elementos potenciadores o promotores de Ucpl, o ambos, en el elemento regulador cis de un gen puede impulsar la
transcripcion y expresion de dicho gen solo en BAT, o solo en niveles altos en BAT, o solo en niveles detectables en
BAT, o en niveles sustancialmente mas altos en BAT en comparacién con otros tipos de células. En otro ejemplo, la
presencia de tal potenciador de Ucpl o promotor de Ucpl, o ambos, o de otros elementos potenciadores o promotores
de Ucpl, o ambos, en el elemento regulador cis de un gen también puede impulsar la transcripcion y expresion de
dicho gen en las células hepaticas. En algunos ejemplos, un elemento regulador cis puede incluir multiples elementos
potenciadores de Ucpl, como mas de uno de la SEQ ID NO: 2, la SEQ ID NO: 5y la SEQ ID NO: 8, o una combinacion
0 combinaciones de los mismos.

[0035] Un elemento regulador cis de Ucpl puede incluir una secuencia de la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 6 o la
SEQ ID NO: 9. O puede incluir un promotor de Ucpl sin un potenciador de Ucpl. Un elemento regulador cis de Ucpl
también puede incluir combinaciones de un potenciador de Ucpl y un promotor de Ucpl distintos de los ejemplos
mencionados anteriormente, como uno 0 mas potenciadores la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 4 y la SEQ ID NO: 7,
junto con cualquiera de los promotores de la SEQ ID NO: 2, la SEQ ID NO: 5y la SEQ ID NO: 8. En la presente se
contemplan explicitamente todas las posibles combinaciones y permutaciones de lo anterior y se incluyen
explicitamente como ejemplos de la presente divulgacion.

[0036] Se ha demostrado con anterioridad que un elemento regulador cis que incluye un potenciador de Ucpl de
rata de la SEQ ID NO: 4 y un promotor de Ucp1l de rata de la SEQ ID NO: 5 impulsa la expresion de un gen colindante
de una manera especifica de BAT. La Publicacién de Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 2016/0319303A1.
Como se divulga en la presente, un elemento regulador cis que incluye un potenciador de Ucpl de raton de la SEQ
ID NO: 1, un promotor de Ucpl de raton de la SEQ ID NO: 2, o0 ambos (como en la SEQ ID NO: 3) también puede
impulsar la expresion de un gen colindante de una manera especifica de BAT. Sorprendentemente, como se divulga
adicionalmente en la presente, un elemento regulador cis que incluye un potenciador de Ucpl y un promotor de Ucpl
también puede inducir la expresion en células hepaticas. Algunos ejemplos pueden tener una secuencia potenciadora
de Ucpl, una secuencia promotora de Ucpl o un elemento regulador cis de Ucpl, con un 90% o mas, o un 95% o
mas, o un 97,5% o mas de homologia de secuencia con cualquiera de los ejemplos anteriores correspondientes.
[0037] En la Tabla Il se muestran las secuencias de aminoéacidos y ejemplos no limitativos de secuencias de
nucleétidos que codifican tales secuencias peptidicas de Vgll4.
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Tabla II: Secuencias de Vgll4

SEQ

NO

Identidad

Secuencia

10

Nucleétido
de Vgll4A

ATGCTATTTATGAAGATGGACCTGTTGAACTATCAGTACTTGGAC
AAGATGAACAACAATATCGGCATTCTGTGCTACGAAGGCGAAGC
TGCTCTCAGGGGAGAACCCAGAATACAGACCCTGCCGGTGGCCTC
TGCCCTCAGCAGTCACCGCACCGGCCCTCCCCCAATCAGCCCCAG
CAAGAGGAAGTTCAGCATGGAGCCAGGTGACGAGGACCTAGACT
GTGACAACGACCACGTCTCCAAAATGAGTCGCATCTTCAACCCCC
ATCTGAACAAGACTGCCAATGGAGACTGCCGCAGAGACCCCCGG
GAGCGGAGCCGCAGCCCCATCGAGCGCGCTGTGGCCCCCACCAT
GAGCCTGCACGGCAGCCACCTGTACACCTCCCTCCCCAGCCTTGG
CCTGGAGCAGCCCCTCGCACTGACCAAGAACAGCCTGGACGCCA
GCAGGCCAGCCGGCCTCTCGCCCACACTGACCCCGGGGGAGCGG
CAGCAGAACCGGCCCTCCGTGATCACCTGTGCCTCGGCTGGCGCC
CGCAACTGCAACCTCTCGCACTGCCCCATCGCGCACAGCGGCTGT
GCCGCGCCCGGGCCTGCCAGCTACCGGAGGCCACCGAGCGCTGC
CACCACCTGTGACCCCGTGGTGGAGGAGCATTTCCGCAGGAGCCT
GGGCAAGAATTACAAGGAGCCCGAGCCGGCACCCAACTCCGTGT
CCATCACGGGCTCCGTGGACGACCACTTTGCCAAAGCTCTGGGTG
ACACGTGGCTCCAGATCAAAGCGGCCAAGGACGGAGCATCCAGC
AGCCCTGAGTCCGCCTCTCGCAGGGGCCAGCCCGCCAGCCCCTCT
GCCCACATGGTCAGCCACAGTCACTCCCCCTCTGTGGTCTCC

11

Aminoacido
de Vgll4A

MLFMKMDLLNYQYLDKMNNNIGILCYEGEAALRGEPRIQTLPVASA
LSSHRTGPPPISPSKRKFSMEPGDEDLDCDNDHVSKMSRIFNPHLNKT
ANGDCRRDPRERSRSPIERAVAPTMSLHGSHLYTSLPSLGLEQPLALT
KNSLDASRPAGLSPTLTPGERQQNRPSVITCASAGARNCNLSHCPIAH
SGCAAPGPASYRRPPSAATTCDPVVEEHFRRSLGKNYKEPEPAPNSV
SITGSVDDHFAKALGDTWLQIKAAKDGASSSPESASRRGQPASPSAH
MVSHSHSPSVVS

12

Nucleotido
de Vgll4B

ATGGAGACGCCATTGGATGTTTTGTCCAGGGCAGCATCTCTGGTG
CATGCTGATGACGAAAAACGCGAAGCTGCTCTCAGGGGAGAACC
CAGAATACAGACCCTGCCGGTGGCCTCTGCCCTCAGCAGTCACCG
CACCGGCCCTCCCCCAATCAGCCCCAGCAAGAGGAAGTTCAGCAT
GGAGCCAGGTGACGAGGACCTAGACTGTGACAACGACCACGTCT
CCAAAATGAGTCGCATCTTCAACCCCCATCTGAACAAGACTGCCA
ATGGAGACTGCCGCAGAGACCCCCGGGAGCGGAGCCGCAGCCCC
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(continuacién)

ATCGAGCGCGCTGTGGCCCCCACCATGAGCCTGCACGGCAGCCAC
CTGTACACCTCCCTCCCCAGCCTTGGCCTGGAGCAGCCCCTCGCA
CTGACCAAGAACAGCCTGGACGCCAGCAGGCCAGCCGGCCTCTC
GCCCACACTGACCCCGGGGGAGCGGCAGCAGAACCGGCCCTCCG
TGATCACCTGTGCCTCGGCTGGCGCCCGCAACTGCAACCTCTCGC
ACTGCCCCATCGCGCACAGCGGCTGTGCCGCGCCCGGGCCTGCCA
GCTACCGGAGGCCACCGAGCGCTGCCACCACCTGTGACCCCGTGG
TGGAGGAGCATTTCCGCAGGAGCCTGGGCAAGAATTACAAGGAG
CCCGAGCCGGCACCCAACTCCGTGTCCATCACGGGCTCCGTGGAC
GACCACTTTGCCAAAGCTCTGGGTGACACGTGGCTCCAGATCAAA
GCGGCCAAGGACGGAGCATCCAGCAGCCCTGAGTCCGCCTCTCGC
AGGGGCCAGCCCGCCAGCCCCTCTGCCCACATGGTCAGCCACAGT
CACTCCCCCTCTGTGGTCTCC

Péptido
de Vgll4B

METPLDVLSRAASLVHADDEKREAALRGEPRIQTLPVASALSSHRTG
PPPISPSKRKFSMEPGDEDLDCDNDHYV SKMSRIFNPHLNKTANGDCR
RDPRERSRSPIERAVAPTMSLHGSHLYTSLPSLGLEQPLALTKNSLDA
SRPAGLSPTLTPGERQQNRPSVITCASAGARNCNLSHCPIAHSGCAAP
GPASYRRPPSAATTCDPVVEEHFRRSLGKNYKEPEPAPNSVSITGSVD
DHFAKALGDTWLQIKAAKDGASSSPESASRRGQPASPSAHMVSHSH
SPSVVS

14

Nucleétido
de Vgll4C

ATGATTAAAGTGAGGAACAAGACTGCCAATGGAGACTGCCGCAG
AGACCCCCGGGAGCGGAGCCGCAGCCCCATCGAGCGCGCTGTGG
CCCCCACCATGAGCCTGCACGGCAGCCACCTGTACACCTCCCTCC
CCAGCCTTGGCCTGGAGCAGCCCCTCGCACTGACCAAGAACAGCC
TGGACGCCAGCAGGCCAGCCGGCCTCTCGCCCACACTGACCCCGG
GGGAGCGGCAGCAGAACCGGCCCTCCGTGATCACCTGTGCCTCGG
CTGGCGCCCGCAACTGCAACCTCTCGCACTGCCCCATCGCGCACA
GCGGCTGTGCCGCGCCCGGGCCTGCCAGCTACCGGAGGCCACCG
AGCGCTGCCACCACCTGTGACCCCGTGGTGGAGGAGCATTTCCGC
AGGAGCCTGGGCAAGAATTACAAGGAGCCCGAGCCGGCACCCAA
CTCCGTGTCCATCACGGGCTCCGTGGACGACCACTTTGCCAAAGC
TCTGGGTGACACGTGGCTCCAGATCAAAGCGGCCAAGGACGGAG
CATCCAGCAGCCCTGAGTCCGCCTCTCGCAGGGGCCAGCCCGCCA
GCCCCTCTGCCCACATGGTCAGCCACAGTCACTCCCCCTCTGTGGT
CTCC

15

Aminoacido
de Vgll4C

MIKVRNKTANGDCRRDPRERSRSPIERAVAPTMSLHGSHLYTSLPSL
GLEQPLALTKNSLDASRPAGLSPTLTPGERQQNRPSVITCASAGARNC
NLSHCPIAHSGCAAPGPASYRRPPSAATTCDPVVEEHFRRSLGKNYK
EPEPAPNSVSITGSVDDHFAKALGDTWLQIKAAKDGASSSPESASRR
GQPASPSAHMVSHSHSPSVVS

16

Nucleédtido
de Vgll4D

ATGAACAAGACTGCCAATGGAGACTGCCGCAGAGACCCCCGGGA
GCGGAGCCGCAGCCCCATCGAGCGCGCTGTGGCCCCCACCATGA
GCCTGCACGGCAGCCACCTGTACACCTCCCTCCCCAGCCTTGGCC
TGGAGCAGCCCCTCGCACTGACCAAGAACAGCCTGGACGCCAGC
AGGCCAGCCGGCCTCTCGCCCACACTGACCCCGGGGGAGCGGCA
GCAGAACCGGCCCTCCGTGATCACCTGTGCCTCGGCTGGCGCCCG
CAACTGCAACCTCTCGCACTGCCCCATCGCGCACAGCGGCTGTGC
CGCGCCCGGGCCTGCCAGCTACCGGAGGCCACCGAGCGCTGCCA
CCACCTGTGACCCCGTGGTGGAGGAGCATTTCCGCAGGAGCCTGG
GCAAGAATTACAAGGAGCCCGAGCCGGCACCCAACTCCGTGTCC
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(continuacién)

ATCACGGGCTCCGTGGACGACCACTTTGCCAAAGCTCTGGGTGAC
ACGTGGCTCCAGATCAAAGCGGCCAAGGACGGAGCATCCAGCAG
CCCTGAGTCCGCCTCTCGCAGGGGCCAGCCCGCCAGCCCCTCTGC
CCACATGGTCAGCCACAGTCACTCCCCCTCTGTGGTCTCC

17

Aminoacido
de Vgll4D

MNKTANGDCRRDPRERSRSPIERAVAPTMSLHGSHLYTSLPSLGLEQ
PLALTKNSLDASRPAGLSPTLTPGERQQNRPSVITCASAGARNCNLSH
CPIAHSGCAAPGPASYRRPPSAATTCDPVVEEHFRRSLGKNYKEPEPA
PNSVSITGSVDDHFAKALGDTWLQIKAAKDGASSSPESASRRGQPAS
PSAHMVSHSHSPSVVS

18

Nucleotido
de Vgll4E

ATGACTGAGAATACGCATTTTGACAAAATCCCTGAGTCCTGTGCA
CTCAAAAGTTGGAGACATCCAGGTCTGCACCATGGCGAAGCTGCT
CTCAGGGGAGAACCCAGAATACAGACCCTGCCGGTGGCCTCTGCC
CTCAGCAGTCACCGCACCGGCCCTCCCCCAATCAGCCCCAGCAAG
AGGAAGTTCAGCATGGAGCCAGGTGACGAGGACCTAGACTGTGA
CAACGACCACGTCTCCAAAATGAGTCGCATCTTCAACCCCCATCT
GAACAAGACTGCCAATGGAGACTGCCGCAGAGACCCCCGGGAGC
GGAGCCGCAGCCCCATCGAGCGCGCTGTGGCCCCCACCATGAGCC
TGCACGGCAGCCACCTGTACACCTCCCTCCCCAGCCTTGGCCTGG
AGCAGCCCCTCGCACTGACCAAGAACAGCCTGGACGCCAGCAGG
CCAGCCGGCCTCTCGCCCACACTGACCCCGGGGGAGCGGCAGCA
GAACCGGCCCTCCGTGATCACCTGTGCCTCGGCTGGCGCCCGCAA
CTGCAACCTCTCGCACTGCCCCATCGCGCACAGCGGCTGTGCCGC
GCCCGGGCCTGCCAGCTACCGGAGGCCACCGAGCGCTGCCACCA
CCTGTGACCCCGTGGTGGAGGAGCATTTCCGCAGGAGCCTGGGCA
AGAATTACAAGGAGCCCGAGCCGGCACCCAACTCCGTGTCCATCA
CGGGCTCCGTGGACGACCACTTTGCCAAAGCTCTGGGTGACACGT
GGCTCCAGATCAAAGCGGCCAAGGACGGAGCATCCAGCAGCCCT
GAGTCCGCCTCTCGCAGGGGCCAGCCCGCCAGCCCCTCTGCCCAC
ATGGTCAGCCACAGTCACTCCCCCTCTGTGGTCTCC

19

Aminoacido
de Vgll4E

MTENTHFDKIPESCALKSWRHPGLHHGEAALRGEPRIQTLPVASALS
SHRTGPPPISPSKRKFSMEPGDEDLDCDNDHVSKMSRIFNPHLNKTA
NGDCRRDPRERSRSPIERAVAPTMSLHGSHLYTSLPSLGLEQPLALTK
NSLDASRPAGLSPTLTPGERQQNRPSVITCASAGARNCNLSHCPIAHS
GCAAPGPASYRRPPSAATTCDPVVEEHFRRSLGKNYKEPEPAPNSVSI
TGSVDDHFAKALGDTWLQIKAAKDGASSSPESASRRGQPASPSAHM
VSHSHSPSVVS

20

Nucleétido
de Vgll4F

ATGGAGCCAGGTGACGAGGACCTAGACTGTGACAACGACCACGT
CTCCAAAATGAGTCGCATCTTCAACCCCCATCTGAACAAGACTGC
CAATGGAGACTGCCGCAGAGACCCCCGGGAGCGGAGCCGCAGCC
CCATCGAGCGCGCTGTGGCCCCCACCATGAGCCTGCACGGCAGCC
ACCTGTACACCTCCCTCCCCAGCCTTGGCCTGGAGCAGCCCCTCG
CACTGACCAAGAACAGCCTGGACGCCAGCAGGCCAGCCGGCCTC
TCGCCCACACTGACCCCGGGGGAGCGGCAGCAGAACCGGCCCTC
CGTGATCACCTGTGCCTCGGCTGGCGCCCGCAACTGCAACCTCTC
GCACTGCCCCATCGCGCACAGCGGCTGTGCCGCGCCCGGGCCTGC
CAGCTACCGGAGGCCACCGAGCGCTGCCACCACCTGTGACCCCGT
GGTGGAGGAGCATTTCCGCAGGAGCCTGGGCAAGAATTACAAGG
AGCCCGAGCCGGCACCCAACTCCGTGTCCATCACGGGCTCCGTGG
ACGACCACTTTGCCAAAGCTCTGGGTGACACGTGGCTCCAGATCA
AAGCGGCCAAGGACGGAGCATCCAGCAGCCCTGAGTCCGCCTCT
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(continuacién)

CGCAGGGGCCAGCCCGCCAGCCCCTCTGCCCACATGGTCAGCCAC
AGTCACTCCCCCTCTGTGGTCTCC

21 Aminoacido| MEPGDEDLDCDNDHVSKMSRIFNPHLNKTANGDCRRDPRERSRSPIE
de Vgll4dF | RAVAPTMSLHGSHLYTSLPSLGLEQPLALTKNSLDASRPAGLSPTLTP
GERQQNRPSVITCASAGARNCNLSHCPIAHSGCAAPGPASYRRPPSA
ATTCDPVVEEHFRRSLGKNYKEPEPAPNSVSITGSVDDHFAKALGDT
WLQIKAAKDGASSSPESASRRGQPASPSAHMVSHSHSPSVVS

[0038] Se han identificado por lo menos seis isoformas (A-F) de Vgll4, a las que se hace referencia en la presente
como Vgll4A, Vgll4B, Vgll4C, VgllaD, VgIl4E y Vgll4F, que tienen las secuencias de aminoacidos de la SEQ ID NO:
11, la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO: 19 y la SEQ ID NO 21, respectivamente.
Estas seis isoformas se incluyen colectivamente en el término Vgll4 como se usa en la presente. También se incluye
en la presente cualquier secuencia de nucleotidos que codifiqgue cualquiera de las isoformas de Vgll4 anteriores
incluyendo, sin limitacion, la SEQ ID NO: 10, la SEQ ID NO: 12, la SEQ ID NO: 14, la SEQ ID NO: 16, la SEQ ID NO
18 y la SEQ ID NO: 20, que incluyen una o mas sustituciones de codones en cualquiera de las secuencias de
nucleétidos anteriores que, sin embargo, todavia codifican un Vg14 (por ejemplo, A-F), debidas a la degeneracion de
codones. Un constructo como se divulga en la presente puede incluir una secuencia de nucleétidos que codifica un
péptido de Vgll4 como se divulga en la presente con cualquier elemento regulador cis como se divulga en la presente,
incluyendo sin limitacién, uno 0 mas de un potenciador de Ucpl y un promotor de Ucp1l, incluyendo cualquier variacién
de los mismos descrita anteriormente.

[0039] Una proteina de Vgll4 puede ser de Vgll4 humano (SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID
NO: 17, SEQ ID NO: 19, o SEQ ID NO 21), o Vgli4 de ratén o rata, o una secuencia de Vgll4 que tiene por lo menos
un 90%, por lo menos un 95% o por lo menos un 97,5% de homologia con cualquiera de los ejemplos anteriores de la
Tabla Il. En un ejemplo, un péptido de Vgll4 puede incluir una 0 mas sustituciones de aminoacidos (en relacién con
los ejemplos divulgados en la Tabla Il). En un ejemplo, un péptido de Vgll4 puede incluir 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 sustituciones de aminoacidos (en relacién con los ejemplos divulgados en la Tabla
II). En un ejemplo, un péptido de Vgll4 puede tener de 1 a 3 sustituciones de aminoacidos, o 2 sustituciones de
aminoacidos, o 1 sustitucion de aminoacidos (en relacion con los ejemplos divulgados en la Tabla Il). En un ejemplo,
cualquiera de las sustituciones de aminoacidos anteriores puede estar fuera de un dominio TDU_1y TDU_2 del péptido
Vgll4.

[0040] En otro ejemplo, un péptido Vgll4 puede incluir dos sustituciones de aminoacidos en un dominio TDU, o dos
sustituciones de aminoacidos en cada uno de los dos dominios TDU. Un dominio TDU_1 tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 41. Un dominio TDU_2 tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 42. Cada
una de la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO: 19, y la SEQ ID
NO 21 incluye unTDU1 con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 41 y un dominio TDU_2 con la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 42. En algunos ejemplos, un dominio TDU_1 puede tener una secuencia de
aminodcidos del dipéptido HF sustituida con una secuencia de aminoacidos del dipéptido AA, para producir la
secuencia de aminoacidos de TDU_1 SEQ ID NO: 43. En algunos ejemplos, un dominio TDU_2 puede tener una
secuencia de aminoéacidos de dipéptido HF sustituida con una secuencia de aminoécidos de dipéptido AA, para
producir la secuencia de aminoacidos de TDU_2 SEQ ID NO: 44. Un péptido Vgll4 puede incluir un dominio TDU_1
que tiene una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 43 en lugar de una secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 41. Un péptido Vgll4 puede incluir un dominio TDU_2 que tiene una secuencia de aminodacidos de la SEQ ID
NO: 44 en lugar de una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 42. Un péptido Vgll puede incluir un dominio
TDU_1 que tiene una secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO:43 en lugar de una secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 41 e incluyen un dominio TDU_2 que tiene una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 44 en
lugar de una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 42. A un péptido Vgll4 (por ejemplo, Vgll4A, Vgli4B, Vgll4C,
Vgll4D, Vgll4E o Vgll4F) que tiene dominios TDU con secuencias de aminoacidos de la SEQ ID NO: 43 y la SEQ ID
NO: 44 en lugar de la SEQ ID NO: 41 y la SEQ ID NO: 42 se hace referencia en la presente como péptido Vgll4-HF4A.

[0041] En la presente se divulgan por lo menos seis isoformas (A-F) de Vgll4-HF4A, a las que se hace referencia en
la presente como Vgll4A-HF4A, VglldB-HF4A, Vgll4C-HF4A, Vgll4D-HF4A, Vgll4E-HF4A y Vgll4F-HF4A. En la Tabla
Ill se muestran las secuencias de aminoéacidos, y ejemplos no limitativos de secuencias de nucleétidos que codifican
tales secuencias peptidicas de Vgll4-HF4A.
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Tabla 11l: secuencias de Vgll4-HF4A

SEQ | Identidad | Secuencia

ID

NO

22 Nucleotido | ATGCTATTTATGAAGATGGACCTGTTGAACTATCAGTACTTGGAC
de Vgll4A- | AAGATGAACAACAATATCGGCATTCTGTGCTACGAAGGCGAAGC
HF4A TGCTCTCAGGGGAGAACCCAGAATACAGACCCTGCCGGTGGCCTC

TGCCCTCAGCAGTCACCGCACCGGCCCTCCCCCAATCAGCCCCAG
CAAGAGGAAGTTCAGCATGGAGCCAGGTGACGAGGACCTAGACT
GTGACAACGACCACGTCTCCAAAATGAGTCGCATCTTCAACCCCC
ATCTGAACAAGACTGCCAATGGAGACTGCCGCAGAGACCCCCGG
GAGCGGAGCCGCAGCCCCATCGAGCGCGCTGTGGCCCCCACCAT
GAGCCTGCACGGCAGCCACCTGTACACCTCCCTCCCCAGCCTTGG
CCTGGAGCAGCCCCTCGCACTGACCAAGAACAGCCTGGACGCCA
GCAGGCCAGCCGGCCTCTCGCCCACACTGACCCCGGGGGAGCGG
CAGCAGAACCGGCCCTCCGTGATCACCTGTGCCTCGGCTGGCGCC
CGCAACTGCAACCTCTCGCACTGCCCCATCGCGCACAGCGGCTGT
GCCGCGCCCGGGCCTGCCAGCTACCGGAGGCCACCGAGCGCTGC
CACCACCTGTGACCCCGTGGTGGAGGAGGCAGCCCGCAGGAGCC
TGGGCAAGAATTACAAGGAGCCCGAGCCGGCACCCAACTCCGTG
TCCATCACGGGCTCCGTGGACGACGCAGCTGCCAAAGCTCTGGGT
GACACGTGGCTCCAGATCAAAGCGGCCAAGGACGGAGCATCCAG
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(continuacién)

CAGCCCTGAGTCCGCCTCTCGCAGGGGCCAGCCCGCCAGCCCCTC
TGCCCACATGGTCAGCCACAGTCACTCCCCCTCTGTGGTCTCC

23

Aminoacido
de Vgll4A-
HF4A

MLFMKMDLLNYQYLDKMNNNIGILCYEGEAALRGEPRIQTLPVASA
LSSHRTGPPPISPSKRKFSMEPGDEDLDCDNDHVSKMSRIFNPHLNKT
ANGDCRRDPRERSRSPIERAVAPTMSLHGSHLYTSLPSLGLEQPLALT
KNSLDASRPAGLSPTLTPGERQQNRPSVITCASAGARNCNLSHCPIAH
SGCAAPGPASYRRPPSAATTCDPVVEEAARRSLGKNYKEPEPAPNSV
SITGSVDDAAAKALGDTWLQIKAAKDGASSSPESASRRGQPASPSAH
MVSHSHSPSVVS

24

Nucleotido
de Vgll4B-
HF4A

ATGGAGACGCCATTGGATGTTTTGTCCAGGGCAGCATCTCTGGTG
CATGCTGATGACGAAAAACGCGAAGCTGCTCTCAGGGGAGAACC
CAGAATACAGACCCTGCCGGTGGCCTCTGCCCTCAGCAGTCACCG
CACCGGCCCTCCCCCAATCAGCCCCAGCAAGAGGAAGTTCAGCAT
GGAGCCAGGTGACGAGGACCTAGACTGTGACAACGACCACGTCT
CCAAAATGAGTCGCATCTTCAACCCCCATCTGAACAAGACTGCCA
ATGGAGACTGCCGCAGAGACCCCCGGGAGCGGAGCCGCAGCCCC
ATCGAGCGCGCTGTGGCCCCCACCATGAGCCTGCACGGCAGCCAC
CTGTACACCTCCCTCCCCAGCCTTGGCCTGGAGCAGCCCCTCGCA
CTGACCAAGAACAGCCTGGACGCCAGCAGGCCAGCCGGCCTCTC
GCCCACACTGACCCCGGGGGAGCGGCAGCAGAACCGGCCCTCCG
TGATCACCTGTGCCTCGGCTGGCGCCCGCAACTGCAACCTCTCGC
ACTGCCCCATCGCGCACAGCGGCTGTGCCGCGCCCGGGCCTGCCA
GCTACCGGAGGCCACCGAGCGCTGCCACCACCTGTGACCCCGTGG
TGGAGGAGGCAGCCCGCAGGAGCCTGGGCAAGAATTACAAGGAG
CCCGAGCCGGCACCCAACTCCGTGTCCATCACGGGCTCCGTGGAC
GACGCAGCTGCCAAAGCTCTGGGTGACACGTGGCTCCAGATCAA
AGCGGCCAAGGACGGAGCATCCAGCAGCCCTGAGTCCGCCTCTC
GCAGGGGCCAGCCCGCCAGCCCCTCTGCCCACATGGTCAGCCACA
GTCACTCCCCCTCTGTGGTCTCC

25

Péptido
de Vgll4B-
HF4A

METPLDVLSRAASLVHADDEKREAALRGEPRIQTLPVASALSSHRTG
PPPISPSKRKFSMEPGDEDLDCDNDHVSKMSRIFNPHLNKTANGDCR
RDPRERSRSPIERAVAPTMSLHGSHLYTSLPSLGLEQPLALTKNSLDA
SRPAGLSPTLTPGERQQNRPSVITCASAGARNCNLSHCPIAHSGCAAP
GPASYRRPPSAATTCDPVVEEAARRSLGKNYKEPEPAPNSVSITGSVD
DAAAKALGDTWLQIKAAKDGASSSPESASRRGQPASPSAHMVSHSH
SPSVVS

26

Nucleotido
de Vgll4C-
HF4A

ATGATTAAAGTGAGGAACAAGACTGCCAATGGAGACTGCCGCAG
AGACCCCCGGGAGCGGAGCCGCAGCCCCATCGAGCGCGCTGTGG
CCCCCACCATGAGCCTGCACGGCAGCCACCTGTACACCTCCCTCC
CCAGCCTTGGCCTGGAGCAGCCCCTCGCACTGACCAAGAACAGCC
TGGACGCCAGCAGGCCAGCCGGCCTCTCGCCCACACTGACCCCGG
GGGAGCGGCAGCAGAACCGGCCCTCCGTGATCACCTGTGCCTCGG
CTGGCGCCCGCAACTGCAACCTCTCGCACTGCCCCATCGCGCACA
GCGGCTGTGCCGCGCCCGGGCCTGCCAGCTACCGGAGGCCACCG
AGCGCTGCCACCACCTGTGACCCCGTGGTGGAGGAGGCAGCCCG
CAGGAGCCTGGGCAAGAATTACAAGGAGCCCGAGCCGGCACCCA
ACTCCGTGTCCATCACGGGCTCCGTGGACGACGCAGCTGCCAAAG
CTCTGGGTGACACGTGGCTCCAGATCAAAGCGGCCAAGGACGGA
GCATCCAGCAGCCCTGAGTCCGCCTCTCGCAGGGGCCAGCCCGCC
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(continuacién)

AGCCCCTCTGCCCACATGGTCAGCCACAGTCACTCCCCCTCTGTG
GTCTCC

27

Aminoacido
de Vgll4C-
HF4A

MIKVRNKTANGDCRRDPRERSRSPIERAVAPTMSLHGSHLYTSLPSL
GLEQPLALTKNSLDASRPAGLSPTLTPGERQQNRPSVITCASAGARNC
NLSHCPIAHSGCAAPGPASYRRPPSAATTCDPVVEEAARRSLGKNYK
EPEPAPNSVSITGSVDDAAAKALGDTWLQIKAAKDGASSSPESASRR
GQPASPSAHMVSHSHSPSVVS

28

Nucleotido
de Vgll4D-
HF4A

ATGAACAAGACTGCCAATGGAGACTGCCGCAGAGACCCCCGGGA
GCGGAGCCGCAGCCCCATCGAGCGCGCTGTGGCCCCCACCATGA
GCCTGCACGGCAGCCACCTGTACACCTCCCTCCCCAGCCTTGGCC
TGGAGCAGCCCCTCGCACTGACCAAGAACAGCCTGGACGCCAGC
AGGCCAGCCGGCCTCTCGCCCACACTGACCCCGGGGGAGCGGCA
GCAGAACCGGCCCTCCGTGATCACCTGTGCCTCGGCTGGCGCCCG
CAACTGCAACCTCTCGCACTGCCCCATCGCGCACAGCGGCTGTGC
CGCGCCCGGGCCTGCCAGCTACCGGAGGCCACCGAGCGCTGCCA
CCACCTGTGACCCCGTGGTGGAGGAGGCAGCCCGCAGGAGCCTG
GGCAAGAATTACAAGGAGCCCGAGCCGGCACCCAACTCCGTGTC
CATCACGGGCTCCGTGGACGACGCAGCTGCCAAAGCTCTGGGTGA
CACGTGGCTCCAGATCAAAGCGGCCAAGGACGGAGCATCCAGCA
GCCCTGAGTCCGCCTCTCGCAGGGGCCAGCCCGCCAGCCCCTCTG
CCCACATGGTCAGCCACAGTCACTCCCCCTCTGTGGTCTCC

29

Aminoacido
de Vgll4D-
HF4A

MNKTANGDCRRDPRERSRSPIERAVAPTMSLHGSHLYTSLPSLGLEQ
PLALTKNSLDASRPAGLSPTLTPGERQQNRPSVITCASAGARNCNLSH
CPIAHSGCAAPGPASYRRPPSAATTCDPVVEEAARRSLGKNYKEPEP
APNSVSITGSVDDAAAKALGDTWLQIKAAKDGASSSPESASRRGQPA
SPSAHMVSHSHSPSVVS

30

Nucledtido
de Vgll4E-
HF4A

ATGACTGAGAATACGCATTTTGACAAAATCCCTGAGTCCTGTGCA
CTCAAAAGTTGGAGACATCCAGGTCTGCACCATGGCGAAGCTGCT
CTCAGGGGAGAACCCAGAATACAGACCCTGCCGGTGGCCTCTGCC
CTCAGCAGTCACCGCACCGGCCCTCCCCCAATCAGCCCCAGCAAG
AGGAAGTTCAGCATGGAGCCAGGTGACGAGGACCTAGACTGTGA
CAACGACCACGTCTCCAAAATGAGTCGCATCTTCAACCCCCATCT
GAACAAGACTGCCAATGGAGACTGCCGCAGAGACCCCCGGGAGC
GGAGCCGCAGCCCCATCGAGCGCGCTGTGGCCCCCACCATGAGCC
TGCACGGCAGCCACCTGTACACCTCCCTCCCCAGCCTTGGCCTGG
AGCAGCCCCTCGCACTGACCAAGAACAGCCTGGACGCCAGCAGG
CCAGCCGGCCTCTCGCCCACACTGACCCCGGGGGAGCGGCAGCA
GAACCGGCCCTCCGTGATCACCTGTGCCTCGGCTGGCGCCCGCAA
CTGCAACCTCTCGCACTGCCCCATCGCGCACAGCGGCTGTGCCGC
GCCCGGGCCTGCCAGCTACCGGAGGCCACCGAGCGCTGCCACCA
CCTGTGACCCCGTGGTGGAGGAGGCAGCCCGCAGGAGCCTGGGC
AAGAATTACAAGGAGCCCGAGCCGGCACCCAACTCCGTGTCCATC
ACGGGCTCCGTGGACGACGCAGCTGCCAAAGCTCTGGGTGACAC
GTGGCTCCAGATCAAAGCGGCCAAGGACGGAGCATCCAGCAGCC
CTGAGTCCGCCTCTCGCAGGGGCCAGCCCGCCAGCCCCTCTGCCC
ACATGGTCAGCCACAGTCACTCCCCCTCTGTGGTCTCC

31

Aminoacido
de Vgll4E-
HF4A

MTENTHFDKIPESCALKSWRHPGLHHGEAALRGEPRIQTLPVASALS
SHRTGPPPISPSKRKFSMEPGDEDLDCDNDHVSKMSRIFNPHLNKTA
NGDCRRDPRERSRSPIERAVAPTMSLHGSHLYTSLPSLGLEQPLALTK
NSLDASRPAGLSPTLTPGERQQNRPSVITCASAGARNCNLSHCPIAHS
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(continuacién)

GCAAPGPASYRRPPSAATTCDPVVEEAARRSLGKNYKEPEPAPNSVS
ITGSVDDAAAKALGDTWLQIKAAKDGASSSPESASRRGQPASPSAH
MVSHSHSPSVVS

32 Nucledtido | ATGGAGCCAGGTGACGAGGACCTAGACTGTGACAACGACCACGT
de Vgll4F- | CTCCAAAATGAGTCGCATCTTCAACCCCCATCTGAACAAGACTGC
HF4A CAATGGAGACTGCCGCAGAGACCCCCGGGAGCGGAGCCGCAGCC
CCATCGAGCGCGCTGTGGCCCCCACCATGAGCCTGCACGGCAGCC
ACCTGTACACCTCCCTCCCCAGCCTTGGCCTGGAGCAGCCCCTCG
CACTGACCAAGAACAGCCTGGACGCCAGCAGGCCAGCCGGCCTC
TCGCCCACACTGACCCCGGGGGAGCGGCAGCAGAACCGGCCCTC
CGTGATCACCTGTGCCTCGGCTGGCGCCCGCAACTGCAACCTCTC
GCACTGCCCCATCGCGCACAGCGGCTGTGCCGCGCCCGGGCCTGC
CAGCTACCGGAGGCCACCGAGCGCTGCCACCACCTGTGACCCCGT
GGTGGAGGAGGCAGCCCGCAGGAGCCTGGGCAAGAATTACAAGG
AGCCCGAGCCGGCACCCAACTCCGTGTCCATCACGGGCTCCGTGG
ACGACGCAGCTGCCAAAGCTCTGGGTGACACGTGGCTCCAGATCA
AAGCGGCCAAGGACGGAGCATCCAGCAGCCCTGAGTCCGCCTCT
CGCAGGGGCCAGCCCGCCAGCCCCTCTGCCCACATGGTCAGCCAC
AGTCACTCCCCCTCTGTGGTCTCC

33 Aminoacido| MEPGDEDLDCDNDHVSKMSRIFNPHLNKTANGDCRRDPRERSRSPIE
de Vgll4F- | RAVAPTMSLHGSHLYTSLPSLGLEQPLALTKNSLDASRPAGLSPTLTP
HF4A GERQQNRPSVITCASAGARNCNLSHCPIAHSGCAAPGPASYRRPPSA
ATTCDPVVEEAARRSLGKNYKEPEPAPNSVSITGSVDDAAAKALGDT
WLQIKAAKDGASSSPESASRRGQPASPSAHMVSHSHSPSVVS

[0043] Una proteina de Vgll4-HF4A puede ser un Vgll4 humano, o Vgll4 de ratén o rata, que lleva una sustitucion de
HF por AA en sus dominios TDU, o una secuencia de Vgll4-HF4A que tiene por lo menos el 90%, por lo menos el 95%
o por lo menos el 97,5% de homologia con cualquiera de los ejemplos anteriores en la Tabla Ill. En un ejemplo, un
péptido de Vgll4-HF4A puede incluir una 0 mas sustituciones de aminoacidos (con respecto a los ejemplos divulgados
en la Tabla Ill) fuera de un dominio TDU_1 y TDU_2. En un ejemplo, un péptido de Vgll4-HF4A puede incluir 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 sustituciones de aminodacidos (con respecto a las secuencias
divulgadas en la Tabla Ill) fuera de un dominio TDU_1y TDU_2. En un ejemplo, un péptido de Vgll4-HF4A puede tener
de 1 a 3 sustituciones de aminoacidos, o 2 sustituciones de aminoacidos, o 1 sustitucién de aminoacidos (con respecto
a las secuencias divulgadas en la Tabla Ill) fuera de un dominio TDU_1y TDU_2.

[0044] En algunos ejemplos, puede incluirse un intrén entre un elemento regulador cis y un gen que codifica Vgll4.
En algunos ejemplos, un intr6n puede potenciar o promover la transcripcion o promover la estabilidad de una
transcripcion de ARN. Otros ejemplos no incluyen un intrén. Los expertos en la técnica saben que pueden incluirse
varias secuencias intrénicas en constructos recombinantes para promover la expresién génica, cualquiera de las
cuales podria incluirse en un constructo como se divulga en la presente. En un ejemplo, puede incluirse un intron de
la SEQ ID NO: 34 (un intrén quimérico de genes de cadena pesada de inmunoglobulina y globina b humana), o una
secuencia que tiene por lo menos un 90%, por lo menos un 95% o por lo menos un 97,5% homologia de secuencia
con la mismo.

[0045] Enlas Tablas IV y V, respectivamente, se muestra un resumen de los aspectos de un constructo que incluye

un elemento regulador cis y una secuencia de nucledtidos que codifica Vgll4, y un elemento regulador cis y una
secuencia de nucledtidos que codifica Vgll4-HF4A, como se divulga en la presente.
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Tabla IV: Constructos de Vgll4

Elementos reguladores cis Intrén opcional Vgll4
Secuencias potenciadoras|Secuencias promotoras [SEQ ID NO: 34 Secuencias de aminoacidos:
SEQ ID NO: 1 SEQ ID NO: 2 GTAAGTATCAAGG SEQ ID NO: 11
SEQ ID NO: 4 SEQ ID NO: 5 TTACAAGACAGGT SEQ ID NO: 13
SEQ ID NO: 7 SEQ ID NO: 8 TTAAGGAGACCAA SEQ ID NO: 15

TAGAAACTGGGCT SEQ ID NO: 17
TGTCGAGACAGAG SEQ ID NO: 19
AAGACTCTTGCGTT  [SEQ ID NO: 21

Secuencias potenciadoras-promotoras: TCTGATAGGCACCT  |secuencias de nucleétidos:
SEQ ID NO: 3 ATTGGTCTTACTGA  |SEQ ID NO: 10
SEQ ID NO: 6 CATCCACTTTGCCT  |SEQ ID NO: 12
SEQ ID NO: 9 TTCTCTCCACAG SEQ ID NO: 14
SEQ ID NO: 16
SEQ ID NO: 18
SEQ ID NO: 20

Tabla V: Constructos de Vgll4-HF4A

Elementos reguladores cis Intr6n opcional Vgll4-HF4A
Secuencias potenciadoras|Secuencias promotoras [SEQ ID NO: 34 Secuencias de aminocidos:
SEQID NO: 1 SEQ ID NO: 2 GTAAGTATCAAGG SEQ ID NO: 23
SEQ ID NO: 4 SEQ ID NO: 5 TTACAAGACAGGT SEQ ID NO: 25
SEQ ID NO: 7 SEQ ID NO: 8 TTAAGGAGACCAA SEQ ID NO: 27

TAGAAACTGGGCT SEQ ID NO: 29
TGTCGAGACAGAG SEQ ID NO: 31
AAGACTCTTGCGTT  [SEQ ID NO: 33

Secuencias potenciadoras-promotoras: TCTGATAGGCACCT  |secuencias de nucleétidos:
SEQ ID NO: 3 ATTGGTCTTACTGA  |SEQ ID NO: 22
SEQ ID NO: 6 CATCCACTTTGCCT  |SEQ ID NO: 24
SEQ ID NO: 9 TTCTCTCCACAG SEQ ID NO: 26
SEQ ID NO: 28
SEQ ID NO: 30
SEQ ID NO: 32

[0046] Un constructo como se divulga en la presente puede incluir un elemento regulador cis y una secuencia de
nucleétidos que codifica un péptido de Vgll4 o Vgll4-HF4A. Un elemento regulador cis puede incluir, por ejemplo, una
0 mas secuencias potenciadoras SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 7, y cualquiera de las secuencias
promotoras SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 8. En la presente divulgacion se contemplan e incluyen
expresamente todas las permutaciones de lo anterior. En un ejemplo, un elemento regulador cis puede incluir 2, 30 4
secuencias potenciadoras, cada una seleccionada independientemente de la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 4y la
SEQ ID NO: 7. Los ejemplos de elementos reguladores cis incluyen la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 6 y la SEQ ID
NO: 9.

[0047] Un péptido de Vgll4 codificado por una secuencia de nuclettidos que codifica el péptido de Vgll4 de un
constructo puede incluir, por ejemplo, cualquiera de la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 15, la SEQ
ID NO: 17, la SEQ ID NO: 19, y la SEQ ID NO: 21, o cualquier variacion de las mismas como se ha explicado con
anterioridad. Los ejemplos incluyen la SEQ ID NO: 10, la SEQ ID NO: 12, la SEQ ID NO: 14, la SEQ ID NO: 16, la
SEQ ID NO: 18 y la SEQ ID NO: 20. El péptido de Vgll4-HF4A codificado por la secuencia de nucleétidos que codifica
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un péptido de Vgll4-HF4A de un constructo puede incluir, por ejemplo, cualquiera de la SEQ ID NO: 23, la SEQ ID NO:
25, la SEQ ID NO: 27, la SEQ ID NO: 29, la SEQ ID NO: 31 y la SEQ ID NO: 31, o cualquier variacion de las mismas
como se ha explicado con anterioridad. Los ejemplos incluyen la SEQ ID NO: 22, la SEQ ID NO: 24, la SEQ ID NO:
26, la SEQ ID NO: 28, la SEQ ID NO: 30 y la SEQ ID NO: 32. Un constructo puede incluir cualquier elemento regulador
cis como se divulga en la presente y cualquier secuencia de nucleétidos que codifica Vgll4 o Vgll-4HF4A como se
divulga en la presente. Opcionalmente, un constructo también puede incluir un intrén entre un elemento regulador cis
y una secuencia de nucledtidos que codifica Vgll4 o Vgll4-HF4A. Un ejemplo no limitativo de un intron opcional es la
SEQ ID NO: 34. En otros ejemplos, pueden incluirse nucledtidos distintos de un intron o que tienen una secuencia de
nucleétidos intronica distinta de la SEQ ID NO: 34 en un constructo entre un elemento regulador cis y una secuencia
de nucledtidos que codifica Vgll4 o Vgll4-HF4A. Un ejemplo de constructo de Vgll4A es la SEQ ID NO: 35 y un ejemplo
de constructo de Vgll4-HF4A es la SEQ ID NO: 36.

[0048] Una célula puede transfectarse con un constructo como se divulga anteriormente mediante varios métodos,
como transfeccion quimica, electroporacion, empalefaccién, transfeccion con pistola génica o transferencia génica
mediada por vector viral, o cualquier otro método conocido por los expertos en el campo relevante. En un ejemplo, un
gen de Vgll4 con el elemento regulador cis de Ucpl asociado se empaqueta en un vector viral para la transfeccion
celular. En este caso el vector viral se refiere a una particula similar a un virus que contiene o incluye un constructo o
casete de gen de carga (til capaz de unirse a una célula y administrar la carga Util en la célula. En algunos ejemplos,
un vector viral puede ser de un tipo en el que una carga Util, una vez introducida en una célula transfectada, se integra
en el ADN gendmico de la célula, aunque tal integracién genémica no es una caracteristica esencial de un vector viral
como se divulga en la presente. El vector viral también puede referirse a una secuencia génica que incluye un
constructo génico o un casete estructurado para su inclusiéon en una particula similar a un virus. Los ejemplos de
vectores virales incluyen retrovirus, lentivirus, adenovirus y virus adenoasociados (AAV). Varios serotipos de vectores
AAV son utiles para la transfeccion celular, incluyendo cualquiera de serotipos 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8,9,10y 11, o
subtipos de los mismos. Las secuencias para tales serotipos de AAV son conocidas y pueden encontrarse en bases
de datos de acceso publico, al igual que los métodos para empaquetar un constructo de interés en particulas de
vectores virales para la transfeccién celular y la promocién de la expresién del constructo en células transfectadas.

[0049] Un vector AAV incluye secuencias que limitan un constructo de carga util a las que se hace referencia como
repeticiones terminales invertidas (ITR). Las secuencias de ITR estan implicadas en la transcripciéon del genoma de
AAV, la encapsulacion de la carga util en una particula de vector, la multiplicacion del genoma para la generacion de
particulas y la integracion en el genoma del huésped. Un casete, constructo, transgén, carga util, etc., colocado entre
las ITR de un vector de AAV puede promover la produccion de un vector de AAV y/o la expresion del gen transfectado
dentro de las células. En un ejemplo, un elemento regulador cis de Ucp1 colindante con una secuencia de nucleétidos
gue codifica un péptido de Vgll4 o Vgll4-HFA puede colocarse entre las ITR y usarse para generar una particula de
AAV, en donde dicha particula puede ponerse en contacto con células de un organismo para transfectarlas con tal
constructo. Un ejemplo incluye un AAV de serotipo AAV9 que contiene tal constructo, aunque también pueden usarse
otros serotipos.

[0050] En algunos casos, puede usarse o incluirse un gen indicador en un constructo para verificar la expresion de
un gen de constructo incluido en un vector o para probar la expresién especifica de un tipo de célula o tejido de un
gen bajo el control de un elemento regulador cis dado. Se conocen numerosos genes indicadores y se han usado
ampliamente en el campo relevante. Una lista no limitativa de ejemplos incluye una proteina verde fluorescente (por
ejemplo, que tiene una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 37, codificada por una secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 38 o cualquier otra secuencia de nucleétidos que pueda codificar una secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 37 de acuerdo con los principios de degeneracién de codones), una proteina fluorescente amarilla, una
proteina fluorescente roja, una proteina fluorescente azul, una proteina luciferasa, una proteina beta-galactosidasa,
una proteina glutation S-transferasa, una proteina cloranfenicol acetiltransferasa, y cualquier combinacién de dos o
mas de las anteriores. También pueden incluirse otros indicadores. En otros ejemplos, no se incluye ningun indicador.
Al detectar la expresion de una proteina indicadora, puede evaluarse la capacidad de un elemento regulador cis, o
vector viral, dado para promover la transfeccion y/o la expresion en varios tipos de células y tejidos. Una secuencia de
proteina indicadora puede aparecer inmediatamente antes del aminoacido N-terminal o inmediatamente después del
aminoéacido C-terminal de un péptido de Vgll4 o Vgll4-HF4A como se divulga en la presente, o puede estar separada
por uno o méas aminoéacidos del aminoacido N- o C-terminal de un péptido de Vgll4 o Vgll4-HF4A. Un constructo puede
incluir cualquier secuencia de nucleétidos para codificar cualquier proteina indicadora. Un ejemplo no limitativo de un
constructo de Vgll4 que incluye una secuencia que codifica una proteina indicadora que codifica GFP es la SEQ ID
NO: 39. En otro ejemplo no limitativo, la SEQ ID NO: 39 puede modificarse para reemplazar la SEQ ID NO: 41 en el
mismo y la SEQ ID NO: 42 en el mismo con la SEQ ID NO: 43 y la SEQ ID NO: 44, respectivamente, para codificar
Vgii4-HF4A y una proteina indicadora de GFP.

[0051] Un vector viral o una particula similar a un virus, como un vector de AAV, puede inyectarse en un organismo,
por ejemplo, por via subcutéanea, intramuscular, intravenosa, intraperitoneal o mediante otros métodos para la
introduccion del vector en el organismo para el contacto con las células del mismo. Un vector puede ponerse en
contacto con varios tipos diferentes de células y tejidos y transfectarlos. Sin embargo, la inclusion de un elemento
regulador cis especifico de una célula o tejido (potenciador, promotor o0 ambos) puede restringir la expresién del gen
transfectado a un tipo o tipos de células o tejidos dados, en donde el constructo no se transcribe o esté inactivo de
otro modo 0 como mucho apenas se expresa 0 se expresa minimamente en otros tipos de células. Como se ha
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explicado anteriormente, un elemento regulador de cis puede incluir elementos que se sabe o se piensa que impulsan
la expresién en adipocitos o células grasas, especificamente, incluso en subtipos especificos de células grasas, como
predominantemente en las células BAT. Sin embargo, no es necesario que la expresion se limite absolutamente a un
tipo de célula dado, incluyendo solo en células BAT, incluso bajo el control de un elemento regulador cis de Ucpl. Por
ejemplo, aunque se cree que la expresion de Ucpl esta restringida a células BAT maduras, es posible que, de vez en
cuando, otros tipos de células expresen un constructo cuya expresion esté influenciada por un elemento regulador cis
colindante, como un potenciador, promotor 0 ambos de Ucpl. Sorprendentemente, en algunas circunstancias, como
se divulga en la presente, un elemento regulador cis de Ucpl puede incluir expresion en células hepaticas ademas de
células BAT.

[0052] En un ejemplo, poner en contacto las células de un organismo con una secuencia de nucle6tidos que incluye
un elemento regulador cis de Ucpl y una secuencia codificante para una proteina de Vgll4 o variante puede aumentar
el volumen de BAT, reducir el volumen de WAT, aumentar la relacién entre el volumen de BAT y el volumen de WAT
o cualquier combinacién de los anteriores, incluso si la expresion de Vgll4 bajo el control del elemento regulador cis
no se limita estrictamente a las células BAT que contienen el transgén. En otro ejemplo, un constructo puede

[0053] En otro ejemplo, la transfeccion de células de un organismo con una secuencia de nucleétidos que incluye
un elemento regulador cis de Ucpl y una secuencia codificante para una proteina de Vgll4 o variante puede reducir el
volumen de tejido adiposo del organismo. En otro ejemplo, la transfecciéon de células de un organismo con una
secuencia de nucleétidos que incluye un elemento regulador cis de Ucpl y una secuencia codificante para una proteina
de Vgll4 o variante puede reducir la proporcion de masa de BAT con el peso corporal del organismo.

[0054] En otro ejemplo, se divulga en la presente un método para la prevencion o el tratamiento de la obesidad,
transfectando células de un organismo con cualquiera de los constructos anteriores divulgados en la presente, que
incluyen un elemento regulador cis y una secuencia de nucleétidos que codifica un péptido de Vgll4 o un péptido de
Vgll4-HF4A.

[0055] En otro ejemplo, la transfeccion de células de un organismo con una secuencia de nucleétidos que incluye
un elemento regulador cis de Ucpl y una secuencia codificante para una proteina de Vgll4 o variante puede reducir el
volumen del higado, el peso del higado, el contenido de grasa intrahepatica o cualquier combinacién de dos o0 mas de
lo anterior, del organismo. Un contenido de grasa intrahepatica de por lo menos el 5% del peso del higado se denomina
esteatosis hepatica. La obesidad, o el riesgo de desarrollar obesidad, como los factores genéticos o de estilo de vida
(por ejemplo, dieta rica en calorias o rica en grasas, poco ejercicio o tasa de quema de calorias, estilo de vida
sedentario, etc.), son factores de riesgo para desarrollar esteatosis hepatica elevada. La obesidad puede definirse
como tener un indice de masa corporal (IMC) de 30 o méas. Un ejemplo de factor de riesgo para desarrollar obesidad
puede ser tener un IMC de 25 a 29, lo que se considera sobrepeso. La esteatosis hepatica prolongada es un factor de
riesgo para trastornos que incluyen disfuncién metabolica del higado, inflamacion y formas avanzadas de enfermedad
del higado graso no alcohdlico. En la presente se divulga un método para la prevencion o el tratamiento de la esteatosis
hepética transfectando células de un organismo con cualquiera de los constructos anteriores divulgados en la presente
que incluyen un elemento regulador cis y una secuencia de nucleétidos que codifica un péptido de Vgll4 o un péptido
de Vgll4-HF4A.

[0056] En otro ejemplo, la transfeccién de células de un organismo con una secuencia de nucleétidos que incluye
un elemento regulador cis de Ucpl y una secuencia codificante para una proteina de Vgll4 o variante puede reducir o
minimizar los niveles de glucosa en sangre o un aumento en los niveles de glucosa o la duracién de dicho aumento
en un organismo. La obesidad es un factor de riesgo para la diabetes, que incluye la desregulacion patolégica de los
niveles de glucosa, especificamente elevaciones patolégicas en los niveles de glucosa en suero o duracion
patolégicamente elevada de los niveles de glucosa en suero elevados, como después de la ingesta de calorias, como
una comida. En un ejemplo, puede medirse un aumento de la glucosa en suero después de la administracion de una
prueba de glucosa (es decir, consumir una solucién de glucosa). Normalmente, a un aumento en la glucosa en suero
le sigue a un desafio de este tipo, el cual luego vuelve al valor de referencia o casi al valor de referencia. En individuos
con diabetes, sin embargo, la glucosa puede elevarse patolégicamente mas alta y/o durante una duracién
patolégicamente mas duradera que en individuos sin diabetes. Para los individuos con diabetes o en riesgo de
desarrollar diabetes (por ejemplo, antecedentes familiares, genética u otra predisposicion evidenciada por
biomarcadores, obesidad, etc.), es ventajoso un tratamiento para prevenir el aumento patologico de los niveles de
glucosa en suero 0 una extension patoldgica de un aumento de los niveles de glucosa en suero, después de una
comida o un desafio de glucosa. Un ejemplo de acuerdo con la presente divulgacion incluye reducir o minimizar los
niveles de glucosa en sangre o un aumento en los niveles de glucosa en un organismo poniendo en contacto un
organismo con el constructo, como transfectando células de un organismo con el constructo. Un ejemplo de acuerdo
con la presente divulgacion incluye prevenir el desarrollo de un aumento patolégicamente alto en los niveles de glucosa
en sangre o una duracion patoldgicamente alta de un aumento en los niveles de glucosa en sangre en un organismo
con diabetes o en riesgo de desarrollar diabetes al poner en contacto un organismo con el constructo, como
transfectando células del organismo. El organismo puede ser una persona obesa, 0 una persona con riesgo de
desarrollar obesidad, o una persona a la que se le ha diagnosticado diabetes, o una persona con riesgo de desarrollar
diabetes. Por consiguiente, un ejemplo divulgado en la presente incluye un método para la prevencion o el tratamiento
de la diabetes transfectando células de un organismo con cualquiera de los constructos anteriores divulgados en la
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presente, incluyendo un elemento regulador cis y una secuencia de nucledtidos que codifica un péptido de Vgll4 o un
péptido de Vgll4-HF4A.

[0057] En un ejemplo, también se divulga aumentar la expresion de genes mitocondriales, como genes
mitocondriales implicados en la respiracion mitocondrial, en un organismo poniendo en contacto un organismo con el
constructo, como transfectando células de un organismo con el constructo. En un ejemplo, también se divulga disminuir
la expresion de genes que promueven la lipogénesis en un organismo poniendo en contacto un organismo con el
constructo, como transfectando células de un organismo con el constructo. Aumentar los genes mitocondriales que
promueven la respiracion mitocondrial, o disminuir la expresion de genes implicados en la lipogénesis, como en BAT
o células hepaticas de un organismo transfectado con un constructo como se divulga en la presente (por ejemplo, que
incluye un elemento regulador cis de Ucpl y una secuencia de nucleétidos que codifica un nucleétido que codifica
Vgll4 o Vgll4-HFA, como se divulga en la presente), puede incluir ventajosamente promover los niveles de BAT,
disminuir la lipogénesis en células adiposas, disminuir la esteatosis hepatica, o cualquier combinaciéon de los
anteriores.

[0058] Como se divulga en la presente, en un ejemplo, poner en contacto células de un organismo con una secuencia
de nucledtidos que incluye un elemento regulador cis de Ucpl colindante a una secuencia codificante de Vgll4 aumenta
sorprendentemente el volumen de BAT, es decir, el volumen ocupado por las células BAT. En otro ejemplo, poner en
contacto células de un organismo con una secuencia de nucledtidos que incluye un elemento regulador cis de Ucpl
colindante con una secuencia codificante de Vgll4 disminuye sorprendentemente el volumen de WAT. En otro ejemplo,
poner en contacto células de un organismo con una secuencia de nucle6tidos que incluye un elemento regulador cis
de Ucpl colindante a una secuencia codificante de Vgll4 aumenta sorprendentemente la proporcion entre el volumen
de BAT y el volumen de WAT. Un aumento en BAT impulsando la expresién de Vgll4 bajo el control de un elemento
regulador cis de Ucp1, conocido por aumentar la expresion de un gen colindante en las células BAT, es particularmente
inesperado dado que se sabe que el aumento de la expresion de Vgll4 promueve la apoptosis o tiene efectos
antitumorales contra las células, a diferencia de otros miembros de la familia Vgll. En comparacion, los niveles de VglI3
se aumentan en las células WAT en ratones obesos, lo que sugiere que Vgll3 puede promover las células WAT,
mientras que la sobreexpresion de VglI3 inhibe la adipogénesis en general. Patente de Estados Unidos N° 8.852.939.

[0059] Como se divulga adicionalmente en la presente, en un ejemplo, poner en contacto células de un organismo
con una secuencia de nucleétidos que incluye un elemento regulador cis de Ucpl colindante a una secuencia
codificante de Vgll4 o una secuencia de Vgll4-HF4A en algunos casos puede promover la expresion de Vgll4 o Vgll4-
HF4A respectivamente, en el higado.

[0060] En otro ejemplo, poner en contacto células de un organismo con una secuencia de nucleétidos que incluye
un elemento regulador cis de Ucpl colindante a una secuencia codificante de Vgll4-HF4A puede reducir
sorprendentemente el volumen del tejido adiposo. En un ejemplo, se reduce un volumen de BAT. Sin limitar la presente
divulgacioén a ningun mecanismo de accién particular, el volumen de BAT disminuido después de la transfeccién con
tal constructo puede estar relacionada con la estimulacion de la expresion de genes mitocondriales implicados en la
respiraciéon mitocondrial, la inhibicion de la expresion de genes implicados en la lipogénesis, una inhibicién de la
lipogénesis, o cualquier combinacion de dos o mas de los anteriores, en BAT, provocados por la transfeccion. En otro
ejemplo, se disminuye la esteatosis hepatica. Sin limitar la presente divulgacién a ningin mecanismo de accién
particular, la esteatosis hepética disminuida después de la transfeccion con tal constructo puede estar relacionada con
la estimulacion de la expresion de los genes mitocondriales implicados en la respiracion mitocondrial, la inhibicion de
la expresion de genes implicados en la lipogénesis, una inhibicion de la lipogénesis, o cualquier combinacion de dos
0 mas de los anteriores, en el higado, provocadas por la transfeccion.

EJEMPLOS

[0061] Se pretende que los siguientes ejemplos ilustren realizaciones particulares de la presente divulgacion, pero
de ninguna manera se pretende que limiten el alcance de la misma.

Ejemplo 1: un elemento regulador cis de Ucpl impulsa la expresion en BAT cuando se produce la transfeccion durante
el desarrollo temprano

[0062] La FIG. 1 muestra ejemplos de polinucleétidos de acuerdo con ciertos aspectos de la presente divulgacion.
El ejemplo incluye un elemento regulador cis (BCE) que incluye un potenciador de Ucpl de raton y un promotor de
Ucpl de ratén en sentido ascendente de una secuencia codificante de una proteina indicadora (ya sea una proteina
fluorescente verde (GFP) de luciferasa de luciérnaga (Luci)). En estos ejemplos, se incluye un intrén quimérico de
genes de cadena pesada de inmunoglobulina y globina b humana entre el BCE y la secuencia indicadora. La inclusién
de un intron puede aumentar la expresién de la secuencia del gen de carga util, aqui los constructos indicadores.
También se incluyen secuencias de repeticion terminales invertidas (ITR) en los extremos 5' y 3', que flanquean el
BCE y el indicador. Los vectores virales adenoasociados se sintetizaron incorporando constructos como se ilustra para
determinar la capacidad de BCE para impulsar la expresion de una secuencia codificante en sentido descendente. En
un ejemplo, se construyeron vectores virales adenoasociados del serotipo 9 (AAV9) que portaban constructos como
se ilustra en la FIG. 1. Los constructos incluyen un BCE que tiene una secuencia de la SEQ ID NO: 3y un intrén de la
SEQ ID NO: 34.
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[0063] LaFIG. 2 ilustra el curso temporal del tratamiento de ratones con vectores virales como se ilustra en la FIG.
1 para determinar patrones de expresion de proteinas indicadoras impulsadas por BCE. A los 5 dias de edad (P5), los
ratones recién nacidos recibieron una inyeccion de AAV sc dorsal (de un AAV9 que lleva uno de los constructos que
se muestran en la FIG. 1), a una dosis de 1 x 1010 copias del genoma por gramo de peso corporal, en solucién salina
tamponada con fosfato. A los 42 dias después del nacimiento (P42), se evalué la bioluminiscencia para determinar la
expresion de proteinas marcadoras. La expresion se determind mediante un sistema de imagenologia in vivo (IVIS™,
Perkin EImer) como se muestra en las FIGS. 3 (vista dorsal) y 4 (vista ventral), asi como por micro exploracién CT
para mostrar patrones de expresion topogréafica, como se muestra en la FIG. 5. Primero se tomaron imagenes de los
sujetos transducidos con AAV9.BCE.luci para bioluminiscencia y luego se exploraron con micro CT, con
AAV9.BCE.GFP sirviendo como control. En la FIG. 5, los origenes de la sefial de bioluminiscencia se emparejaron
con los tejidos mapeados por micro CT (rosa = tejido adiposo marrén, azul o rojo = tejidos con sefial de
bioluminiscencia positiva). La expresién se elevo especificamente en BAT, lo que demuestra la expresion especifica
de BAT impulsada por el elemento regulador cis de BCE después de la transfeccién durante el periodo neonatal.

[0064] Como se muestra en las FIGS. 6y 7, los tejidos adiposos interescapulares (es decir, en la region donde esta
localizado el BAT) se recogieron en el dia postnatal 60 y se usaron para la tincién de inmunofluorescencia. La FIG. 6
muestra imagenes de tincién de inmunofluorescencia de BAT interescapular (usando imagenologia UCP1 para
identificar células BAT), y la FIG. 7 muestra imagenes de tincion de inmunofluorescencia tanto de BAT como de tejido
adiposo blanco (usando la tincion de perilipina para marcar el tejido adiposo, tanto de BAT como de WAT). La tincion
nuclear DAPI también se muestra en la FIG. 6 y la expresién de GFP se usé para tefiir células con expresion de
indicador impulsada por BCE en animales tratados con AAV.BCE.GFP (con el tratamiento de AAV.BCE.Luci sirviendo
como control). Barra = 200 ym. BCE impulsé la expresion de la proteina indicadora en los adipocitos y, en particular,
en BAT.

[0065] La FIG. 8 muestra una vista esquematica de un constructo de pAAV.BCE.Vgll4-GFP administrada a través
de un portador de AAV9. El constructo se asemeja a la que se muestra en la FIG. 1 excepto que Vgll4-GFP es la
secuencia codificante cuya expresion esta impulsada por BCE en lugar de simplemente por GFP o luciferasa. La
secuencia del transcrito BCA-intron-Vgll4-GFP es la SEQ ID NO: 39, y es un polinucleétido que incluye un elemento
regulador cis y una secuencia de nucle6tidos que codifica una proteina de tipo 4 vestigial, en donde el elemento
regulador cis incluye un potenciador de la proteina de desacoplamiento 1 y un promotor de la proteina de
desacoplamiento 1. Un intrén esta presente entre el elemento regulador cis y la secuencia de nucleétidos que codifica
una proteina de tipo 4 vestigial. El constructo se empaquetdé en un vector viral adenoasociado (AAV9) para la
transfeccion de células de un organismo con el constructo.

[0066] La FIG. 9 ilustra el curso temporal del tratamiento de ratones con vectores virales como se ilustra en la FIG.
8 para determinar los efectos sobre el volumen del tejido adiposo. En el dia postnatal 5 se les inyect6 dorsalmente sc
a los ratones AAV (AAV9.BCE.Vgll4-GFP, o AAV9.BCE.GFP, que lleva el constructo mostrado en la FIG. 1, como
control), a una dosis de 1 x 1010 copias del genoma por gramo de peso corporal, en solucion salina tamponada con
fosfato. En el dia postnatal 42, se tomé una exploracion micro CT para medir el volumen de tejido adiposo
intraescapular, usando el software de exploracion de micro CT disponible comercialmente (analyze 12™). El tejido
adiposo intraescapular fue diferenciable del tejido colindante, y BAT fue diferenciable de WAT, debido a las diferencias
en las unidades Hounsfield asociadas con diferentes tipos de tejido de acuerdo con las técnicas estandar de
exploraciéon por micro TC. En las FIGS. 10 (control) y 11 (para un sujeto inyectado con AAV9.BCE.Vgll4-GFP) se
muestra una exploracién ejemplar. BAT y WAT son como se indica. Puede observarse un aumento del volumen de
BAT y una disminucién del volumen de WAT después de la expresién de Vgll4 impulsada por BCE.

[0067] EIl volumen de BAT se midié como se representa graficamente en la FIG. 12. En sujetos con expresion de
Vgll4 impulsada por BCE, el volumen de BAT fue una media de 102,2 + 2,8 mm3, en comparaciéon con 84,2 + 1,9 mm3
en los controles (* = p <0,05). El volumen WAT se midié como se representa graficamente en la FIG. 13. En sujetos
con expresion de Vgll4 impulsada por BCE, el volumen de WAT fue una media de 27,1 + 0,6 mm3, en comparacion
con 40,0 £ 2,8 mm3 en los controles (** = p <0,01). La proporcién de volumen BAT/WAT se midié como se representa
graficamente en la FIG. 14. En sujetos con expresion de Vgll4 impulsada por BCE, la proporcion de volumen de
BAT/WAT fue una media de 3,8 + 0,6 mm3, en comparacion con 40,0 + 2,8 mm3 en los controles (** = p <0,01). Por
tanto, la transfeccion de células de un organismo con un constructo que incluye un elemento regulador cis que impulsa
la expresion de Vgll4, en donde el elemento regulador cis incluye un potenciador de proteina de desacoplamiento 1y
un promotor de proteina de desacoplamientol, aument6 el volumen de BAT, disminuy6 el volumen de WAT y aumentd
una proporcion de volumen de BAT a volumen de WAT.

Ejemplo 2: un elemento regulador cis de Ucpl impulsa la expresion en BAT e higado cuando la transfeccion se produce
durante la edad adulta.

[0068] Se administr6é un vector AAV (AAV9) que contenia un constructo con un elemento regulador cis de BCE (SEQ
ID NO: 3) que impulsaba la expresion de luciferasa (AAV.BCE.Luci) a ratones de 6 semanas de edad. En otros ratones,
el elemento regulador cis (MiniUcpl) incluia un potenciador de Ucpl (SEQ ID NO: 4) pero no un promotor de Ucpl
(AAV.MiniUcpl.Luci). Los sujetos fueron evaluados para las sefiales de luciferasa una semana después. Los
resultados se ilustran en las FIGS. 15-18. Ambos BAT (FIG. 16) e higado (FIG. 17) tenian sefiales de luciferasa, con
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el elemento regulador cis de BCE impulsando una expresion hepatica mas alta que MiniUcpl. AAV.BCE.Luci impulsa
la expresion en el higado cuando la transfeccion se produce mas tarde en el desarrollo, como en la edad adulta. La
FIG. 18 muestra que BAT y el higado incluian copias del genoma del vector viral, segin se evalla por PCR en tiempo
real.

[0069] AAV tiene muy pocas posibilidades de integrarse en el genoma de la célula huésped, existiendo
principalmente como episomas en las células huésped. Si las células huésped proliferan rapidamente, las células
descendientes pueden perder faciimente el nimero de copias de AAV. En las células quiescentes del ciclo celular, por
el contrario, las AAV coexisten hasta que mueren las células. Durante el desarrollo, como en los recién nacidos, los
hepatocitos proliferan rapidamente, mientras que las BAT son en su mayoria células quiescentes del ciclo celular. Sin
querer estar limitados a ninguna teoria o mecanismo de accién particular, durante el crecimiento de las crias
transducidas por AAV.BCE.Luci, los hepatocitos, pero no los adipocitos marrones, pueden haber eliminado AAV, lo
que podria explicar por qué las sefiales de luciferasa solo pueden detectarse en la BAT pero no en el higado después
de la transfeccion temprana en el desarrollo (como en el Ejemplo 1). En los ratones adultos transducidos con
AAV.BCE.Luci del presente Ejemplo (Ejemplo 2), las BAT y los hepatocitos no proliferaron activamente, y se
detectaron sefiales de luciferasa en ambos tejidos.

Ejemplo 3. La via Hippo-YAP

[0070] Laviade sefializacion Hippo-YAP es bien conocida por controlar el crecimiento de 6rganos. En los mamiferos,
la cascada Hippo quinasa incluye MST1/2, LATS1/2 y la proteina de andamiaje Salvador (Say). La activacién de estas
cinasas da como resultado la fosforilacién e inactivacion de YAP y WWTR1 (conocido mas cominmente como TAZ),
coactivadores transcripcionales ortélogos que son efectores terminales de esta via. YAP/TAZ interactian con los
factores de transcripcién de la familia TEAD para regular en sentido descendente la expresién de genes objetivo. Tipo
4 vestigial (VGLL4) es otro factor cotranscripcional que sirve como supresor de un complejo YAP-TEAD.
Mecanicamente, VGLL4 se une directamente a TEAD a través de sus dos dominios TONDU (TDU), y la unién de
VGLL4 o YAP a TEAD es mutuamente excluyente (FIG. 19).

[0071] Cada dominio TDU de VGLL4 tiene dos residuos de acido animal esenciales (HF) que median la interaccion
VGLL4-TEAD (SEQ ID NO: 41y SEQ ID NO: 42, respectivamente). El reemplazo de los HF en los dominios TDU con
cuatro residuos de alanina (FIG. 20) minimiza la interaccion entre VGLL4 y TEAD. A diferencia de VGLLS$, VGLL4-
HF4A no suprime un complejo YAP-TEAD (FIG. 21). YAP/TAZ puede promover la termogénesis de BAT, elevando la
posibilidad de manipular esta via para reducir la obesidad.

Ejemplo 3. TEAD1 regula directamente la expresién de Fgf21

[0072] Se ha demostrado con anterioridad que los ratones knockout YAP y TAZ dobles heterocigotos tienen un BAT
mucho mas pequefio que sus controles de compafieros de camada a las cuatro semanas después del nacimiento. En
la via Hippo-YAP, YAP/TAZ interactla con las proteinas TEAD para regular la expresiéon en sentido descendente de
los objetivos. Por tanto, TEAD1 puede regular el crecimiento posnatal de BAT. Como se divulga en la presente, se
cruzaron ratones transgénicos Ucpl::Cre con el alelo flox Teadl para eliminar especificamente Teadl en el BAT (FIG.
22). El agotamiento de TEAD1 en BAT de ratones Teadl cKO se confirm6 mediante transferencia Western (FIG. 23).
En comparacién con los controles, los ratones Teadl cKO tenian depoésitos BAT interescapulares mas pequefios
(FIGS. 24 y 25). La inactivacion de TEADL en los adipocitos marrones disminuy6 significativamente la expresion de
Fgf21 en BAT (FIG. 26). Los datos de secuenciacion de inmunoprecipitacién de cromatina demostraron que TEAD1
se une directamente a la regiéon promotora de Fgf21 (FIG. 27). El factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21) es
una mioquina importante que regula el metabolismo de la glucosa y los lipidos.

Ejemplo 4. La activacién de VGLL4 reduce la adiposidad

[0073] BAT desempefia un papel importante en la termogénesis sin temblores y la homeostasis energética. Como
se divulga en la presente, la sobreexpresion de VGLL4 mediada por AAV aument6 el volumen de BAT. Para demostrar
si la activacién de VGLL4 en un modelo de obesidad (ratones alimentados con una dieta rica en grasas) reduciria el
peso corporal, AAV.BCE.VGLL4 (incluyendo SEQ ID NO: 39) en ratones con obesidad inducida por una dieta rica en
grasas, y se monitorizé su peso corporal durante 7 semanas (FIG. 28). Los controles recibieron AAV con luciferasa
controlada por el elemento regulador cis (SEQ ID NO: 3). 8 semanas después de la administracion de AAV, las sefiales
de luciferasa se detectaron facilmente en los ratones transducidos con AAV.BCE.luci (FIG. 29). Los valores de peso
corporal y ganancia de peso corporal no eran distinguibles entre los ratones de control y los tratados con VGLL4 (FIGS.
30y 31). Sin embargo, usando micro CT, se midi6 el volumen de tejido adiposo y no adiposo (masa magra). 4 semanas
después de la transduccion de AAV, aunque la ganancia de peso corporal fue similar entre los ratones control y VGLL4,
los ratones de control, pero no los deVGLL4, mostraron un aumento significativo en la masa de tejido adiposo. Por
otro lado, los ratones de VGLL4 pero no los de control tuvieron un aumento significativo de masa magra. Por
consiguiente, 4 semanas después de la infusion de AAV, los ratones de VGLL4 tenian una proporcion de prueba
grasa/magra mas baja que la de los ratones de control (FIG. 32A-C). La transferencia Western mostr6 que se expreso
VGLL4 exdgeno en BAT de ratones transducidos con AAV.BCE.VGLL4 (no mostrado).

[0074]
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Ejemplo 5. AAV.BCE.VGLL4 mitiga la ganancia de peso corporal

[0075] Para demostrar si la activacion de VGLL4 en ratones normales evitaria o mitigaria la progresion de la
obesidad, se administr6 AAV.BCE.VGLL4 (incluyendo la SEQ ID NO: 39) a ratones de 8 semanas de edad.
Comenzando 1 semana después de la inyeccion, los ratones fueron alimentados con una dieta rica en grasas (FIG.
33A). Al final de las 13 semanas de tratamiento con dieta rica en grasas, el peso corporal de los ratones VGLL4 fue
menor que el de los ratones de control, aunque la diferencia no alcanz6 significancia estadistica (FIG. 33B).
Comenzando desde la semana 5, sin embargo, los ratones VGLL4 tuvieron una ganancia de peso corporal acumulada
significativamente menor que la de los de control (FIG. 33C). Como se divulga en la presente (Ejemplo 2),
AAV.BCE.VGLL4 se dirige tanto a BAT como al higado cuando se administra mas tarde en el desarrollo, como en la
edad adulta. Fgf21 es un objetivo de TEAD1 (FIGS. 26 y 27), y es producido principalmente por el higado y el tejido
adiposo. Por lo tanto, se midio la expresion de VGLL4 y Fgf21 en el higado. VGLL4 se sobreexpreso en el higado y
Fgf21 disminuy0 significativamente en el higado de ratones VGLL4 (FIG. 33D).

Ejemplo 6. AAV.BCE.VGLL4HF4A aumenta la expresion de genes mitocondriales BAT

[0076] Como se divulga en la presente, la expresion de VGLL4 impulsada por un elemento regulador cis de Ucpl
mitigd la ganancia de peso corporal, también suprimié la expresion de Fgf21, que es importante para el metabolismo
de la glucosa. Por lo tanto, VGLL4 puede tener multiples funciones, interactuando con TEAD1 para disminuir la
expresion de Fgf21, a la vez que también interact(ia con otros factores desconocidos para mejorar el gasto de energia.
Sin querer estar limitados por ninguna teoria 0 mecanismo de accién particular, esta posibilidad puede indicar por qué
VGLL4 puede mitigar la ganancia de peso corporal sin mejorar el metabolismo de la glucosa. Se cre6 un vector de
AAV.BCE.VGLL4HF4A, que expresa un VGLL4 mutado que no interactia con TEAD (mutaciones de HF4A), que
incluye la SEQ ID NO: 36, y también incluye una proteina indicadora de GFP (SEQ ID NO: 40). Ratones normales de
8 semanas de edad recibieron una inyeccién subcutanea de AAV.BCE.VGLL4HF4A, lo que dio como resultado la
transfeccion de BAT (FIGS. 34A y B). Los resultados de gRT-PCR mostraron que la sobreexpresion de VGLL4HF4A
no afect6 a la expresion de Fgf21 pero redujo la expresién de Cidea y Fasn (FIG. 34C), que son dos genes implicados
en la lipogénesis, en BAT. Ademas, VGLL4HF4A aument6 la expresion de Cox2 (Subunidad Il de Citocromo C
Oxidasa, codificada por MT-CO2) y Cox6a2 (Subunidad 6A2 de Citocromo C Oxidasa) en BAT (FIG. 34D). Estos datos
indican que VGLL4HF4A puede aumentar la actividad de la respiracién mitocondrial sin afectar a la expresion de Fgf21
y también reducir la lipogénesis.

Ejemplo 7. AAV.BCE.VGLL4HF4A mitiga la ganancia de peso corporal y reduce el nivel de glucosa en suero.

[0077] Se inyect6 sc AAV.BCE.VGLL4HF4A (incluyendo la SEQ ID NO: 36) en la regioén interescapular de ratones
C57/BL6 de 8 semanas de edad, a una dosis de 2x109 GC/gramo de peso corporal. Se usé AAV.BCE.GFP como
control. Una semana después de la inyeccion del virus, comenzaron 12 semanas de alimentacion con dieta rica en
grasas (HFD) (FIG. 35A). Durante el tratamiento con HFD, la tasa de ganancia de peso corporal de los ratones
AAV.BCE.VGLL4HF4A (VGLL4HF4A) fue mas lenta que la de los ratones AAV.BCE.GFP, y la diferencia alcanz6
significancia 9 semanas después del tratamiento con HFD (FIG. 35B). 11 semanas después del tratamiento con dieta
rica en grasas, el peso corporal de los ratones AAV.BCE.VGLL4HF4A comenzé a ser significativamente mas bajo que
el de los ratones AAV.BCE.GFP (FIG. 35C). Una prueba de tolerancia a la glucosa (GTT) mostré que el nivel de
glucosa en suero privado de alimento y el nivel maximo de glucosa después del desafio con glucosa fueron
significativamente més bajos en los ratones AAV.BCE.VGLL4HF4A (FIG. 35D).

Ejemplo 8. AAV.BCE.VGLL4HF4A reduce el peso de BAT

[0078] En comparacion con la de los ratones de control GFP, la masa de BAT fue significativamente menor en los
ratones VGLL4HF4A (FIG. 36A). qRT-PCR confirmé que VGLL4 estaba sobreexpresado en el BAT de ratones
VGLL4HF4A (FIG. 36B). La expresion de Ucpl no se vio afectada por VGLL4AHF4A (FIG. 36C). También se midieron
los niveles de expresion de tres genes mas que regulan la actividad respiratoria de las mitocondrias en BAT: Cox2,
Cox6a, Ndufsa8. Cox2 se regulé por incremento significativamente en BAT de VGLL4HF4A (FIG. 36D). VGLL4HF4A
también suprimié la expresion de Accl, un gen implicado en la sintesis de acidos grasos (FIG. 36E). Por lo tanto,
VGLL4HF4A puede preservar la funcion de BAT tanto aumentando la actividad respiratoria de las mitocondrias como
atenuando la sintesis de acidos grasos.

Ejemplo 9. AAV.BCE.VGLL4HF4A reduce el peso del higado y la sintesis de &cidos grasos.

[0079] Un elemento regulador de BCE cis que incluye un potenciador de Ucpl y un promotor de Ucpl, como se
divulga en la presente, impulsa la expresion génica en el higado cuando se transfectan sujetos adultos, como se
divulga en la presente. Curiosamente, el peso del higado de los ratones VGLL4HF4A fue significativamente menor
gue el de los ratones de control GFP (FIG. 37A). qRT-PCR confirm6 que VGLL4 se sobreexpresaba fuertemente en
el higado de ratones VGLL4HF4A (FIG. 37B). La histologia determinada por tincion con hematoxilina y eosina (H&E)
mostré una acumulacion moderada de gotitas de lipidos y microesteatosis (FIG. 37C). La tincion con aceite rojo
confirm6 que el higado VGLL4HF4A tenia mucha menos acumulacion de gotitas de lipidos que el higado de control
GFP (FIG. 37D). La expresion de los genes de sintesis de acidos grasos Accl y Fasn en el higado se redujo
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significativamente por VGLL4HF4A (FIG. 37E). VGLL4HF4A puede prevenir patologias hepaticas inducidas por HFD,
como disfuncion metabdlica hepatica, inflamacion o enfermedad del higado graso no alcohdlico.
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucleétido, que comprende
un elemento regulador cis y una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina tipo 4 vestigial, en donde
el elemento regulador cis comprende un potenciador de la proteina 1 de desacoplamiento y un promotor de
la proteina 1 de desacoplamiento.

2. El polinucleétido de la reivindicacion 1, en donde el potenciador de la proteina de desacoplamiento 1 tiene por lo
menos un 90% de identidad con una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO 4y la SEQ ID NO:
7.

3. El polinucleétido de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde el promotor de la proteina 1 de
desacoplamiento tiene por lo menos un 90% de identidad con una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 2, la
SEQID NO 5y la SEQ ID NO: 8.

4. El polinucledtido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el elemento regulador cis tiene por lo menos
un 90% de homologia con una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 6 y la SEQ ID NO: 9.

5. El polinucleétido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la proteina tipo 4 vestigial tiene por lo menos
un 90% de homologia con una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 15, la
SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO: 19, la SEQ ID NO: 21, la SEQ ID NO: 23, la SEQ ID NO: 25, la SEQ ID NO: 27, la
SEQ ID NO: 29, la SEQ ID NO: 31 y la SEQ ID NO: 33.

6. El polinucledtido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la proteina tipo 4 vestigial se selecciona de
la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO: 19, la SEQ ID NO: 21, la
SEQ ID NO: 23, la SEQ ID NO: 25, la SEQ ID NO: 27, la SEQ ID NO: 29, la SEQ ID NO: 31y la SEQ ID NO: 33.

7. El polinucleétido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la secuencia que codifica una proteina tipo
4 vestigial tiene por lo menos un 90% de identidad con una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 10, la SEQ ID
NO: 12, la SEQ ID NO: 14, la SEQ ID NO: 16, la SEQ ID NO: 18, la SEQ ID NO: 20, la SEQ ID NO: 22, la SEQ ID NO:
24, la SEQ ID NO: 26, la SEQ ID NO: 28, la SEQ ID NO: 30, y la SEQ ID NO: 32.

8. El polinucleétido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde la secuencia que codifica una proteina tipo
4 vestigial se selecciona de la SEQ ID NO: 10, la SEQ ID NO: 12, la SEQ ID NO: 14, la SEQ ID NO: 16, la SEQ ID
NO: 18, SEQ ID NO: 20, la SEQ ID NO: 22, la SEQ ID NO: 24, la SEQ ID NO: 26, la SEQ ID NO: 28, la SEQ ID NO:
30yla SEQ ID NO: 32.

9. El polinucleétido de cualquiera de las reivindicaciones 1, 5 o 7, en donde la proteina tipo 4 vestigial tiene de 0 a 3
sustituciones en una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO: 15, la SEQ ID
NO: 17, la SEQ ID NO: 19y la SEQ ID NO: 21, en donde las sustituciones no estan en un dominio TDU.

10. El polinucleétido de cualquiera de las reivindicaciones 1, 5 o 7, en donde la proteina tipo 4 vestigial tiene de 0 a 3
sustituciones en una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 23, la SEQ ID NO: 25, la SEQ ID NO: 27, la SEQ ID
NO: 29, la SEQ ID NO: 31 y la SEQ ID NO: 33, en donde las sustituciones no estan en un dominio TDU.

11. El polinucleétido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que comprende ademas un intrén entre el elemento
regulador cis y la secuencia de nucleétidos que codifica una proteina de tipo 4 vestigial.

12. El polinucleétido de la reivindicacion 10, en donde el intron tiene por lo menos un 90% de homologia con la SEQ
ID NO: 34.

13. El polinucleétido de la reivindicacion 11, en donde el intrén es la SEQ ID NO: 34.
14. Un vector viral que comprende un polinucleétido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13.
15. El vector viral de la reivindicacion 14, en donde el vector viral comprende un vector asociado a adenovirus.

16. El polinucleétido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 o el vector viral de la reivindicacion 13 o 14 para su
uso como medicamento.
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