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DESCRIPCION
Microcapsulas esféricas o no esféricas que comprenden péptidos GLP-1, su produccién y su uso.

La presente invencion se refiere a microcapsulas esféricas que comprenden al menos un revestimiento
superficial y un nucleo, donde el al menos un revestimiento superficial comprende polimeros reticulados, en las que
el nucleo comprende polimeros reticulados y células transfectadas con y capaces de expresar y secretar un péptido
de fusion que comprende GLP-1 o un fragmento o una variante del mismo seleccionados de un péptido de fusion
que comprende como componente (I) en el extremo N-terminal una secuencia de GLP-1(7-35, 7-36 6 7-37) o un
fragmento funcional o una variante de la misma, y como componente (ll) en el extremo C-terminal una secuencia
peptidica de como minimo 9 aminoacidos y donde el péptido de fusion, sus fragmentos o variantes conservan la
actividad biolégica del GLP-1 nativo.

La presente solicitud esta dirigida a métodos para producir estas microcapsulas esféricas y al uso de estas
microcapsulas, por ejemplo en el tratamiento de la diabetes tipo 2, trastornos de peso y enfermedades o estados
asociados a los mismos, trastornos neurodegenerativos y enfermedades o estados asociados(as) a los mismos, o
para el tratamiento de trastornos y enfermedades o estados asociados(as) a la apoptosis.

El gen del glucagén esta bien estudiado, véase por ejemplo White, J.W. y col., 1986, Nucleic Acid Res.

14(12) 4719-4730. La molécula del preproglucagén, como molécula precursora de alto peso molecular, se sintetiza
en las células alfa pancreaticas y en las células L del yeyuno y colon. El preproglucagén es una prohormona de 180
aminoacidos de longitud y su secuencia contiene, ademas de glucagoén, dos secuencias de estructura afin: péptido 1

similar al glucagén (GLP-1) y péptido 2 similar al glucagén (GLP-2). En la molécula de preproglucagoén, entre el GLP[
1y el GLP-2, se halla una secuencia peptidica de 17 aminoacidos (o mas bien una secuencia de 15 aminoacidos
mas el sitio de escision RR C-terminal), el péptido interpuesto 2 (IP2). La secuencia de IP2 (situada entre el GLP-1y
el GLP-2 en la molécula precursora) se escinde normalmente por protedlisis después del aa 37 de GLP-1. Por tanto,

la molécula del preproglucagén se escinde en distintos péptidos, dependiendo de la célula y del entorno, entre los
que se incluye GLP-1 (1-37), un péptido de 37 aminoacidos en su forma no procesada. Por lo general, este
procesamiento se realiza en el pancreas y el intestino. La secuencia del GLP-1 (1-37) puede continuar
procesandose por protedlisis, dando como resultado GLP-1 activo (7-37), la forma procesada de 31 aminoacidos, o
amida de GLP-1 (7-36). Por consiguiente, la designacion GLP-1(7-37) significa que el fragmento en cuestion

comprende los residuos aminoacidos numero 7 (incluido) al nimero 37 (incluido), contando desde el extremo N-
terminal del péptido de partida, GLP-1. La secuencia de aminoacidos de la amida de GLP-1(7-36) y del GLP-1 (7-37)
se indica en la formula | (SEQ ID NO: 25):

His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-GIn-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-Val(
Lys-Gly-Arg-X (1)

que reperesenta la amida de GLP-1(7-36) si X es NHz y GLP-1 (7-37) si X es Gly-OH.

El GLP-1 es una hormona intestinal y es el agente insulinotropico endégeno mas potente, con efectos entre
los que se incluye la estimulacion de la actividad de la adenilato-ciclasa y la proteina-quinasa en las células beta.
Fisioldgicamente, junto con los polipéptidos inhibidores gastricos del intestino superior, hace las veces de una
hormona incretina que reduce el nivel de glucemia. Por consiguiente, el GLP-1, secretado en respuesta a la ingesta
de alimentos, tiene multiples efectos por ejemplo en el estémago, el higado, el pancreas y el cerebro, que obran
conjuntamente para regular el azdcar en sangre. Por tanto, la amida del péptido similar al glucagéon GLP-1(7-36) y su
analogo no amidado GLP-1(7-37) han despertado un considerable interés debido a sus potentes efectos sobre el
metabolismo de los carbohidratos y su aplicabilidad potencial al tratamiento de la diabetes, incluyendo la diabetes
tipo 2. La diabetes tipo 2 se caracteriza por una resistencia a la insulina, esto es que las células no responden
apropiadamente cuando hay insulina presente. Este es un problema mas complicado que la diabetes tipo 1. La
diabetes tipo 2 puede pasar inadvertida durante afios en un paciente antes del diagnéstico, dado que los sintomas
son generalmente mas leves (sin cetoacidosis) y pueden ser esporadicos. No obstante, una diabetes tipo 2
inadvertida puede tener como resultado complicaciones graves, incluyendo insuficiencia renal y enfermedad
cardiaca coronaria. Esto lleva a una mayor morbilidad y mortalidad.

Sin embargo, la amida de GLP-1 (7-36), o el GLP-1(7-37), tiene una vida corta en suero. El péptido es
escindido por la dipeptidil-peptidasa IV (DPP-1V) entre los residuos 8 y 9, de lo que resulta un péptido inactivo. Asi, el
GLP-1, administrado de forma exdgena tiene una vida sumamente corta en el paciente tratado y, por tanto, no ejerce
sus efectos fisioldgicos en aplicaciones terapéuticas.

Se han llevado a cabo diversos intentos para sintetizar analogos estabilizados (contra DPP-IV) de GLP-1
(GLP-1(7-37)) presentes en la naturaleza. En particular se sustituyo el residuo 8, que in vivo es Ala, por otro residuo,
por ejemplo Gly, Ser o Thr (Burcelin, R. y col. (1999), Metabolism 48, 252-258). El Gly8 y el analogo de G8 se han
ensayado exhaustivamente, ambos como moléculas sintetizadas, y se han producido mediante lineas celulares
disefiadas genéticamente para secretar el polipéptido mutante (Burcelin, R., y col. (1999), Annals of the New York
Academy of Sciences 875: 277-285). En el GLP-1 (7-37) se han introducido otras diversas modificaciones para
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mejorar su estabilidad in vivo sin comprometer su actividad biolégica. Sin embargo, ninguno de estos planteamientos
ha llegado a tener significacion terapéutica alguna debido a los considerables problemas implicados.

Ademas, ninguno de estos planteamientos permite un suministro de larga duracion de GLP-1 in vivo. Esto
es debido a la degradacién proteolitica arriba mencionada, al metabolismo del GLP-1 y a la degradacion normal de
proteinas que se produce en el cuerpo en general. Asi, el paciente necesitado de GLP-1 debe recibir una o incluso
multiples dosis de GLP-1, o sus analogos o variantes, a intervalos cortos durante un largo periodo de tiempo o,
incluso peor, durante toda la vida o, de cualquier modo, mientras padezca la enfermedad a tratar. Por consiguiente,
un doctor en medicina o bien el propio paciente debe administrar dosis de GLP-1. Con el fin de evitar este problema,
el GLP-1 puede administrarse proporcionando a un paciente células que contengan un acido nucleico que codifique
y exprese GLP-1. El implante de tales células aseguraria un suministro a mas largo plazo de GLP-1 in vivo y, gracias
a la secrecion de GLP-1 desde las células injertadas, proporcionar GLP-1 directamente en el lugar de interés.

El documento WO 99/53064 da a conocer por ejemplo una estrategia para crear un casete de expresion de
GLP-1 multimérico que puede incorporarse a diversos tipos de células, que son lineas celulares inmortalizadas
publicas disponibles, y dividir los cultivos celulares primarios. Entre los ejemplos se incluyen neuroesferas sensibles
al EGF, células madre progenitoras neurales sensibles al bFGF del SNC de mamiferos, aunque el ejemplo puesto
en practica utiliza células renales de cria de hamster (BHK). Se decia que las células transfectadas implantadas se
habian utilizado para tratar con éxito a ratones diabéticos, permitiendo un control de la glucosa sustancialmente
equivalente a los controles no diabéticos. Sin embargo, este tipo de técnica de implante no cumple los requisitos de
un tratamiento rutinario para, por ejemplo, pacientes diabéticos.

Ademas, es conocido en el estado de la técnica actual que, por regla general, el sistema inmunitario
reconoce las células extrafias y provoca una respuesta inmunitaria con el fin de proteger al organismo contra el
material externo, por ejemplo células extrafas. El implante de células capaces de expresar GLP-1 o cualquiera de
sus variantes o derivados puede llevar asi a una respuesta inmunitaria en el organismo. Tal respuesta defensiva
puede causar efectos colaterales considerables y no deseables durante el tratamiento y llevar a complicaciones
graves o incluso a la muerte del organismo tratado.

Para resumir, actualmente no se dispone en la técnica de ninguna terapia eficaz para la diabetes tipo 2 que
permita reducir el nivel de glucemia en base al GLP-1 durante un periodo de tiempo duradero. En otras palabras, el
estado de la técnica no es capaz de proporcionar una terapia que refleje todo el espectro de los efectos beneficiosos
conocidos del GLP-1, por ejemplo su actividad para reducir en gran medida la entrada de nutrientes en la circulacion
en sujetos obesos o su actividad estimuladora de la insulina, sin necesidad de una administracién reiterada de
péptido(s) CLP-1 ni/o el riesgo de una respuesta inmunitaria no deseada contra, por ejemplo, células alogénicas
implantadas que expresen GLP-1.

Por tanto, un objeto de la presente invencion es proporcionar moléculas peptidicas basadas en GLP-1 que
sean biolégicamente activas in vivo durante un periodo de tiempo duradero, sin la necesidad de una administracion
reiterada de péptido(s) GLP-1 o el riesgo de provocar una respuesta inmunitaria no deseada.

El objeto subyacente a la presente invencién se logra proporcionando una microcapsula esférica que
comprende al menos un revestimiento superficial y un nucleo (esférico), microcapsula en la que el al menos un
revestimiento superficial comprende o consiste en polimeros reticulados, microcapsula en la que el nucleo (esférico)
comprende o consiste en polimeros reticulados y células transfectadas con y capaces de expresar y secretar un
péptido de fusion que comprende: como componente (1), en el extremo N-terminal, una secuencia de GLP-1(7-35, 7(]
36 6 7-37), o un fragmento o una variante funcional de la misma, y, como componente (ll), en el extremo C-terminal,
una secuencia peptidica de como minimo 9 aminoacidos y microcapsula en la que el péptido de fusién, sus
fragmentos o variantes conservan la actividad biolégica del GLP-1 nativo.

Normalmente, el nucleo (esférico) de la microcapsula esférica de la invencion comprende o consiste en
polimeros reticulados y células transfectadas con y capaces de expresar y secretar un péptido de fusion que
comprende: como componente (I), en el extremo N-terminal, una secuencia de GLP-1(7-35, 7-36 6 7-37), o un
fragmento o una variante funcional de la misma, y, como componente (Il), en el extremo C-terminal, una secuencia
peptidica de como minimo 9 aminoacidos, conservando el péptido de fusion, sus fragmentos o variantes la actividad
biologica del GLP-1 nativo.

En el contexto de la presente invencion, los polimeros reticulados del nucleo (esférico), esto es el nucleo
puede ser esférico o no, forman una estructura tipo andamio que incluye la o las células en sus cavidades. Las
células pueden estar incluidas en la estructura tipo andamio individualmente o, normalmente, en forma de
agregados, por ejemplo como (un pool de) células agregadas, con un nimero de células entre aproximadamente 10
y aproximadamente 10.000, por ejemplo entre aproximadamente 10 y aproximadamente 500, entre
aproximadamente 10 y aproximadamente 1.000 o entre aproximadamente 10 y aproximadamente 10.000 células. El
nucleo (esférico) comprende preferentemente una distribucion homogénea de los polimeros reticulados y de células
incluidas capaces de expresar y secretar un péptido de fusion que comprende GLP-1 o un fragmento o una variante
del mismo. El ndcleo, incluyendo la estructura tipo andamio y las células incluidas segun se han definido
anteriormente, se prepara preferentemente seguin el método descrito mas abajo.
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Las células pueden estar presentes en el nucleo de la microcapsula esferlca de la invencién en una
concentracion de 0,5 x 107 células/ml de polimero de andamio retlculado a 5 x 10° células/ml de polimero de
andamlo reticulado, preferentemente en una concentracion de 1 x 107 células/ml de polimero de andamlo reticulado
a5 x 10’ células/ml de polimero de andamlo reticulado y en especial en una concentracion de 2 x 107 células/ml de
polimero de andamio reticulado a 4 x 107 células/ml de polimero de andamio reticulado.

El didmetro del nucleo de la microcapsula esférica de la invencion puede variar ventajosamente en gran
medida dependiendo del tratamiento especifico. Normalmente, el diametro del nucleo de la microcapsula esférica de
la invencion oscila entre aproximadamente 20 y aproximadamente 4.000 pm, preferentemente entre
aproximadamente 20 y aproximadamente 3.000 um y en especial entre aproximadamente 20 y aproximadamente
2.000 pm.

A la hora de preparar las microcapsulas esféricas de la invencion tiene una importancia critica incluir las
células encapsuladas (alogénicas) por completo en la matriz polimérica. El término “esféricas” se entiende en su
significado mas amplio. Se entiende que una particula esférica tiene una forma similar a la de una esfera, pudiendo
la forma ser simétrica o asimétrica. Por ejemplo, una microcapsula esférica puede tener forma elipsoidal. En una
realizacién, la microcapsula de la invencion puede no ser esférica dentro del significado anterior, sino tener una
forma arbitraria con, por ejemplo, con segmentos salientes o entrantes en la superficie de la microcapsula. Siempre
que en la presente revelacion se mencionen microcapsulas “esféricas”, también pueden proporcionarse, prepararse
0 usarse microcapsulas “no esféricas”.

Las células (alogénicas) situadas en la periferia del nucleo o las células que sobresalgan de la estructura de
andamio pueden provocar problemas inmunolégicos, dado que el sistema inmunitario reconocera estas
microcapsulas como componentes extrafos y, asi, estas microcapsulas seran atacadas por el sistema inmunitario.
Aunque este efecto puede evitarse reduciendo la concentracion de células en la solucion inicial, la presente
invencion permite mejorar la eficacia de la microcapsula aumentando el niumero de células en el nucleo. Cuanto
mayor es la concentracion de células encapsuladas, tanto menor es el volumen total de las microcapsulas
resultantes que han de trasplantarse. Con el fin de evitar problemas inmunoldgicos a la hora de utilizar altas
concentraciones de células en el nucleo, la invencion prevé como minimo un revestimiento superficial aplicado sobre
el nucleo (esférico) de la microcapsula esférica de la invencion. Este revestimiento superficial impide que se
produzca una respuesta inmunitaria incluso en caso de que haya células situadas muy cerca de la periferia del
nucleo, dado que estas células no son accesibles para el sistema inmunitario del anfitrion gracias a que el
revestimiento superficial actia como barrera. Normalmente, este revestimiento superficial estd compuesto por un
polimero reticulado segun se ha definido anteriormente y no contiene células. Segun una realizacion especial, el
nucleo (esférico) anteriormente definido esta revestido con al menos uno o mas de un revestimiento superficial, por
ejemplo 1, 2, 3, 4, 5, 5-10 o mas revestimientos superficiales. En general, cada revestimiento superficial presenta un
espesor uniforme alrededor del nucleo. El espesor del o de los revestimientos superficiales de la microcapsula de la
invencion puede variar casi de forma arbitraria y normalmente se encuentra entre aproximadamente 10 y
aproximadamente 4.000 um, preferentemente entre aproximadamente 10 y aproximadamente 3.000 um y en
especial entre aproximadamente 10 y aproximadamente 2.000 pm.

Para la formacién del nucleo (esférico) y del o de los revestimientos superficiales de la microcapsula
esférica de la invencion puede utilizarse cualquier polimero (reticulable) conocido en la técnica que sea adecuado
para el encapsulado. Preferentemente se utilizan polimeros que, por una parte, sean permeables en su estado
reticulado, para el suministro de oxigeno y nutrientes y, por otra parte, permitan la difusién del péptido expresado y
secretado por las células del nucleo de la microcapsula al tejido o los liquidos corporales del paciente. Ademas, los
polimeros reticulados impiden la penetraciéon de componentes del sistema inmunitario del cuerpo a través de la
matriz. A modo de ejemplo, pueden utilizarse polimeros tales como (bio)polimeros hidrosolubles sintéticos,
semisintéticos y naturales, por ejemplo polimeros naturales tales como proteinas seleccionadas o polimeros
seleccionados basados en proteinas (por ejemplo colagenos, albuminas, etc.), poliaminoacidos (por ejemplo poli-L]
lisina, acido poli-L-glutamico, etc.), polisacaridos y sus derivados (por ejemplo carboximetilcelulosa, sulfato de
celulosa, agarosa, alginatos, incluyendo alginatos de alga parda (por ejemplo de las especies Laminariales,
Ectocarpales, Fucales), carragenanos, acido hialurénico, heparina y sulfatos de glucosamina afines, dextranos y sus
derivados, quitosano y sus derivados). También pueden utilizarse polimeros sintéticos tales, por ejemplo poliésteres
alifaticos (por ejemplo acido polilactico, acido poliglicolico, polihidroxibutiratos, etc.), poliamidas, polianhidridos,
poliortoésteres, polifosfacenos, poliuretanos termoplasticos, alcoholes polivinilicos, polimetacrilatos de hidroxietilo,
polimetacrilatos de metilo y politetrafluoretilenos, etc. Aqui pueden utilizarse ademas correspondientemente
polimeros en bloque, es decir polimeros derivados por combinacion de dos o mas de los polimeros mencionados.
Tales polimeros en bloque pueden seleccionarse por parte del técnico en la materia en funcién de las propiedades
deseadas, por ejemplo el tamafio de poro, el estado de reticulacion, la toxicidad, el manejo, la biocompatibilidad, etc.
Todos los polimeros arriba mencionados se definen como “polimeros quimicamente diferentes” en el contexto de la
presente invencion, es decir que normalmente cada uno de estos polimeros no presenta ni una masa molar ni una
estructura idénticas a las de ningun otro de los polimeros arriba mencionados. En cambio, “polimeros quimicamente
idénticos” significa que los polimeros presentan una masa molar y una estructura idénticas. Por ultimo, también se
incluyen aqui mezclas de los polimeros arriba mencionados, pudiendo las cantidades de polimeros contenidos en
una mezcla tal ser seleccionadas por el técnico en la material en funcion de las propiedades deseadas, por ejemplo
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como se ha explicado anteriormente. A este respecto, una mezcla de polimeros puede considerarse quimicamente
idéntica a otra mezcla de polimeros (“polimeros quimicamente idénticos”) si la masa molar total de la mezcla de
polimeros resultantes y el porcentaje molar correspondiente de los polimeros individuales de la mezcla son idénticos
a los de la otra mezcla de polimeros.

Segun la presente invencion se utiliza preferentemente alginato como polimero para la formacion del nicleo
(esférico) y/o del o de los revestimientos superficiales, debido a su biocompatibilidad y sus propiedades de
reticulacion. Desde un punto de vista quimico, los alginatos son polisacaridos anidnicos derivados de grupos
homopoliméricos de acido R-D-manurdnico y acido a-L-gulurénico, separados por regiones heteropoliméricas de
ambos acidos. Los alginatos son solubles en agua y forman soluciones muy viscosas en presencia de cationes
monovalentes, tales como sodio o potasio. En una interaccion de cadenas sencillas de alginato con cationes
bivalentes, trivalentes o multivalentes (tales como calcio, bario o polilisina) se forma un hidrogel reticulado insoluble
en agua. Para el encapsulado se utilizan preferentemente alginatos purificados (por ejemplo segun el documento DE
198 36 960, cuya descripcion se cita aqui por referencia), preferentemente alginatos de potasio o sodio en solucion
salina fisioloégica. Tales alginatos presentan normalmente una masa molar media de aproximadamente 20 kDa a
aproximadamente 10.000 kDa, con mayor preferencia una masa molar media de aproximadamente 100 kDa a
aproximadamente 1.200 kDa. Los alginatos empleados para la formacién del nucleo y/o del o de los revestimientos
superficiales de la microcapsula de la invencion pueden proporcionarse preferentemente en forma de solucion, en
especial en forma de solucién acuosa. Por ejemplo, la viscosidad de una solucién acuosa al 0,1% (p/v) del alginato a
utilizar puede estar entre aproximadamente 3 y aproximadamente 100 mPa-s, en especial entre aproximadamente
10 y aproximadamente 60 mPa-s.

Cuando se emplean los alginatos segun la presente invencion, son preferentes aquellos ricos en acido R-D(]
manuronico (por ejemplo los dados a conocer en Biomaterials, Vol. 8, 1997, paginas 707 a 713). Pueden obtenerse
alginatos adecuados para preparar las microcapsulas esféricas de la invencion extrayéndolos de ciertas especies de
algas, incluyendo, sin limitarse a las mismas, algas pardas, por ejemplo Laminariales, Ectocarpales, Fucales, etc., y
otras especies de algas que contienen alginatos. Los alginatos pueden aislarse de material de algas fresco o seco
segun cualquiera de los métodos de preparacion de alginatos conocidos por el técnico en la materia. Con este fin se
aplica preferentemente el método segun el documento EP 1109837, cuya descripcidon se incorpora aqui como
referencia. En pocas palabras, el método segun el documento EP 1109837 comprende los pasos siguientes: primero
se extrae el material de algas inicial en presencia de agentes formadores de complejos, si es adecuado en una
solucion de sosa. A continuacion se hace que todos los componentes celulares y particulas presentes en la solucion
se sedimenten afadiendo un granulado y, si es necesario, afadiendo intercambiadores de iones (por ejemplo
Amberlite). Después se filtra la solucion. El paso de filtrado puede incluir un filtrado mdltiple con un tamafio de poro
que disminuya a cada paso, por ejemplo de 20 yum a 0,2 ym. El alginato precipita de la solucion filtrada mediante un
precipitante adecuado. La precipitacion se realiza preferentemente con un alcohol (por ejemplo etanol). Como
alternativa puede utilizarse para la precipitacion un acido u otro precipitante adecuado. La concentracién de alcohol
en la solucién de precipitacion esta normalmente entre un 10% (v/v) y un 50% (v/v), preferentemente entre un 30%
(v/v) y aproximadamente un 50% (v/v). Dentro de este margen de concentraciones, las impurezas debidas a
polisacaridos inmunolégicamente activos, por ejemplo fucoidan, permanecen en solucién y pueden asi separarse del
alginato. Durante la precipitacion es preferible que un propelente (por ejemplo aire) fluya a través de la solucion. El
alginato precipitado es impulsado hacia arriba por el aire inyectado y puede separarse faciimente de la superficie de
la solucién con un dispositivo adecuado (por ejemplo una red, un colador o similar). A continuacion, el alginato
recogido puede secarse con un filtro prensa. Los pasos del método arriba mencionados pueden llevarse a cabo
segln se ha explicado o, adicionalmente, repitiendo uno o mas pasos, una vez 0 mas de una, cuando sea
apropiado. Ademas, los pasos del método arriba mencionados pueden repetirse en una forma parcialmente
modificada, dependiendo de la aplicacion. Después de la pasada final, el alginato altamente purificado se lava en
etanol, y adicionalmente en agua si es apropiado, y se seca con aire a temperatura ambiente. Dependiendo del
material inicial, el alginato purificado tiene una relacion monomérica acido manurénico:acido gulurénico de 0,1-9
(que corresponde a un 1% - 90% de acido manurdnico) y un peso molecular medio de entre aproximadamente 10 kD
y mas de 1.000 kD. Este tipo de alginato purificado implantado en una rata BB/OK diabética autoinmune no provoca
ninguna respuesta inmunitaria, o sélo provoca una reaccién muy débil 3 semanas después del implante.

Los polimeros reticulados arriba definidos empleados para la preparacion del nucleo (esférico) y del al
menos un revestimiento superficial de la microcapsula esférica de la invenciéon pueden ser idénticos o diferentes.
Segun una primera realizacién, los polimeros reticulados utilizados para la preparacion del nucleo y el al menos un
revestimiento superficial pueden comprender polimeros quimicamente idénticos, en concentraciones idénticas o
diferentes. Los polimeros presentes en el ndcleo y en el al menos un revestimiento superficial se preparan
preferentemente empleando una soluciéon de polimeros no reticulados seleccionados entre cualesquiera de los
polimeros arriba definidos. En la solucion polimérica, en general los polimeros no reticulados estén presentes en una
concentracion de aproximadamente un 0,1% (p/v) a aproximadamente un 8% (p/v) del polimero no reticulado,
preferentemente en una concentracion de aproximadamente un 0,1% (p/v) a aproximadamente un 4% (p/v), con
especial preferencia en una concentracion de aproximadamente un 0,5% (p/v) a aproximadamente un 2,5% (p/v) y
en particular en una concentracion de aproximadamente un 1% (p/v) a aproximadamente un 2% (p/v). Si, como
polimeros, se emplean alginatos segun se explica mas arriba, la concentracion elegida para la solucién de polimeros
destinada a la preparacion del nucleo (esférico) y del al menos un revestimiento superficial de la microcapsula de la
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invencion puede estar ademas entre un 0,1 y un 4% (p/v), preferentemente entre un 0,4 y un 2% (p/v). Para preparar
el nucleo (esférico) y el al menos un revestimiento superficial de las microcapsulas de la invencién pueden utilizarse
concentraciones de alginato diferentes. Los polimeros no reticulados empleados para la preparacion del nucleo y/o
del al menos un revestimiento superficial comprenden preferentemente polimeros quimicamente idénticos, en
especial en concentraciones idénticas, por ejemplo en concentraciones como las definidas anteriormente, con
polimeros tales como los definidos mas arriba. En este contexto, el término “% (p/v)’ se refiere a que la
concentracion de polimeros no reticulados se determina normalmente en base a cierta cantidad de un polimero en
su forma seca versus el volumen total de la solucidn polimérica, por ejemplo después de solubilizar el polimero no
reticulado en un disolvente adecuado (antes de la reticulacion). Sin embargo, las concentraciones anteriores pueden
indicarse también como las concentraciones “% v/v”’ correspondientes, si es aplicable, por ejemplo cuando se utilizan
polimeros que estén presentes en estado agregado liquido en condiciones estandar (temperatura ambiente, presion
normal, etc.).

De acuerdo con una segunda realizacién, los polimeros reticulados empleados para la preparacién del
nucleo y/o del al menos un revestimiento superficial pueden comprender polimeros quimicamente diferentes, en
concentraciones idénticas o diferentes. Estas Ultimas pueden elegirse como se define mas arriba. Ademas, los
polimeros pueden seleccionarse entre los polimeros arriba definidos, incluyendo por ejemplo polimeros naturales,
polimeros sintéticos y combinaciones de polimeros, es decir polimeros en bloque.

Adicionalmente, los polimeros de cada revestimiento superficial pueden ser idénticos o diferentes, es decir
que los polimeros reticulados de cada revestimiento superficial pueden comprender polimeros quimicamente
idénticos o diferentes, en concentraciones idénticas o diferentes. Por ejemplo, la microcapsula esférica de la
invencion puede comprender como minimo un revestimiento superficial segun se ha definido, consistente en
cualquier polimero segun se define mas arriba, y un revestimiento superficial externo adicional consistente en
policationes, por ejemplo los poliaminoacidos segun han definido anteriormente, por ejemplo poli-L-lisina, acido poli
L-glutamico, etc. La diferencia en la naturaleza de los polimeros empleados puede deberse ademas a un peso
molecular diferente de los polimeros empleados y/o a una reticulacion diferente de polimeros idénticos, etc.

Como ya se ha expuesto, el nucleo de la microcapsula esférica de la invencion comprende ademas células
que expresan y secretan un péptido de fusion que comprende GLP-1. Estas células que expresan y secretan péptido
GLP-1 pueden seleccionarse de cualquier tipo de células capaces de expresar y secretar el péptido de fusion que
comprende GLP-1. En general, tales células pueden obtenerse mediante transfeccion estable de una célula con un
acido nucleico o, en particular, con un vector que contiene un acido nucleico que codifica para un péptido de fusion
que comprende GLP-1 o un fragmento o una variante del mismo, segun se define mas abajo. Pueden seleccionarse
células adecuadas de entre células madre adultas, tales como células madre mesenquimales (humanas) (MSC,
hMSQ) (por ejemplo derivadas de la médula 6sea humana o de tejido adiposo), células madre hematopoyéticas,
células madre epidérmicas, células madre neurales y fibroblastos inmaduros, incluyendo fibroblastos de la piel
(miofibroblastos), etc. Estas células madre (no diferenciadas) son normalmente capaces de una divisiéon celular
simétrica, es decir aquella divisidon celular que tiene como resultado copias idénticas. Las células madre conservan la
capacidad de transformarse en cualquier tipo de célula. Ademas, las células madre son capaces de dividirse
asimétricamente, dando como resultado una copia de la célula madre y otra célula diferente de la copia de la célula
madre, por ejemplo una célula diferenciada.

Como alternativa, las microcapsulas esféricas de la invencién pueden contener células seleccionadas de
entre células (diferenciadas) obtenibles, por ejemplo, a partir de las células madre anteriores, por ejemplo células de
la familia conectivas, por ejemplo fibroblastos (maduros), células cartilaginosas (condrocitos), células oseas
(osteoblastos/osteocitos, osteoclastos), células grasas (adipocitos) o células musculares lisas, o células sanguineas,
incluyendo células progenitoras linfoides o células derivadas de las mismas, por ejemplo células NK, células T,
células B o células dendriticas, o células progenitoras mieloides comunes o células derivadas de las mismas, por
ejemplo células dendriticas, monocitos, macréfagos, osteoclastos, neutréfilos, eosindfilos, basdfilos, plaquetas,
megacariocitos o eritrocitos, o macréfagos, células neuronales, incluyendo astrocitos, oligodendrocitos, etc., o
células epiteliales o células epidérmicas. Estas células diferenciadas son normalmente capaces de una division
celular simétrica, es decir aquella division celular que tiene como resultado copias idénticas de la célula precursora
diferenciada. Ademas, en algunos casos, estas células diferenciadas pueden ser capaces de dividirse
asimétricamente, dando como resultado una copia idéntica de la célula precursora y otra célula diferente de la célula
precursora, es decir una célula que esta mas diferenciada que la célula precursora. Como alternativa, en algunos
casos las células diferenciadas arriba definidas pueden ser capaces de diferenciarse aun mas sin necesidad de una
division celular, por ejemplo afiadiendo factores de diferenciacion selectivos.

Ademas, las células incluidas en la microcapsula esférica de la invencion pueden ser células obtenidas del
propio paciente a tratar (células autélogas) o bien pueden obtenerse de células alogénicas (por ejemplo obtenerse
de una linea celular establecida cultivada in vitro, por ejemplo células HEK293, células hTERT-MSC, etc.). Gracias al
revestimiento superficial que envuelve el nucleo en la microcapsula esférica de la invencion, la presente invencion
permite utilizar células alogénicas sin provocar ninguna respuesta inmunitaria no deseada en el paciente a tratar.
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En el nacleo de la microcapsula esférica de la invencion puede estar presente una combinacion de diversos
tipos de células. El nucleo de la microcapsula esférica de la invencion, tal y como se define en la presente memoria,
puede contener por ejemplo células madre mesenquimales humanas, pudiendo diferenciarse una parte de estas
células in vitro o in vivo en un tipo de célula como los definidos antes, por ejemplo adipocitos (adecuados para el
trasplante en tejido adiposo), etc. Por consiguiente es posible repartir en el nucleo diversos tipos de células
(derivados por ejemplo de un tipo de célula madre especifico), que por ejemplo compartan un linaje comun.

En resumen, las células empleadas segun la presente invencion para preparar el nucleo de la microcapsula
esférica de la invencion pueden seleccionarse entre células no diferenciadas y células diferenciadas. Segun una
realizacion, puede tratarse de células no diferenciadas segun se han definido mas arriba. Tales células no
diferenciadas pueden proporcionar propiedades ventajosas, por ejemplo un efecto prolongado de las microcapsulas
esféricas de la invencion, por ejemplo una capacidad prolongada para expresar y secretar péptidos GLP-1, por
ejemplo gracias a una vida mas larga de tales células no diferenciadas. En una realizacion alternativa pueden
preferirse células diferenciadas segun se define mas arriba para la preparacién del nucleo de la microcapsula
esférica de la invencion, dado que normalmente ya no proliferan y, asi, no llevan a una proliferacion no deseada de
células dentro del nucleo de la microcapsula esférica de la invencion. La diferenciacion especifica de células puede
ser llevada a cabo por el técnico en la materia in vitro segun métodos ya conocidos en la técnica actual, afhadiendo
factores de diferenciacion seleccionados a células precursoras. Las células se diferencian preferentemente de tal
modo que una inmensa mayoria de aquellas (0 como minimo un 90%, preferentemente como minimo un 95% y
especialmente como minimo un 99%) incluidas en el nucleo de la microcapsula esférica de la invencion pertenecen
al mismo tipo de células. En particular, las células madre mesenquimales arriba definidas pueden diferenciarse in
vitro, por ejemplo para dar como resultado osteoblastos, condrocitos, adipocitos tales como células grasas, células
de tipo neuronal, tales como las células cerebrales, etc., y utilizarse aqui correspondientemente. La opcién de utilizar
células no diferenciadas o células diferenciadas para preparar el nucleo de la microcapsula esférica de la invencion
puede depender de los requisitos especificos de la enfermedad a tratar, por ejemplo el sitio de la afliccion, el modo
de administracion, el tejido elegido para el implante, etc. El técnico en la materia puede realizar una seleccion de
células apropiadas evaluando estos criterios.

Ademas, las células empleadas para preparar el nicleo de la microcapsula esférica de la invencién pueden
ser células inmortalizadas o no inmortalizadas, preferentemente son células inmortalizadas. Si se utilizan células
inmortalizadas, éstas conservan preferentemente su capacidad de division celular simétrica y/o asimétrica tal como
se ha explicado mas arriba. Segun la presente invencion, las células se definen como inmortales cuando sobrepasan
el doble de la vida de las células normales (es decir de células no inmortalizadas). La vida maxima de las células
diploides normales in vitro varia en funcién del tipo de célula (por ejemplo células fetales vs. adultas) y las
condiciones de cultivo. Asi, la vida maxima de las células normales cultivadas in vitro es de aproximadamente 60-80
duplicaciones de poblacién. Por ejemplo, los queratinocitos pueden dividirse alrededor de 80 veces, los fibroblastos
mas de 50 veces vy los linfocitos aproximadamente 20 veces. Las células normales del estroma de la médula 6sea
pueden presentar una vida maxima de 30-40 duplicaciones de poblacidon. Preferentemente, una linea celular
utilizada para la preparacién del nicleo de una microcapsula esférica de la invencién puede crecer de forma
continua mas alld de las 350 duplicaciones de poblacion y mantener aun una tasa de crecimiento normal
caracteristica de las células jovenes.

Los métodos para inmortalizar células son bien conocidos en la técnica actual y pueden aplicarse aqui
correspondientemente (véanse por ejemplo los documentos WO 03/010305 6 WO 98/66827, que se citan aqui como
referencia). Un ejemplo de método (segun el documento WO 031010305) comprende, por ejemplo, los pasos
siguientes:

a) cultivo de células, por ejemplo células madre, en particular células madre derivadas de médula dsea
humana (por ejemplo células madre mesenquimales (humanas) (MSC, hMSO)), segin métodos de cultivo
celular convencionales estandar ya conocidos por el técnico en la materia;

b) transducciéon de dichos cultivos celulares con un vector retrovirico que comprende como minimo un
fragmento del gen de telomerasa transcriptasa inversa humana (hTRT) o una variante del mismo, mediante

b1) cultivo de una linea celular empaquetada (por ejemplo células PA317, células PG13, Phenix, etc.),
donde la linea celular empaquetada son células en las que se produce el vector retrovirico,

b2) construccidon de un vector retroviral (por ejemplo derivado del virus de la leucemia murina de
Moloney, etc.), comprendiendo éste como minimo un fragmento de la subunidad catalitica del gen de
la telomerasa transcriptasa inversa humana (hTRT) o una variante del mismo, preferentemente un
fragmento de ADNc de hTERT, por ejemplo un fragmento EcoRI de 3.452 pares de bases de
pGRN145 (Geron Corporation),

b3) transfeccion de dicha linea celular empaquetada con dicho vector retroviral,

b4) transduccion de dicha linea celular empaquetada con dichas células transfectadas,
preferentemente centrifugando las células con el vector retroviral,
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b5) transduccion de las células cultivadas segun el paso a) anterior con las células empaquetadas del
paso b4), comprendiendo dichas células dicho vector retroviral;

c) obtencidon de una linea celular inmortal, teniendo dicha linea celular inmortalizada caracteristicas y
propiedades sustancialmente idénticas a las de las células del paso a). Como resultado, la secuencia de
polinucledtidos insertada derivada del gen de la telomerasa transcriptasa inversa humana (nTRT) puede
transcribirse y traducirse para producir una telomerasa funcional. El técnico en la materia reconocera que,
debido a la redundancia del coddn, cierto nimero de secuencias de polinucleétidos codificaran la misma
telomerasa. Ademas se incluyen variantes de la telomerasa que tienen secuencias sustancialmente
idénticas a la secuencia de la telomerasa de tipo salvaje y conservan la funcién del polipéptido de la
telomerasa de tipo salvaje (por ejemplo resultante de sustituciones conservativas de aminoacidos en el
polipéptido de la telomerasa de tipo salvaje).

Con un “péptido GLP-1 modificado” se entiende cualquier variante del GLP-1 o un fragmento del GLP-1,
incluyendo combinaciones, por ejemplo un fragmento de una variante. Las variantes y los fragmentos se clasifican
como modificaciones de la secuencia no modificada, por ejemplo GLP-1(7-35, 36 6 37). En el sentido de la presente
invencion, toda variante o fragmento debe ser funcional, por ejemplo debe ejercer la misma actividad biolégica que
el péptido (GLP-1) no modificado, o una actividad biolégica similar. El término “actividad” se refiere a la actividad
bioldgica (por ejemplo una o0 mas de las actividades biolégicas que comprenden unién al receptor, activacion del
receptor, manifestacion de actividad insulinotrépica, es decir la capacidad de promover la secrecién de insulina,
capacidad de reducir la secreciéon de glucagon, capacidad de influir en la pérdida de peso, etc.) comparable en las
mismas condiciones para el péptido GLP-1 presente en la naturaleza, tal y como se define en la presente memoria, y
cualquier fragmento o variante del mismo. Una variante o un fragmento de un péptido GLP-1, tal y como se define en
la presente memoria, preferentemente ejerce como minimo un 25% de la actividad de un GLP-1 (7-35, 36 6 37), con
mayor preferencia como minimo un 50% de la actividad (bioldgica), en especial un 60, 70, 80 6 90% de la actividad
(bioldgica) y en particular como minimo un 95 o un 99% de la actividad (bioldgica) de un GLP 1(7-35, 36 6 37).

El péptido GLP-1 expresado y secretado por las células incluidas en el nucleo de la microcapsula esférica
de la invencion puede seleccionarse de entre un péptido de fusion GLP-1 o una variante o fragmento del mismo. Tal
y como se definen en la presente memoria, los péptidos de fusion GLP-1 tienen como minimo dos componentes, por
ejemplo los componentes (I) y (lI) o componentes (1), (Il) y (Ill), presentan la actividad biologica del GLP-1 vy, al
mismo tiempo, confieren estabilidad al componente (I) de los péptidos de fusién GLP-1 mediante una elongacion C-
terminal. EI componente (I) de los péptidos de fusién GLP-1, tal y como se define en la presente memoria, contiene
una secuencia que presenta como minimo un 80%, en especial como minimo un 85% y con mayor preferencia como
minimo un 90%, de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1. SEQ ID NO: 1 representa la secuencia de
aminoacidos nativa de GLP-1(7-37) (longitud de 31 aminoacidos), que se conserva exclusivamente entre los
mamiferos.

El componente (Il) del péptido de fusion GLP-1 expresado y secretado por las células incluidas en el nucleo
de la microcapsula esférica de la invencion (o en general todo péptido GLP-1 que incluya fragmentos o variantes de
péptidos de fusién) contiene normalmente una secuencia peptidica que tiene como minimo nueve aminoacidos. El
componente (1) del péptido de fusion GLP-1 puede contener ademas al menos un residuo prolina en su secuencia.
Los residuos prolina son aminoacidos comunes dentro de una secuencia de aminoacidos tetramérica formadora de
un giro 3. Asi, el componente (ll) del péptido de fusién GLP-1 puede formar una estructura similar a un giro 3. Una
estructura de giro B es normalmente un elemento estructural secundario de las proteinas o péptidos. Por regla
general esta formada por cuatro aminoacidos, que invierten la direccidon de la cadena de la estructura principal del
péptido o la proteina. Si esta presente, el residuo de prolina esta situado generalmente en la posicion 2 6 3,
preferentemente en la posicién 2, de una secuencia de giro B tetramérica existente en el componente (l1) del péptido
de fusién GLP-1.

En general, las células incluidas en el nacleo de la microcapsula esférica de la invencién se transfectan
antes de la preparacion del nlcleo con secuencias de acidos nucleicos que codifican un péptido de fusién GLP-1 tal
que estas células expresan y secretan el péptido de fusion GLP-1. En este contexto es particularmente preferente un
péptido de fusién GLP-1, tal y como se define en la presente memoria, en el que el componente (Il) sea una
secuencia peptidica que contenga una secuencia segun la SEQ ID NO: 22 (RRDFPEEVAI) (todas las secuencias
peptidicas indicadas en el cédigo de una letra) o una secuencia que presente como minimo una identidad de
secuencia del 80% con la SEQ ID NO: 22. La SEQ ID NO: 22 es una secuencia parcial de la secuencia completa del
IP-2 (péptido interpuesto 2), que contiene los 10 aminoacidos N-terminales de la secuencia completa del IP-2 de 15
aminoacidos de longitud. IP-2 es un ejemplo preferente de componente (Il) tal y como se utiliza en la presente
memoria. Por consiguiente, otras secuencias también preferentes contenidas en el componente (Il) son secuencias
parciales de aminoacidos de IP-2 de mayor longitud, tales como la secuencia de 14 aminoacidos N-terminales
presente en los humanos (SEQ ID NO: 23 (RRDFPEEVAIVEEL)), o su equivalente murina (SEQ ID NO: 24
(RRDFPEEVAIAEEL)), o una secuencia con como minimo un 80% de identidad de secuencia con las SEQ ID NO:
23 6 24. Como elementos contenidos en el componente (Il) del péptido de fusidn son especialmente preferentes las
secuencias completas de IP-2 con todos los 15 aminoacidos de la secuencia de IP-2 presentes en la naturaleza
(SEQ ID NO: 2 (RRDFPEEVAIVEELG), humana, o SEQ ID NO: 3 (RRDFPEEVAIAEELG), murina) o una secuencia
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con como minimo un 80% de identidad de secuencia con las SEQ ID NO: 2 ¢ 3. Dentro del alcance de la presente
invencidon se incluyen también todas las isoformas de IP2 de mamiferos (variantes naturales del IP2 entre los
mamiferos). Puede preverse mas de una copia de una secuencia incluida en el componente (ll), por ejemplo 2, 3 o
incluso mas copias de IP2 o de un fragmento o variante de IP2.

Por tanto, un péptido de fusion GLP-1 expresado y secretado por las células incluidas en el nucleo de la
microcapsula esférica de la invencion contiene preferentemente secuencias segun la SEQ ID NO: 8
(HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRGRRDFPEEVAIAEELG), es decir GLP-1(7-37) ligado, sin ninguna
secuencia conectora, a travées de su término C a IP2 murino, o segun la SEQ ID NO: 12
(HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRGRRDFPEEVAIVEELG), es decir GLP-1 (7-37) ligado, sin ninguna
secuencia conectora, a través de su término C a IP2 humano. Aqui pueden utilizarse también variantes o fragmentos
de las mismas que tengan una identidad de secuencia de como minimo un 80% con las SEQ ID NO 8 y 12 o
fragmentos o variantes de las mismas. En este contexto, los péptidos de fusion GLP-1 preferentes pueden
comprender ademas secuencias segun las SEQ ID NO 13, 14 19 y 20.

Sin vincularse a ninguna teoria, los inventores de la presente invencion concluyen que la inestabilidad del
GLP-1(7-35, 36 6 37), cuando es secretado in vivo por las células incluidas en el nucleo de la microcapsula esférica
implantada de la invencién al tejido circundante del paciente, se debe a su estructura tridimensional no protegida.
Las proteasas pueden escindir el péptido GLP-1 (7-35, 36 6 37) y suprimir rapidamente su actividad fisioldgica in
vivo. Ligando una secuencia peptidica al término C del GLP-1(7-35, 36 6 37), su estructura gana estabilidad contra
la degradacion enzimatica. Tal ganancia en estabilidad puede mejorarse si la secuencia peptidica C-terminal
adicional (contenida en el componente (ll) del péptido de fusion segun la invencién) se pliega, por ejemplo debido a
la presencia de un elemento estructural de giro R que esté formado por su estructura primaria y que proporciona
rigidez al componente (Il). El péptido GLP-1 tal y como se define mas arriba, que contiene preferentemente un
elemento estructural de giro 3 en virtud de su extension peptidica C-terminal, ha resultado tener una resistencia
mejorada a la inactivacion por DPP-IV. O bien el péptido C-terminal no es escindido de la secuencia del GLP-1(7-35,
36 6 37) antes de actuar sobre su receptor en las células diana o bien puede ser escindido enzimaticamente para
formar GLP-1(7-35, 36 6 37) in vivo. Sin tomar en consideracion la forma exacta del péptido GLP-1 ligado en el sitio
del receptor GLP-1, un péptido GLP-1 tal y como se define mas arriba ejerce su funcién como compuesto
insulinotrépico activo.

Las secuencias peptidicas de GLP-1 que se consideran adecuadas para estar contenidas en el componente
(1) de un péptido de fusion GLP-1 tal y como se define mas arriba, debido a una estructura primaria que forma un
elemento de giro 3, pueden identificarse facilmente por métodos adecuados, por ejemplo métodos espectroscopicos
tales como dicroismo circular, u otros métodos ya conocidos por el técnico en la materia.

El componente (1) y el componente (1) de un péptido de fusion GLP-1 expresado y secretado por las células
incluidas en el nucleo de la microcapsula esférica de la invencion pueden estar ligados directamente o ligados a
través de una secuencia conectora. Preferentemente ambos componentes estén ligados directamente entre si. En
caso de que estén ligados a través de un conector (o espaciador), el conector es preferentemente un conector
peptidico. Normalmente, un conector peptidico tiene una longitud de 1 a 10 aminoacidos, preferentemente de 1 a 5,
en especial de 1 a 3 aminoacidos, y en algunos casos la secuencia conectora puede ser incluso mas larga,
comprendiendo entre 11 y 50 aminoéacidos. Un conector peptidico puede estar compuesto de varias secuencias de
aminoacidos (presentes en la naturaleza). Un conector peptidico introducird preferentemente cierta flexibilidad
estructural entre los componentes que se han de ligar. La flexibilidad estructural se logra, por ejemplo, con un
conector peptidico que contenga varios residuos glicina o prolina, preferentemente como minimo un 30%, en
especial como minimo un 40% y con aun mayor preferencia como minimo un 60% de residuos prolina y glicina
dentro de la secuencia conectora. Sin tener en cuenta la secuencia especifica, preferentemente el conector
peptidico puede ser inmunolégicamente inactivo.

Las proteinas de fusién GLP-1 expresadas y secretadas por las células incluidas en el nucleo de la
microcapsula esférica de la invencion pueden contener adicionalmente un componente (lll). En general, el
componente (lll) comprende como minimo cuatro residuos de aminoacido, preferentemente como minimo 10
residuos de aminoacido adicionales, con mayor preferencia como minimo 20, o como minimo 30. En términos
funcionales, el componente (lll) esta destinado a mejorar aun mas la estabilidad del péptido GLP-1. No se pretende
que el componente (lll) interfiera con la funcion bioldgica del péptido de fusion GLP-1, que es aproximadamente
comparable a la actividad biolégica del GLP-1(7-37). En términos generales, toda elongacién C-terminal del
componente () tal y como se define en la presente memoria, ya sea el componente (ll), el componente (lll) o una
combinacion de los componentes (ll) y (Ill) tal y como han definido en la presente memoria, mejora la estabilidad del
componente (I), es decir un GLP-1 (7-37) o un fragmento suyo o una variante suya tal y como se define en la
presente memoria.

Preferentemente el componente (lll) del péptido de fusion GLP-1 codificado por &cidos nucleicos
transfectados en las células utilizadas segun la presente invencion para preparar el nucleo de la microcapsula
esférica de la invencion comprende como minimo 4, preferentemente como minimo 10 y con especial preferencia
como minimo 20 residuos de aminoacido adicionales de la secuencia N-terminal de una isoforma de GLP-2 de
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cualquier organismo mamifero (otra variante de GLP-2 presente en la naturaleza entre los mamiferos), por ejemplo
isoformas murinas o humanas segun se muestra en las SEQ ID NO 4 y 5. El GLP-2 se presenta en el proglucagon y
esta implicado también en el metabolismo de los carbohidratos. En el contexto de la presente invencion, el término
“péptido GLP-2” significa preferentemente GLP-2 (1-33, 34 6 35), mientras que “péptido GLP-2 modificado” se refiere
a cualquier fragmento o variante de GLP-2, o un fragmento o variante de GLP-2(1-33, 34 ¢ 35). Las variantes o los
fragmentos se clasifican como modificaciones de la secuencia no modificada, por ejemplo GLP-2(1-33, 34 6 35).
Igual que ocurria con la secuencia bioldgicamente activa incluida en el componente (l) (péptido GLP-1), el
componente (lll) puede comprender también variantes o fragmentos de formas de GLP-2 presentes en la naturaleza.
Como alternativa, el componente (Ill) puede comprender también como minimo 4, preferentemente como minimo 10
y en especial como minimo 20 residuos de aminoacido adicionales de la secuencia N-terminal de GLP-1(7-37),
incluyendo correspondientemente todas las isoformas de mamiferos o - tal y como se revela en la presente memoria
- todos los fragmentos o variantes funcionales de las mismas. En términos generales, el componente (lll) puede
contener cualquier forma de un péptido GLP-1 o un péptido GLP-1 modificado que se revele en la presente memoria
como adecuado para el componente (I) del péptido de fusiébn GLP-1. En otra alternativa, el componente (Ill) puede
contener también formas quiméricas de GLP-1(7-37) y GLP-2. Una forma quimérica puede producirse acoplando
GLP-1(7-37) y GLP-2 (o fragmentos o variantes) entre si e introduciendo posteriormente esta forma quimérica como
componente (lll) en el péptido de fusién GLP-1. La forma quimérica esta compuesta preferentemente de una
secuencia parcial de GLP-1(7-37) y una secuencia parcial de GLP-2 ligadas entre si. La forma quimérica puede
incluir por ejemplo los 5 a 30 aminoacidos N-terminales de GLP-1 y los 5 a 30 aminoacidos C-terminales de GLP-2 o
viceversa, por ejemplo los aminoacidos 7 u 8 a 22, 23, 24, 25, 26, 27 6 28 de GLP-1 (7-37) y la secuencia de
aminodacidos que se extiende desde la posicién 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 6 24 hasta, por ejemplo, el término
C de GLP-2.

Si, como componente (lll), estan contenidas modificaciones de formas presentes en la naturaleza de GLP-2
o GLP-1 (7-37), respectivamente, el componente (lll) contiene preferentemente la secuencia de SEQ ID NO 4 6 5 o
de la SEQ ID NO 1, respectivamente, o una secuencia que presenta al menos un 80% de identidad de secuencia
conlas SEQIDNO4650laSEQIDNO 1.

En otra realizacion, el componente (1) del péptido de fusion GLP-1 expresado y secretado por las células
incluidas en el nucleo de la microcapsula esférica de la invencién puede contener una pluralidad de secuencias tal y
como se describe mas arriba. EI componente (lll) puede contener, por ejemplo, como minimo dos y preferentemente
2, 3 6 4 copias de GLP-1(7-37) y/o GLP-2 o como minimo dos copias de secuencias que presenten al menos un
80% de identidad de secuencia con las SEQ ID NO 1, 4 6 5. El componente (lll) puede contener también mas de
una copia de una versién quimérica de GLP-1(7-37) o GLP-2 tal y como se ha descrito mas arriba, por ejemplo
formando eventualmente una combinacién de una o mas versiones quiméricas con GLP-1(7-37) y/o GLP-2 o sus
modificaciones con como minimo un 80% de identidad de secuencia. El péptido de fusion GLP-1 codificado por
acidos nucleicos transfectados en las células utilizadas segun la presente invencién para preparar el nicleo de la
microcapsula esférica de la invenciéon puede comprender también dos o mas, preferentemente dos, componentes
(1), que, por ejemplo, pueden estar (1) ligados por su término N al término C del componente (I) o () y (2) ligados
por su término C al término N del componente (I), a través de un conector o directamente. Si se prevén dos
componentes (lll), éstos pueden ser idénticos o diferentes.

Segun una realizacion preferente, son preferentes las células (incluidas en el nucleo de las microcapsulas
esféricas de la invencion) que estan transfectadas con acidos nucleicos que codifican péptidos de fusion GLP-1 que
contienen tres componentes (1), (I1) y (). Cuatro realizaciones especificas que contienen todos estos componentes
estan seleccionadas de un grupo compuesto por: SEQ ID NO 6 (N-GLP-1(7-37)-IP2(murino)-RR-GLP-1(7-37)-C,
también designada CM1 murina en esta memoria), SEQ ID NO 7 (N-GLP-1(7-37)-IP2(murino)-RR-GLP2-C, también
designada CM2 murina en esta memoria), SEQ ID NO 10 (N-GLP-1(7-37)-IP2(humano)-RR-GLP-1(7-37)-C, también
designada CM1 humana) y SEQ ID NO 11 (N-GLP-1(7-37)-IP2(humano)-RR-GLP-2-C), también designada CM2
humana en esta memoria) o una secuencia con como minimo un 80% de identidad de secuencia con las SEQ ID NO
6, 7, 10 u 11 o un fragmento o variante de las mismas. Todas las secuencias segun las SEQ ID NO 6, 7, 10 y 11
contienen un conector RR (dos residuos de arginina) en el término C de IP2 (componente (Il)), que como alternativa
también puede descartarse. En cada una de las realizaciones segun las SEQ ID NO 6, 7, 10 u 11, el componente (1)
es GLP-1(7-37), mientras que el componente (lll) (en cada una de estas realizaciones ligado al término C del
componente (1)) es GLP-1(7-37) o bien GLP-2. En este contexto, los péptidos de fusién GLP1 preferidos pueden
comprender ademas secuencias segun las SEQ ID NO 15, 16, 17, 18 y 26.

En otra realizacion preferente de la presente invencion, el péptido de fusion GLP-1 expresado y secretado
por las células incluidas en el nlcleo de la microcapsula esférica de la invencion contiene, ademas del componente
(1), un componente (lll) (sin ningin componente (Il) tal y como se define mas arriba) que esta ligado al término C del
componente (I) y/o bien al término N del componente (I). EI componente (lll) esta situado preferentemente en el
término C del componente (l). Sin tener en cuenta que el componente (lll) esté ligado al término N del componente
(I) (por su término C) o al término C del componente (I) (por su término N), el acoplamiento puede ser directo o
indirecto a través de una secuencia conectora. Con respecto a la secuencia conectora, nos remitimos a la
descripcién anterior relativa a un conector que conecta el componente (1) y el componente (ll).
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En una realizacién preferente alternativa de la presente invencion, el péptido de fusion GLP-1 expresado y
secretado por las células incluidas en el nucleo de la microcapsula esférica de la invenciéon contiene, ademas de los
componentes (1) y (ll), un componente (Ill) que esta ligado al término C del componente (ll) y/o bien al término N del
componente (I). EI componente (lIl) esta situado preferentemente en el término C del componente (I1). Sin tener en
cuenta que el componente (lll) esté ligado al término N del componente () (por su término C) o al término C del
componente (Il) (por su término N), el acoplamiento puede ser directo o indirecto a través de una secuencia
conectora. Con respecto a la secuencia conectora, nos remitimos de nuevo a la descripcion anterior relativa a un
conector que conecta el componente (l) y el componente (II).

Por ultimo, la proteina de fusion GLP-1 embebida en el nucleo de la microcapsula esférica de la invencion
puede comprender, ademas de cualquiera de las combinaciones de componentes de la proteina de fusion arriba
mencionadas (es decir los componentes (1) y (Il), los componentes () y (lll) o los componentes (l), (1) y (lll)), una
proteina portadora, en particular transferrina o albumina, como componente (V). Tal componente (IV) puede estar
ligado al término N y/o al término C de cualquiera de las combinaciones de componentes de la proteina de fusion
arriba mencionadas, es decir los componentes (l) y (), los componentes (1) y (Ill) o los componentes (1), (Il) y (lll),
bien directamente o bien utilizando un conector tal y como se define mas arriba.

Los péptidos GLP-1, tal y como se definen mas arriba, codificados por acidos nucleicos transfectados en las
células utilizadas segun la presente invencion para preparar el niucleo de la microcapsula esférica de la invencion,
pueden presentarse en diversas formas modificadas. Estas formas modificadas se describen a continuacion y mas
detalladamente.

Un “fragmento” de un péptido GLP-1 expresado y secretado por una célula tal y como esta embebida en la
microcapsula esférica de la invencion se refiere a cualquier subconjunto de los péptidos GLP-1 arriba descritos,
incluyendo los péptidos de fusion GLP-1, es decir un péptido mas corto que conserva la actividad biolégica deseada.
Los fragmentos pueden prepararse facilmente eliminando aminoacidos de cualquiera de los extremos de la molécula
y ensayando el resultado en cuanto a sus propiedades como incretina. Las proteasas para eliminar un solo
aminoacido cada vez del extremo N-terminal y/o bien del extremo C-terminal de un polipéptido son bien conocidas,
por lo que la determinacion de fragmentos que conserven la actividad bioldgica deseada solo implica experimentos
rutinarios. Para concluir, los fragmentos pueden deberse a deleciones de aminoacidos en los términos del péptido
y/o de aminoacidos situados dentro de la secuencia del péptido.

Ademas, el péptido GLP-1, tal y como se define en la presente memoria, que presenta una actividad
antidiabetes tipo 2, ya sea un péptido de fusidén en si, un fragmento y/o una variante funcional del mismo, puede
contener también residuos de aminoacido adicionales que flanqueen el péptido GLP-1. Siempre que la molécula
resultante conserve su resistencia o estabilidad a las proteasas y su capacidad de actuar como incretina, es posible
determinar si cualquiera de tales residuos de flanqueo afectan a las caracteristicas basicas del péptido central, por
ejemplo por sus efectos en células pancreaticas, mediante experimentos de rutina. El término “consistente
esencialmente en”, cuando se refiere a una secuencia especificada, significa que pueden estar presentes residuos
de flanqueo adicionales que no afecten a las caracteristicas basicas del péptido GLP-1 especificado. Este término no
abarca sustituciones, deleciones ni adiciones dentro de la secuencia especificada.

Una “variante” de un péptido GLP-1 expresado y secretado por una célula tal y como esta incluida en la
microcapsula esférica de la invencion se refiere a una molécula que es sustancialmente similar al péptido GLP-1
completo arriba definido o bien a un fragmento del mismo. Pueden prepararse variantes de péptidos
convenientemente utilizando métodos bien conocidos en la técnica actual. Por supuesto, tal variante de un péptido
GLP-1 tendra una actividad antidiabética, por ejemplo estimuladora de la insulina, similar a la del correspondiente
péptido GLP-1 presente en la naturaleza. Por ejemplo, pueden prepararse variantes de la secuencia de aminoacidos
de los péptidos GLP-1 arriba definidos mediante mutaciones en las secuencias de ADN que codifiquen las variantes
sintetizadas. Entre tales variantes se incluyen, por ejemplo, deleciones o inserciones o sustituciones de residuos
dentro de la secuencia de aminoacidos. Los péptidos GLP-1 expresados y secretados por una célula tal y como esta
incluida en la microcapsula esférica de la invencidon pueden contener también cualquier combinacion de delecién,
insercion y sustitucion, a condicion de que el constructo final posea la actividad deseada. Obviamente, las
mutaciones que se efectuen en el ADN que codifica la variante del péptido no deben alterar el marco de lectura ni,
preferentemente, crear regiones complementarias que puedan producir una estructura de ARNm secundaria.

Los tipos de sustituciones que pueden estar contenidos en el péptido GLP-1 expresado y secretado por una
célula incluida en la microcapsula esférica de la invencion pueden basarse en analisis de las frecuencias de cambio
de aminoacidos entre una proteina/un péptido homdlogo(a) de diferentes especies. En base a tales analisis, las
sustituciones conservativas pueden definirse aqui como intercambios dentro de uno de los cinco grupos siguientes:

. residuos pequefios, alifaticos, no polares o ligeramente polares: Ala, Ser, Thr, Pro, Gly;
1. residuos polares, con carga negativa, y sus amidas: Asp, Asn, Glu, Gin;

IIl. residuos polares, con carga positiva: His, Arg, Lys;
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V. residuos grandes, alifaticos, no polares: Met, Leu, lle, Val, Cys;
V. residuos grandes aromaticos: Phe, Try, Trp.

Dentro de los grupos anteriores se consideran “altamente conservativas” las sustituciones siguientes:
Asp/Glu; His/Arg/Lys; Phe/Tyr/Trp; Met/Leu/lle/Val. Las sustituciones semiconservativas se definen como
intercambios entre dos de los grupos (I) - (IV) anteriores, que estan limitados al supergrupo (A), que comprende los
anteriores (1), (II) y (lll), o al supergrupo (B), que comprende los anteriores (IV) y (V). Las sustituciones no estan
limitadas a los aminoacidos codificados genéticamente ni tampoco a los presentes en la naturaleza.

En general, las variantes de los péptidos GLP-1 (y péptidos de fusion GLP-1) arriba definidas pueden
contener también sustituciones de aminoacidos realizadas, por ejemplo, con la intencion de mejorar la solubilidad
(sustitucion de aminoacidos hidréfobos por aminoacidos hidréfilos).

En una realizacion, el péptido GLP-1 (modificado) expresado y secretado por una célula tal y como esta
incluida en la microcapsula esférica de la invencioén, incluyendo un péptido de fusion GLP-1 tal y como se define mas
arriba (presente en el componente (l) y/o (lll) del péptido de fusiébn GLP-1), esta caracterizado por una o mas
sustituciones en las posiciones 7, 8, 11, 12, 16, 22, 23, 24, 25, 27, 30, 33, 34, 35, 36 6 37 del péptido GLP-1. Como
ejemplo de la nomenclatura siguiente, [Arg34-GLP-1 (7-37)] designa un andlogo de GLP-1 en el que la lisina
presente en la naturaleza en la posicion 34 ha sido sustituida por arginina.

En concreto, un péptido GLP-1 o un componente (l) y/o (Ill) de un péptido de fusién GLP-1, tal y como se
define en la presente memoria, puede corresponder a variantes de GLP-1(7-35, 36, 37 6 38) incluyendo, por
ejemplo, GIn9-GLP-1 (7-37), D-GIn9-GLP-1(7-37), acetil-Lys9-GLP-1 (7-37), Thr16-Lys18-GLP-1 (7-37) y Lys18[]
GLP-1 (7-37), Arg34-GLP-1 (7-37), Lys38-Arg26-GLP-1 (7-38)-OH, Lys36-Arg26-GLP-1 (7-36), Arg26,34-Lys38]
GLP-1 (7-38), Arg26,34-Lys38-GLP-1(7-38), Arg26,34-Lys38-GLP-1 (7-38), Arg26,34-Lys38-GLP-1 (7-38), Arg26,34[]
Lys38-GLP-1 (7-38), Arg26-Lys38-GLP-1(7-38), Arg26-Lys38-GLP-1(7-38), Arg26-Lys38-GLP-1 (7-38), Arg34]
Lys38-GLP-1 (7-38), Ala37-Lys38-GLP-1 (7-38) y Lys37-GLP-1 (7-37).

En una realizacion preferente concreta de la invencion, el péptido GLP-1 expresado y secretado por una
célula tal y como esta incluida en la microcapsula esférica de la invencion, incluyendo un péptido de fusion GLP-1 tal
y como se define mas arriba (con respecto al componente (I) o (lll)), es/contiene un péptido GLP-1 (modificado)
seleccionado entre GLP-1 (7-35), GLP-1 (7-36), amida de GLP-1 (7-36), GLP-1 (7-37) o un fragmento o variante de
los mismos.

La variante del péptido GLP-1 (incluyendo una variante de un péptido de fusién GLP-1 (con respecto al
componente (I) o (lll))), expresada y secretada por una célula incluida en la microcapsula esférica de la invencion,
tendra preferentemente una secuencia central igual a la de la secuencia “nativa”, por ejemplo GLP-1 (7-37) o GLP-2,
o un fragmento biolégicamente activo de los mismos, o cualquier isoforma de IP2 que tenga una secuencia de
aminoacidos con como minimo un 70% de identidad con la secuencia de aminoacidos nativa y conserve la actividad
biologica de la misma. Con especial preferencia, tal secuencia presenta como minimo un 80% de identidad, como
minimo un 90% de identidad o, con particular preferencia, como minimo un 95% de identidad con la secuencia
nativa.

El término “identidad de secuencia” tal y como se define en esta memoria significa que las secuencias se
comparan de la siguiente manera. Para determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoécidos,
las secuencias pueden alinearse con el fin de optimizar la comparacion (por ejemplo pueden introducirse gaps
(huecos) en la secuencia de una primera secuencia de aminoacidos). A continuaciéon pueden compararse los
aminoacidos en las posiciones correspondientes. Si una posicion de la primera secuencia estd ocupada por el
mismo aminoacido que la posicion correspondiente de la segunda secuencia, las moléculas son idénticas en esa
posicion. El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcion del nimero de posiciones idénticas
compartidas por las secuencias. Por ejemplo, cuando se dice que un péptido en particular tiene un porcentaje
especifico de identidad con respecto a un polipéptido de referencia que presenta una longitud determinada, el
porcentaje de identidad es en relacion con el péptido de referencia. Asi, un péptido que sea idéntico en un 50% a un
polipéptido de referencia que tiene 100 aminoacidos de longitud puede ser un polipéptido de 50 aminoacidos de
longitud que sea completamente idéntico a una porcion de 50 aminoacidos de longitud del polipéptido de referencia.
También podria ser un polipéptido de 100 aminoacidos de longitud que fuera idéntico en un 50% al polipéptido de
referencia en toda su longitud. Por supuesto, habra otros polipéptidos que cumplan los mismos criterios. Tal
determinacioén del porcentaje de identidad de dos secuencias puede efectuarse utilizando un algoritmo matematico.
Un ejemplo preferente, no limitativo, de algoritmo matematico utilizado para la comparacion de dos secuencias es el
algoritmo de Karlin y col. (1993), PNAS USA, 90:5873-5877. Tal algoritmo esta incorporado en el programa
NBLAST, que puede utilizarse para identificar secuencias que tengan la identidad deseada con la secuencia de
aminoacidos de la invencién. Para obtener alineamientos con gaps con fines de comparacion puede utilizarse
Gapped BLAST como se describe en Altschul y col., (1997), Nucleic Acids Res., 25: 3389-3402. Si se emplean los
programas BLAST y Gapped BLAST, pueden utilizarse los parametros por defecto de los programas respectivos
(por ejemplo NBLAST). Las secuencias pueden alinearse ademas utilizando la version 9 del GAP (Global Alignment
Program) del Genetic Computing Group, utilizando la matriz por defecto (BLOSUM®62) (valores -4 a +11), con una
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penalizacién para la apertura de gaps de -12 (para el primer cero de un gap) y una penalizacién para la extension de
gaps de -4 (por cada cero consecutivo adicional en el gap). Después del alineamiento, el porcentaje de identidad se
calcula expresando el numero de matches (apareamientos) como un porcentaje del nimero de aminoacidos en la
secuencia solicitada. Los métodos descritos para la determinacion del porcentaje de identidad de dos secuencias de
aminoacidos pueden aplicarse correspondientemente a secuencias de acidos nucleicos.

Los péptidos GLP-1 secretados por las células embebidas en las microcapsulas esféricas de la invencion,
es decir los péptidos de fusion GLP-1, pueden estar protegidos contra la escision proteolitica tal y como se explica
mas arriba. Preferentemente, pueden estar protegidos contra la dipeptidil-aminopeptidasa-IV (DPP-IV). Los péptidos
de fusion GLP-1, tal y como se definen en la presente memoria, asi como sus fragmentos y variantes, contienen una
secuencia de GLP-1(7-35, 36 6 37) (en el caso de los péptidos de fusion GLP-1 como parte del componente (l) y/o
(1) resistente a la peptidasa plasmatica (DPP-1V).

La resistencia de un péptido a la degradacion por la dipeptidil-aminopeptidasa IV se determina, por ejemplo,
mediante el siguiente ensayo de degradacioén: se incuban partes alicuotas de los péptidos a 37°C con una parte
alicuota de dipeptidil-aminopeptidasa IV purificada, durante 4-22 horas, en un tampdén apropiado y a pH 7-8 (no
siendo el tampdn albumina). Las reacciones enzimaticas se terminan mediante la adicion de acido trifluoroacético y
los productos de degradacion del péptido se separan y cuantifican mediante andlisis por HPLC (cromatografia
liquida de alta resolucion) o LC-MS (cromatografia liquida-espectrometria de masas). Un método para realizar este
analisis es: las mezclas se aplican sobre una columna Zorbax300SB-C18 (poros de 30 nm, particulas de 5 uym) de
150 x 2,1 mm y se eluyen, con un caudal de 0,5 ml/min, con un gradiente lineal de acetonitrilo en acido
trifluoroacético al 0,1% (0%-100% de acetonitrilo en un plazo de 30 min). Los péptidos y sus productos de
degradaciéon pueden monitorizarse por su absorbancia a 214 nm (enlaces peptidicos) o 280 nm (aminoacidos
aromaticos) y se cuantifican mediante integracion de sus areas de valor maximo. El patrén de degradacion puede
determinarse por medio de CL-MS, donde pueden determinarse los espectros MS de maximos separados. El
porcentaje de compuesto intacto/degradado en un momento determinado se utiliza para estimar la estabilidad de los
péptidos a la DPP-IV.

Un péptido (de fusién) GLP-1 tal y como se define en la presente memoria y tal y como es secretado por
células embebidas en las microcapsulas esféricas de la invencién se define como estabilizado contra DPP-IV
cuando es 10 veces mas estable que la secuencia peptidica no modificada del GLP-1 (7-37), en base al porcentaje
de compuesto intacto en un momento determinado. Asi, un péptido GLP-1 estabilizado contra DPP-IV es
preferentemente como minimo 10 y con mayor preferencia como minimo 20 veces mas estable que, por ejemplo,
GLP-1 (7-37). La estabilidad puede evaluarse por cualquier método conocido por el técnico en la materia, por
ejemplo afiadiendo DPP-IV a una solucién del péptido que se desea ensayar y determinando la degradacion del
péptido (véase arriba), por ejemplo durante un espacio de tiempo, mediante, por ejemplo, un método
espectroscopico, analisis de transferencia western, cribado de anticuerpos, etc. Paralelamente, un péptido GLP-1
(por ejemplo un fragmento y/o una variante o un péptido de fusién GLP-1) tal y como se define mas arriba, se define
como un compuesto que ejerce el efecto del GLP-1 (7-37) mediante, por ejemplo, una unién a su receptor nativo
(receptor GLP-1). Un péptido (de fusion) GLP-1 tal y como se define mas arriba tiene preferentemente una afinidad
de union con respecto al receptor GLP-1 que corresponde a como minimo un 10%, preferentemente como minimo
un 50%, de la afinidad de unién del péptido GLP-1 presente en la naturaleza. La afinidad de unién puede
determinarse mediante cualquier método adecuado, por ejemplo resonancia de plasmones superficiales, etc.
Ademas, preferentemente el péptido (de fusion) GLP-1, tal y como se define en la presente memoria, provoca la
formacion de AMPc mediante su unién a su receptor extracelular, que transmite la sefial a la célula.

Con fines de control in vitro, el péptido (de fusién) GLP-1, tal y como se define en la presente memoria,
puede aislarse de las células que lo expresan, por ejemplo utilizando técnicas de separacién convencionales. Por
ejemplo, es posible cultivar células en condiciones apropiadas, por ejemplo incluyendo soporte y nutrientes, in vitro,
y recuperar la proteina secretada, es decir el péptido GLP-1 tal y como se define mas arriba, del medio extracelular.
Las secuencias introducidas por ingenieria genética en las células incluyen preferentemente secuencias (peptidicas)
sefal (véase mas abajo) que permitan la secrecion del péptido GLP-1 tal y como se define mas arriba (véase mas
abajo). Las células expresan preferentemente una proteasa capaz de escindir las secuencias sefal, bien de forma
naturalmente endégena o bien después de una transfeccion o introduccién en la célula por métodos de ingenieria
genética. En una alternativa, las secuencias génicas sometidas a ingenieria genética que codifican un péptido GLP-1
no incluyen tales secuencias peptidicas sefial, con lo cual normalmente el péptido GLP-1 expresado
intracelularmente no sera secretado y se recupera de las células mediante procesos que implican una lisis celular.
En tales métodos, las secuencias codificantes pueden incluir marcadores de purificacién que permitan extraer el
péptido producto eficazmente del medio; los marcadores pueden eliminarse por escision para liberar el péptido GLPL
1 aislado. Sin embargo, por lo general esta alternativa es intrascendente para las células de una microcapsula de la
invencion, que se implantan en el paciente y requieren el suministro de un péptido GLP-1 al tejido circundante.

Los péptidos GLP-1 tal y como se definen mas arriba se producen en las células tal y como se define mas
arriba, es decir se expresan y secretan en las células embebidas en el nucleo de la microcapsula esférica de la
invencion. Con este fin, los péptidos GLP-1 tal y como se definen mas arriba, o sus fragmentos o variantes, son
codificados por secuencias de acidos nucleicos contenidas en estas células. Estas secuencias de acidos nucleicos
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pueden presentarse en las células de forma natural o pueden introducirse en las células mediante técnicas de
transfeccion celular antes de la preparacion de la microcapsula esférica de la invencién. Segun la presente invencién
puede utilizarse cualquier secuencia de acidos nucleicos adecuada que codifique para un péptido GLP-1 tal y como
se define mas arriba. Debido a la redundancia del cédigo genético, existe una pluralidad de secuencias de acidos
nucleicos que pueden codificar para tal péptido GLP-1. Segun una realizacion preferente de la presente invencion,
una secuencia de acidos nucleicos utilizada para la transfeccién de células tal y como se define en la presente
memoria puede comprender una secuencia de acidos nucleicos que codifique para el o los péptidos GLP-1 tal y
como se define mas arriba y secuencias de nucleétidos (funcionales) adicionales. La presente invencion prevé
preferentemente una secuencia de acidos nucleicos adecuada para la transfeccién de una célula tal y como se
define en la presente memoria, que pueda codificar (a) para la secuencia de aa completa de GLP-1 (GLP-1(1-37)) o
(variantes de) secuencias de GLP-1 funcionales (7-35, 36 6 37) o cualquier otro péptido GLP-1, incluyendo péptidos
de fusién GLP-1 tal y como se define mas arriba, (b) opcionalmente para una secuencia de escision por proteasa en
el término N de la secuencia de GLP-1 segun (a) y, opcionalmente, para una secuencia peptidica sefial aguas arriba
de (b). La secuencia (peptidica) sefial se selecciona preferentemente de una secuencia tal y como se define mas
abajo.

La secuencia de acidos nucleicos tal y como se define mas arriba puede estar contenida en un vector. Este
vector puede utilizarse para transfectar una célula, tal y como se define en la presente memoria, adecuada para
preparar la microcapsula esférica de la invencién. En general, tal vector, en particular un vector de expresion,
contiene como minimo una secuencia de acidos nucleicos tal y como se define mas arriba. Un “vector” en el sentido
de la presente invencion comprende ventajosamente como minimo una secuencia de acidos nucleicos que codifica
un péptido GLP-1 tal y como se define mas arriba y, si es necesario, elementos adicionales adecuados para dirigir la
expresion de las secuencias de péptido GLP-1 codificadas. Uno de los tipos de vectores aqui empleados utiliza
elementos de ADN que proporcionan plasmidos extracromosémicos de replicacion auténoma derivados de virus
animales (por ejemplo virus del papiloma bovino, poliomavirus, adenovirus o SV40, etc.). Una segunda clase de
vectores de la invencion tal y como se utilizan aqui dependen de la integracion de las secuencias génicas deseadas
en el cromosoma de la célula huésped.

Los vectores, tal y como se definen mas arriba, se preparan normalmente insertando en los vectores
adecuados como minimo una secuencia de acidos nucleicos que codifique el péptido GLP-1. Tales vectores
adecuados son conocidos por el técnico en la materia y pueden repasarse, por ejemplo, en “Cloning Vectors” (Eds.
Pouwels P.H. y col., Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 1985, ISBN 0 444 904018). Esta previsto también que
los vectores adecuados incluyan cualquier vector conocido por el técnico en la materia, tales como plasmidos, fagos,
virus como SV40, CMV, baculovirus, adenovirus, virus Sindbis, transposones, elementos IS, fasmidos, fagémidos,
césmidos, ADN lineal o ADN circular. Para la integracion en células de mamiferos se utiliza normalmente ADN lineal.
El tipo de vector utilizado para la presente invencion satisface preferentemente los requisitos especificos de la célula
hospedadora. Entre los vectores de expresion adecuados comerciales en los que pueden insertarse los acidos
nucleicos de la invencion se incluyen pSPORT, pBluescriptilSK, el vector de expresion de baculovirus pBlueBac y el
vector de expresion procariotico pcDNAII, todos pueden adquirirse de Invitrogen Corp., San Diego, CA.

Un vector, tal y como se define en la presente memoria, adecuado para transfectar una célula que pueda
utilizarse como constituyente de la microcapsula esférica de la invencién combina normalmente las secuencias de
acidos nucleicos que codifican GLP-1 con otros elementos reguladores que, por ejemplo, controlan la expresion de
las secuencias de aminoacidos (de la invencion) codificadas. Tales elementos reguladores son, por ejemplo, 1)
especificos de un tejido o una region del cuerpo; 2) constitutivos; 3) sensibles a la glucosa; y/o 4)
inducibles/regulables. Los elementos reguladores se seleccionan aqui preferentemente entre secuencias de
regulacién y origenes de replicacion (si los vectores se replican de forma auténoma). Las secuencias de regulacion
dentro del alcance de la presente invencién son cualesquiera elementos conocidos por el técnico en la materia que
tengan un efecto en la expresion, la transcripcion y/o la traduccion de secuencias de acidos nucleicos que codifican
GLP-1. Entre las secuencias de regulacién se incluyen, ademas de secuencias promotoras, las llamadas secuencias
potenciadoras, que pueden llevar a una mayor expresion debido a la interaccion potenciada entre la ARN-polimerasa
y el ADN. Otras secuencias de regulacion de los vectores de la invencién son sefiales reguladoras de transcripcién y
sefales de inicio de traduccion, las llamadas “secuencias terminadoras”, etc., o secuencias parciales de las mismas.

Generalmente, un vector de expresion adecuado para transfectar una célula que pueda utilizarse para
preparar la microcapsula esférica de la invenciéon puede contener cualquier promotor presente en la naturaleza.
Tales promotores pueden seleccionarse de entre cualesquiera promotores eucarioticos, procariéticos, viricos,
bacterianos, vegetales, humanos o animales, por ejemplo promotores de mamiferos. Entre los promotores
adecuados se incluyen, por ejemplo, el promotor del citomegalovirus, el promotor lacZ, el promotor gal 10 y el
promotor poliédrico ACMNPV, promotores tales como los promotores cos, tac, trp, tet, trp-tet, Ipp, lac, Ipp-lac, laclq,
T7, T5, T3, gal, trc, ara, SV40, SP6, I-PR o I-PL, que se encuentran ventajosamente en bacterias gram-negativas.
Adicionalmente pueden obtenerse promotores de promotores gram-positivos tales como amy y SP02, promotores de
levadura, tales como ADC1, MFa, AC, P-60, CYC1, GAPDH, o promotores de mamiferos tales como el promotor del
citomegalovirus (CMV), promotores especificos de los musculos incluyendo el promotor de la creatincinasa muscular
(MCK) de los mamiferos, el promotor de la desmina de los mamiferos, el promotor de la troponina | de los mamiferos
(TNNI2) o el promotor de la alfa-actina esquelética de los mamiferos (ASKA), o promotores de la piruvatoquinasa de
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tipo hepaticos, en particular los fragmentos que van (de -183 a +12) o (de -96 a +12) (Thompson, y col., J. Biol
Chem, (1991). 266:8679-82; Cuif, y col., Mol Cell Biol, (1992). 12:4852-61); el promotor de spot 14 (S14, -290 a +18)
(Jump, y col., J. Biol Chem, (1990). 265:3474-8); acetil-CoA carboxilasa (O’Callaghan, y col., J. Biol Chem, (2001).
276:16033-9); acido graso sintasa (-600 a +65) (Rufo, y col., J. Biol Chem, (2001). 28:28); y glucosa-6-fosfatasa (de
rata y humano) (Schmoll, y col., FEBS Left, (1996). 383:63-6; Argaud, y col., Diabetes, (1996). 45:1563-71), o
promotores de CaM-quinasa I, nestina, L7, BDNF, NF, MBP, NSE, beta globina, GFAP, GAP43, tirosina-hidroxilasa,
subunidad 1 del receptor cainato, subunidad B del receptor glutamato, o el promotor de la ubicuitina humana B
(ubiB, humana), el promotor de la ferritina H humana (FerH), etc. Los promotores particularmente preferentes son de
origen humano o mamifero. Por ultimo pueden utilizarse ventajosamente promotores sintéticos. Las secuencias
promotoras, tal y como estan contenidas en un vector de la invencion, pueden ser también inducibles con fines de
control in vitro, para permitir la modulaciéon de la expresion (por ejemplo mediante la presencia o ausencia de
nutrientes u otros inductores en el medio de crecimiento). Un ejemplo es el operdn lac obtenido del bacteriéfago
lambda plac5, que puede inducirse mediante IPTG. Por ultimo, un promotor tal y como se define mas arriba puede
estar ligado a una secuencia de acidos nucleicos que codifique GLP-1 de tal modo que el promotor esté situado en
5’ “aguas arriba” de la secuencia de acidos nucleicos que codifica GLP-1. Preferentemente se utilizan promotores
humanos, por ejemplo el promotor de la ubicuitina humana B (ubiB, humana) o el promotor de la ferritina H humana
(FerH).

Otros constituyentes de un vector tal y como se define mas arriba son preferentemente secuencias
potenciadoras para regular al alza la expresion de las secuencias de acidos nucleicos que codifican GLP-1. Tales
secuencias potenciadoras estan situadas en general en la regiéon 3’ no codificante del vector. Las secuencias
potenciadoras empleadas en un vector tal y como se define mas arriba pueden obtenerse de cualesquiera
hospedadores eucaridticos, procariéticos, viricos, bacterianos, vegetales, humanos o animales, por ejemplo
hospedadores de mamiferos, preferentemente en asociacion con los promotores correspondientes tal y como se
definen mas arriba. Los elementos potenciadores que resultaran mas utiles en la presente invencién son aquellos
sensibles a la glucosa, sensibles a la insulina y/o especificos del higado. Los elementos potenciadores pueden
incluir el potenciador de CMV (por ejemplo ligado al promotor de ubicuitina (Cubi)); uno o mas elementos sensibles a
la glucosa, incluyendo el elemento sensible a la glucosa (G1 RE) del promotor de la piruvato-quinasa del higado (L[
PK) (-172 a -142); y versiones modificadas con sensibilidad potenciada (Cuif y col., supra; Lou, y col., J. Biol Chem,
(1999). 274:28385-94); G1RE de L-PK con caja L3 auxiliar (-172 a -126) (Diaz Guerra, y col., Mol Cell Biol, (1993).
13:7725-33); versiones modificadas de G1RE con sensibilidad potenciada con la caja L3 auxiliar; el elemento
sensible a los carbohidratos (ChoRE) de S 14 (-1448 a -1422) y modificaciones activadas a bajas concentraciones
de glucosa (Shih y Towle, J Biol Chem, (1994). 269:9380-7; Shih, y col., J Biol Chem, (1995). 270:21991-7; y Kaytor,
y col., J Biol Chem, (1997). 272:7525-31); ChoRE con el sitio de factor accesorio adyacente de S 14 (-1467 a -1422)
[y col., supra]; aldolasa (+1916 a +2329) (Gregori y col., J Biol Chem, (1998). 273:25237-43; Sabourin, y col., J. Biol
Chem, (1996). 271:3469-73); y acido graso sintasa (-7382 a -6970) (Rufo, y col., supra.), con especial preferencia
elementos sensibles a la insulina tales como el elemento sensible a la insulina de la glucosa-6-fosfatasa (-780 a [
722) [Ayala y col., Diabetes, (1999). 48:1885-9]; y elementos potenciadores especificos del higado, tales como la
protrombina (940 a -860) [Chow y col., J Biol Chem, (1991) 266: 18927-33]; y alfa-1-microglobulina (-2945 a -2539)
(Rouet y col., Biochem J, (1998). 334:577-84), potenciadores especificos de los musculos tales como el potenciador
de MCK de los mamiferos, el potenciador de DES de los mamiferos y el potenciador de la troponina | IRE (TNI, IRE,
denominado aqui en lo sucesivo FIRE) de los vertebrados. Por ultimo, puede incluirse también una secuencia
potenciadora de SV40.

Los elementos potenciadores pueden utilizarse ademas junto con promotores tal y como se definen mas
arriba. Entre tales combinaciones promotor/potenciador se incluyen, por ejemplo, el promotor del citomegalovirus
(CMV) y el potenciador del CMV, el potenciador del CMV ligado al promotor de la ubicuitina (Cubi), el grupo de
elementos potenciadores especificos del higado que comprende los potenciadores de la seroalbumina humana
[HSA], los potenciadores de la protrombina humana [HPrT], los potenciadores de la alfa-1 microglobulina [ATMB] y
los potenciadores intrénicos de la aldolasa utilizados en combinacidon con sus correspondientes promotores, o
potenciadores de la HSA utilizados en combinacién con un promotor seleccionado del grupo de un promotor del
CMV o un promotor de HSA, elementos potenciadores seleccionados del grupo compuesto por protrombina humana
[HPrT] y alfa-1 microglobulina [A1MB] utilizados en combinacién con el promotor del CMV, elementos potenciadores
seleccionados del grupo compuesto por protrombina humana [HPrT] y alfa-1 microglobulina [A1MB] utilizados en
combinacién con el promotor de la alfa-1-antitripsina, etc.

Ademas, un vector, tal y como se define mas arriba, adecuado para transfectar una célula que pueda
utilizarse como constituyente de la microcapsula esférica de la invenciéon puede contener sefiales de transcripcion
y/o traduccion, preferentemente sefiales de transcripcidn y/o traduccion reconocidas por un hospedador apropiado,
tales como las sefales reguladoras de transcripcion y las sefiales de inicio de traduccion. Las sefiales de
transcripcion y/o traduccion pueden obtenerse de cualesquiera hospedadores eucarioticos, procarioticos, viricos,
bacterianos, vegetales, preferentemente humanos o animales, por ejemplo hospedadores de mamiferos,
preferentemente en asociacién con los promotores correspondientes tal y como se definen mas arriba. Por tanto,
puede emplearse una amplia variedad de secuencias reguladoras de transcripcion y traduccion, dependiendo de la
naturaleza del hospedador. En la medida en que las células hospedadoras reconozcan las sefiales reguladoras de
transcripcion y las sefiales de inicio de traduccién asociadas a una secuencia de acidos nucleicos que codifique
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GLP-1, la regién 5 adyacente a la secuencia de acidos nucleicos que codifica GLP-1 presente en la naturaleza
puede conservarse y emplearse para la regulacion de la transcripcion y la traducciéon en un vector de la invencion.
Esta region incluira habitualmente las secuencias implicadas en el inicio de la transcripcion y la traduccion, tales
como la caja TATA, una secuencia de formacién de casquete, una secuencia CAAT y similares. Por regla general,
esta regién tendra como minimo una longitud de aproximadamente 150 pares de bases, con mayor frecuencia de
aproximadamente 200 pb y rara vez por encima de aproximadamente 1 a 2 kb.

Pueden seleccionarse sefiales reguladoras de inicio de transcripcion que permitan controlar la represion o
activacion de tal modo que sea posible modular la expresion génica. Una técnica de modulacion controlable de este
tipo es la utilizacion de sefiales reguladoras que sean sensibles a la temperatura con el fin de reprimir o iniciar la
expresion cambiando la temperatura. Otra técnica de modulacién controlable es la utilizacion de sefiales reguladoras
que sean sensibles a ciertas sustancias quimicas. Entre las sefiales de transcripcidn y/o traduccion se incluyen
también secuencias reguladoras de terminacion de transcripcién, tales como una sefal de parada y una regién
poliadenilada. Las secuencias reguladoras de terminacion de transcripcion estan situadas preferentemente en la
region 3’ no codificante de un vector tal y como se define mas arriba que contiene la secuencia de acidos nucleicos
que codifica GLP-1. Entre las secuencias de terminacion adecuadas se incluyen, por ejemplo, la hormona de
crecimiento bovino, SV40, lacZ, EF1 alfa y sefiales de poliadenilacién poliédrica ACMNPV.

Los vectores de expresion adecuados para transfectar una célula que pueda utilizarse para preparar la
microcapsula esférica de la invencidon pueden incluir también otras secuencias para una expresion Optima de
péptidos GLP-1 tal y como se define en la presente memoria. Entre tales secuencias se incluyen secuencias que
codifican secuencias (peptidicas) sefal, es decir que codifican secuencias peptidicas situadas en el término N que
permiten el paso de la proteina secretada a o a través de una membrana; secuencias que proporcionan estabilidad
al producto de expresion; y secuencias de reconocimiento para enzimas de restriccion, que proporcionan sitios para
la escision por endonucleasas de restriccion. Todos estos materiales son ya conocidos en la técnica actual y estan
comercialmente disponibles (véase, por ejemplo, Okayama (1983), Mol. Cell. Biol., 3: 280).

Tal y como se define en la presente memoria, “una secuencia sefial” es una secuencia (peptidica) sefal que
en general comprende aproximadamente entre 15 y 30 aminoacidos situados en el término N del péptido (de fusion)
GLP-1 expresado y permite la secrecion del péptido GLP-1, es decir que éste pase a través de una membrana
celular. Tal secuencia sefial puede incluir la secuencia sefial asociada normalmente a la proteina precursora de
GLP-1 de tipo salvaje (es decir la o las secuencias sefial de la molécula precursora del proglucagdén completa), asi
como secuencias (peptidicas) sefial que no estan normalmente asociadas a la misma, es decir heterélogas con
respecto a la proteina precursora de GLP-1 de tipo salvaje (es decir la o las secuencias sefial de la molécula
precursora del proglucagon completa). Una “secuencia sefial” tal y como se define en la presente memoria puede
ser, por ejemplo, una secuencia peptidica sefial o una secuencia lider (por ejemplo una secuencia sefial (y lider)
secretora). Ademas, las secuencias (peptidicas) sefal tal y como se definen en la presente memoria permiten
preferentemente la escision del péptido precursor (de GLP-1) por una proteasa, por ejemplo una proteasa de
secuencia sefal. Al escindir la secuencia sefal del péptido precursor (de GLP-1) mediante la proteasa, se produce
un péptido GLP-1 bioldgicamente activo tal y como se define mas arriba. En general, una secuencia sefial de este
tipo comprende una regiéon que codifica un sitio de corte reconocido por una proteasa para la escisién. Como
alternativa puede introducirse en la secuencia sefial una regiéon que codifique un sitio de corte reconocido por una
proteasa para la escisién. Ademas pueden afiadirse a la secuencia sefial (una o mas) secuencias adicionales que
codifiquen un sitio de corte reconocido por una proteasa para la escision.

Entre los ejemplos de secuencias sefal que pueden ser codificadas por un vector tal y como se define mas
arriba se incluye una secuencia sefial derivada de una proteina secretada tal como GLP-1 o distinta de GLP-1, tal
como una citoquina, un factor de coagulaciéon, una inmunoglobulina, una enzima secretora o una hormona
(incluyendo el polipéptido activador de la adenilato-ciclasa de la pituitaria (PACAP)/superfamilia del glucagén) y una
proteina sérica. Por ejemplo, una secuencia sefial tal y como se define en la presente memoria puede derivarse de
metaloproteinasas de matriz (MMP) secretadas, por ejemplo una secuencia lider de estromelisina, derivarse de
fosfatasa alcalina humana (SEAP) secretada, de proexendina, por ejemplo una secuencia lider de proexendina-4, de
prohelodermina, del polipéptido insulinotrépico dependiente de la proglucosa (GIP), del factor de crecimiento
analogo a la proinsulona (IGF1), del preproglucagdn, de la alfa-1 antitripsina, del factor de crecimiento analogo a la
insulina 1, del factor IX humano, de la linfotoxina A humana (n° de acceso en Genbank BAA00064) o de la clusterina
humana (n° de acceso en Genbank AAP88927). Ejemplos concretos de secuencias sefial tal y como se definen en la
presente memoria son secuencias que incluyen una region codificante para una sefial para la escision del precursor
por peptidasa sefal, furina u otras prohormona convertasas (por ejemplo PC3). Por ejemplo puede introducirse en la
secuencia sefial tal y como se define en la presente memoria una sefial escindida por furina (también conocida como
PACE, véase el documento US N° 5.460.950), otras subtilisinas (incluyendo PC2, PC7/PC3, PACE4, PC4, PC5/PC6,
LPC/PC71PC8/SPC7 y SKI-1; Nakayama, Biochem. J., 327:625-635 (1997)); enteroquinasa (véase el documento
US N° 5.270.181) o quimotripsina. La descripcion de cada uno de los documentos anteriores se incorpora aqui como
referencia. La furina es una proteasa expresada de forma ubicua que reside en el trans-golgi y procesa precursores
de proteina antes de su secrecion. La furina escinde en el término COOH de su secuencia de reconocimiento
consensual, Arg-X-Lys-Arg o Arg-X-Arg-Arg, (Lys/Arg)-Arg-X-(Lys/Arg)-Arg y Arg-X-X-Arg, tal como una Arg-GIn-Lys-
Arg. Estas secuencias de aminoacidos son una sefal para la escision del precursor por la proteasa furina. Asi, una
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secuencia sefal heterdloga puede derivarse también sintéticamente de una secuencia consenso compilada a partir
de secuencias sefial (por ejemplo una secuencia consenso compilada a partir de proteinas secretadas escindidas
por una peptidasa sefal).

Adicionalmente a las secuencias de regulacion tal y como se definen mas arriba, un vector de replicacion
auténoma tal y como se define mas arriba comprende normalmente un origen de replicacion. Entre los origenes de
replicacién adecuados se incluyen, sin limitarse a éstos, por ejemplo origenes de replicacion ColE1, pSC101, SV40,
pMPI (ori pMPI) y M13, etc.

Un vector tal y como se define mas arriba puede contener preferentemente de forma adicional un gen
suicida. En el contexto de la presente invencién, “un gen suicida” es preferentemente capaz de detener la terapia
con microcapsulas esféricas de la invencion matando la célula que aloja el gen suicida contenida en el nucleo de la
microcapsula de la invencién al administrarse una sustancia especifica. Un gen suicida adecuado para la presente
invencién puede activarse, por ejemplo, administrando un activador exdgeno, que normalmente no esté presente en
el cuerpo humano o animal. En este caso, en general, el gen suicida inicia una cascada que hace que la célula sufra
un evento apoptético. Como alternativa, un gen suicida adecuado para la presente invencién puede metabolizar un
profarmaco no toxico exdgeno administrado que normalmente no esté presente en el cuerpo humano o animal. La
metabolizacion del profarmaco no toxico exdgeno convierte preferentemente el profarmaco en una toxina celular. El
gen suicida puede estar contenido en el mismo vector que codifica el péptido GLP-1 tal y como se define mas arriba
0, como alternativa, en un segundo vector. Ademas, el gen suicida puede regularse mediante elementos de control y
reguladores de cualquier tipo, por ejemplo elementos de control y reguladores tales como promotores,
potenciadores, etc. tal y como se mencionan en la presente memoria como constituyentes de los vectores de
expresion, o mediante sus elementos de control y reguladores presentes de forma natural. Segin la presente
invencion se seleccionan preferentemente genes suicidas que permitan cualquiera de los mecanismos de control
arriba mencionados, por ejemplo genes suicidas seleccionados entre citosina-desaminasa (CD), uracilo-fosforribosil (]
transferasa (UPRTasa), timidin-quinasa de HSV (HSV. Tk), genes suicidas que puedan inducirse mediante la adicion
de tetraciclina tales como la proteina represora de Tet bacteriana (TetR), etc. Como ejemplo concreto puede
utilizarse la citosina-desaminasa (CD). La citosina-desaminasa (CD) se presenta normalmente en diversos
organismos y es capaz de transformar la 5-fluorocitosina (5-FC) en 5-fluorouracilo (5-FU), que constituye un agente
quimioterapéutico comun. El 5-fluorouracilo (5-FU) es altamente téxico para el organismo, mientras que su
profarmaco 5-fluorocitosina (5-FC) no es toxico para las células. El 5-fluorouracilo (5-FU) es fosforilado
posteriormente por las quinasas celulares y es capaz de abrogar la sintesis de ARN de las células. Asi, el
profarmaco 5-fluorocitosina (5-FC) constituye una excelente herramienta para inducir el suicidio de una célula
especifica. Ademas, el 5-fluoro-dUMP actua como agente antifolato e inhibe la enzima timidilata-sintasa, que cataliza
la metilacion de dUMP a dTMP en la via de sintesis de novo de los desoxirribonucleétidos. De este modo es posible
inhibir la inhibicidon de la sintesis de ADN en la célula. También puede utilizarse preferentemente la timidin-quinasa
de HSV-1 (ATP:timidin-5-fosfotransferasa) y su profarmaco correspondiente ganciclovir (GCV). EI GCV analogo a la
guanosina se fosforila de forma especifica e inhibe la elongacién de la sintesis de ADN vy lleva asi al suicidio de la
célula.

La transfeccion de los vectores tal y como se definen mas arriba o, como alternativa, de acidos nucleicos
que codifican péptido GLP-1 desnudo en células adecuadas utilizadas para la preparacién de microcapsulas de la
invencién puede realizarse por cualquier método conocido por el técnico en la materia (véase por ejemplo Maniatis y
col. (2001), Molecular Cloning: A laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Clod Spring Habor, NY).
Si se transfectan vectores en células adecuadas tal y como se define mas arriba, el vector estd presente
preferentemente en forma de un ADN plasmidico que porta un acido nucleico que codifica el péptido GLP-1. EIl ADN
plasmidico es preferentemente un ADN plasmidico circular. Entre los métodos de transfecciéon adecuados se
incluyen, sin limitarse a éstos, por ejemplo técnicas de electroporacioén, incluyendo técnicas de electroporacion
modificadas (por ejemplo nucleofeccion), técnicas de fosfato calcico, por ejemplo el método de coprecipitacion de
fosfato calcico, el método de DEAE dextrano, el método de lipofeccion, por ejemplo el método de lipofeccion
mediado por transferencia, etc. La transfeccion se realiza preferentemente con ADN plasmidico que lleve un vector
tal y como se define mas arriba, utilizando una técnica de electroporacion modificada (por ejemplo nucleofeccién).

En una realizacion alternativa de la invencion, el péptido (de fusion) GLP-1 tal y como se define en la
presente memoria y tal y como es secretado por las células embebidas en las microcapsulas esféricas de la
invencion contiene como componente (1) y/o (Ill) un péptido GLP-1 modificado que comprende la secuencia de
aminoacidos de férmula Il siguiente:

Xaa7-Xaa8-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Xaa16-Ser-Xaa18-Xaa19-Xaa20- Glu- Xaa22- Xaa23-Ala-Xaa25-Xaa260]
Xaa27-Phe-lle-Xaa30-Trp-Leu-Xaa33-Xaa34-Xaa35-Xaa36-Xaa37,

donde Xaa7 es L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, 2-aminohistidina, 3-hidroxihistidina, homohistidina, N[
acetilhistidina, a-fluorometilhistidina, a-metilhistidina, 3-piridilalanina, 2-piridilalanina o 4-piridilalanina; Xaa8 es Ala,
Gly, Val, Leu, lle, Lys, Aib, acido (aminociclopropil)carboxilico, acido (1-aminociclobutil)carboxilico, acido (10
aminociclopentil)carboxilico, acido (1-aminociclohexil)carboxilico, acido (1-aminocicloheptil)carboxilico o acido (101
aminociclooctil)carboxilico, siendo particularmente preferente Gly; Xaa16 es Val o Leu; Xaa18 es Ser, Lys o Arg;
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Xaa19 es Tyr o GIn; Xaa20 es Leu o Met; Xaa22 es Gly, Glu o Aib; Xaa23 es GIn, Glu, Lys o Arg; Xaa25 es Ala o
Val; Xaa26 es Lys, Glu o Arg; Xaa27 es Glu o Leu; Xaa30 es Ala, Glu o Arg; Xaa33 es Val o Lys; Xaa34 es Lys, Glu,
Asn o Arg; Xaa35 es Gly o Aib; Xaa36 es Arg, Gly o Lys o amida o esta ausente; Xaa37 es Gly, Ala, Glu, Pro, Lys,
amida o esta ausente.

En aun ofra realizacién de la invencion, el componente (1) y/o (1) del péptido (de fusién) GLP-1 tal y como
se utiliza para las microcapsulas de la invencién contiene un péptido GLP-1 modificado que comprende la secuencia
de aminoacidos de formula lll siguiente:

Xaa7-Xaa8-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Xaa18-Tyr-Leu-Glu-Xaa22-Xaa23-Ala-Ala-Xaa26-Glu-Phe-lle|
Xaa30-Trp-leu-Val-Xaa34-Xaa35-Xaa36-Xaa37,

donde Xaa7 es L-histidina, D-histidina, desaminohistidina, 2-aminohistidina, 3-hidroxihistidina, homohistidina, N[
acetilhistidina, a-fluorometilhistidina, a-metilhistidina, 3-piridilalanina, 2-piridilalanina o 4-piridilalanina; Xaa8 es Ala,
Gly, Val, Leu, lle, Lys, Aib, acido (aminociclopropil)carboxilico, acido (1-aminociclobutil)carboxilico, acido (101
aminociclopentil)carboxilico, acido (1-aminociclohexil)carboxilico, acido (1-aminocicloheptil)carboxilico o acido (101
aminociclooctil)carboxilico; Xaa18 es Ser, Lys o Arg; Xaa22 es Gly, Glu o Aib; Xaa23 es GlIn, Glu, Lys o Arg ; Xaa26
es Lys, Glu o Arg; Xaa30 es Ala, Glu o Arg; Xaa34 es Lys, Glu o Arg; Xaa35 es Gly o Aib; Xaa36 es Arg o Lys,
amida o esta ausente; Xaa37 es Gly, Ala, Glu o Lys, amida o esta ausente.

En una realizaciéon preferente concreta, la microcapsula esférica de la invencion contiene un péptido (de
fusion) GLP-1, cuyo componente (I) y/o (Ill) contiene un péptido GLP-1 (modificado) seleccionado entre GLP-1 (7]
35), GLP-1 (7-36), GLP-1 (7-36)-amida, GLP-1 (7-37) o una variante, un analogo o un derivado de los mismos.
También son preferentes los péptidos (de fusion) GLP-1 que comprenden en sus componentes (1) y/o (lll) un péptido
GLP-1 modificado que presenta un residuo de Aib en la posicién 8 o un residuo de aminoacido en la posicién 7 de
dicho péptido GLP-1 seleccionado del grupo consistente en D-histidina, desaminohistidina, 2-aminohistidina,
hidroxihistidina, homohistidina, N-acetilhistidina, a-fluorometilhistidina, a-metilhistidina, 3-piridilalanina, 2-piridilalanina
y 4-piridilalanina.

Ambas realizaciones de los componentes (1) y/o (lll) del péptido (de fusiéon) GLP-1 tal y como se definen
mas arriba mediante las formulas Il y Il y a utilizar para la presente invencion pueden combinarse con la descripcion
hecha anteriormente para el péptido (de fusiéon) GLP-1. En otras palabras, las férmulas generales Il y Il pueden
combinarse, por ejemplo, con la descripciéon anterior para el componente (ll), los conectores, el proceso de
fabricacion, etc.

Ademas, el péptido (de fusion) GLP-1 expresado y secretado por las células embebidas en el nucleo de la
microcapsula de la invencién puede contener preferentemente como minimo un polimero sintético o un polimero
natural, por ejemplo poliaminoacidos. EI como minimo un constituyente polimérico estd normalmente acoplado de
forma covalente a la subunidad del péptido de fusion. En el sentido de la presente invencion, “conjugado” quiere
decir “acoplado quimicamente”. “Acoplado quimicamente” quiere decir acoplado mediante enlaces covalentes o no
covalentes. Aunque es preferente el enlace covalente, el constituyente polimérico puede estar ligado al péptido de
fusion también mediante una complejacion sin enlace covalente, por ejemplo por un enlace de hidrégeno o una
interaccion electrostatica, hidrofébica, etc. El complejo en su totalidad que contiene el péptido de fusion y el polimero
se denomina en lo que sigue “complejo conjugado de GLP-1" o “molécula conjugada de GLP-1".

De este modo, la molécula conjugada de GLP-1 esta aun mas protegida contra la degradacion proteolitica
in vivo, principalmente debida a la actividad proteolitica de la endopeptidasa IV. EI complejo conjugado que tiene o
comprende un péptido (de fusién) GLP-1 de como minimo dos componentes (1) y () y el polimero sintético presenta
la actividad biolégica del GLP-1 y, al mismo tiempo, confiere estabilidad al GLP-1 como su componente (I) mediante
una elongacion C-terminal. Por consiguiente, conjugando el péptido de fusiébn con un polimero se aumenta
considerablemente su estabilizacién in vivo.

El polimero aqui utilizado puede ser un polimero fisiolégicamente aceptable, lo que incluye polimeros que
sean solubles en solucién o suspension acuosa y no tengan efectos negativos, tales como efectos colaterales, en los
mamiferos cuando se administra el péptido de fusidbn en una cantidad farmacéuticamente eficaz. No existen
limitaciones especiales en cuanto al polimero fisioldgicamente aceptable utilizado segun la presente invencién. El
polimero puede ser sintético o puede presentarse en la naturaleza (polimero natural, por ejemplo una proteina).

La subunidad del péptido de fusion puede tener enlazados de forma covalente uno, dos o tres
constituyentes poliméricos, prefiriéndose un constituyente polimérico, para formar la molécula conjugada de GLP-1.
Sin embargo, en realizaciones especificas pueden preverse mas de tres constituyentes poliméricos por subunidad
de péptido de fusion. Los constituyentes pueden estar acoplados de forma covalente bien al componente (1), bien al
componente (1) del péptido de fusién o bien a ambos. Se prefiere acoplar como minimo uno de los constituyentes
poliméricos al componente (Il). Si uno o mas constituyentes poliméricos estan acoplados al componente (l),
preferentemente estan acoplados al término N o a las cadenas laterales de residuos de serina, treonina, tirosina,
aspartato, glutamato, lisina o arginina. Con fines de acoplamiento se utilizan preferentemente las cadenas laterales
de uno o mas de los residuos Thr 11, Thr 13, Asp15, Ser 17, Ser 18, Tyr 19, Glu 21, Lys 26, Glu 27, Lys 34, Arg 36
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del componente (l). Si se utiliza como componente (ll) la secuencia de IP2 presente en la naturaleza, uno o mas de
sus residuos Arg, Glu y Asp estaran modificados en sus cadenas laterales por uno o mas constituyentes poliméricos.

El enlace N-terminal de un polimero, en particular PEG, puede ofrecer ventajas en la purificacion de la
molécula conjugada. También se cree que el enlace N-terminal de un polimero puede preservar mejor la bioactividad
que un enlace aleatorio del polimero a cualquier otro residuo, por ejemplo cualquier otro residuo de lisina. Por tanto,
en una realizacién preferente, como minimo un constituyente polimérico esta situado en el término N del péptido de
fusion. Si se emplea una PEGilacion, la PEGilacion de grupos carboxilo terminales o de cadena lateral, o el grupo
épsilon-amino de lisina presente en el péptido de la invencion, confiere resistencia a la oxidacion y se incluye
también en el alcance de la presente invencion.

Mas en general, el polimero sintético de un péptido (de fusién) GLP-1 tal y como se utiliza en el nucleo de la
microcapsula esférica de la invencion esta seleccionado preferentemente entre alquilenglicoles, tales como
polietilenglicol (PEC), polipropilenglicol (PPG), copolimeros de etilenglicol y propilenglicol, poliol polioxietilado,
alcohol poliolefinico, polivinilpirrolidona, metacrilamida de polihidroxialquilo, metacrilato de polihidroxialquilo, tal como
metacrilato de polihidroxietileno, poliacrilato, polisacaridos, poly([alfa]hidroxiacidos), alcohol polivinilico,
polifosfaceno, polioxazolina, poli(N-acriloilmorfolina), polivinil etil éter, acetato de polivinilo, acido polilacticoglicdlico,
acido polilactico, polimero lipidico, quitina, acido hialurénico, poliuretano, acido polisialico, triacetato de celulosa,
nitrato de celulosa y combinaciones de cualesquiera de los anteriores. Los polimeros naturales son preferentemente
péptidos o proteinas ligados por medio de cadenas laterales al péptido (de fusidon) GLP-1 o por medio de grupos
terminales (amino y/o carboxi), preferentemente albumina y transferrina.

Las microcapsulas esféricas de la invencion tal y como se definen mas arriba se preparan preferentemente
segun dos o mas pasos de procedimiento. Segun un paso de procedimiento 1) se prepara un nucleo tal y como se
describe mas arriba. Segun un paso de procedimiento 2) el nucleo, tal y como se prepara segun el paso de
procedimiento 1), se reviste con un revestimiento superficial. Otros pasos opcionales comprenden la preparacion de
revestimientos superficiales adicionales. Preferentemente se realiza un paso idéntico al paso de procedimiento 2)
para cada revestimiento superficial adicional. Entre otros pasos opcionales pueden incluirse pasos de lavado.

En general, un nucleo tal y como se ha descrito anteriormente se prepara segun el paso de procedimiento
1) para preparar microcapsulas esféricas de la invenciéon. Tal nucleo estd compuesto de un polimero reticulado y
células que expresan y secretan GLP-1 y que han sido transfectadas segun un método tal y como se ha descrito
mas arriba. Segun el paso de procedimiento 1), normalmente se prepara una mezcla (suspension) de la forma
soluble del polimero, por ejemplo la forma soluble de un alginato (por ejemplo alginato de calcio o de sodio en
solucion salina fisioldgica), y células que expresan y secretan péptido GLP-1, preferentemente en una concentraciéon
de hasta 510" células por ml de solucién de polimero.

Tipicamente, la suspension homogénea de células/polimero (por ejemplo suspension de células/alginato)
se somete a presion por medio de una boquilla pulverizadora de inyeccion de aire, que consta de tres canales que
estan dispuestos concéntricamente como tres anillos concéntricos alrededor de un centro comun: un canal interior,
un canal intermedio y un canal exterior (anillo de aire). Preferentemente se utilizan agujas huecas para el canal
interior con un didmetro interior de 50 um a 2.000 ym. El canal intermedio tiene generalmente un didmetro interior de
60 ym a 4.000 um y el canal exterior (anillo de aire) tiene preferentemente un diametro interior de 100 ym a 5.000
um. En el paso de procedimiento 1) para preparar el nucleo de la microcapsula de la invencién se utilizan
exclusivamente el canal interior y el canal exterior (anillo de aire). Asi pues, en el paso de procedimiento 1) puede
utilizarse también una boquilla pulverizadora que conste sélo de dos canales (un canal interior y otro exterior).
Normalmente no fluye material a través del canal intermedio cuando se utiliza una boquilla pulverizadora de
inyeccion de aire con tres canales. En general, la suspension de la solucién de células/polimero se somete a presion
a una velocidad de 10 uyl/min a 5 ml/min a través del canal interior, lo que hace que se formen gotitas en la salida del
canal, que salen disparadas debido al flujo de aire proporcionado por el canal exterior (anillo de aire) con una
velocidad de, normalmente, 0,5 I/min a 10 I/min. Las gotitas que contienen células y solucién de polimero no
reticulado caen en una solucién que contiene un reticulante (bafio de precipitacion) y que generalmente esta situada
a una distancia de aproximadamente 4 cm a aproximadamente 60 cm bajo la salida de la boquilla pulverizadora de
inyeccion de aire. La gotita se redondea preferentemente durante su caida, adquiriendo asi una forma geométrica
sustancialmente esférica. El reticulante produce una reticulacién ionica de los polimeros y el ndcleo de la
microcapsula esférica (insoluble en agua) de la invencion se forma inicialmente con un diametro de
aproximadamente 20 ym a aproximadamente 4.000 um. El diametro del nucleo de la microcapsula esférica de la
invencion depende del tamario y la geometria de los canales utilizados en el paso de procedimiento 1) elegidos. La
soluciéon que contiene reticulante (bafio de precipitacion) se compone preferentemente de cationes bivalentes, por
ejemplo iones calcio o bario (5-100 mM) u otros cationes bivalentes o multivalentes cuando se utilizan alginatos
como polimeros. Ademas, el bafo de precipitacién contiene preferentemente una sustancia tampén (por ejemplo
histidina 1 mM - 10 mM) y cloruro sédico (por ejemplo 290 mOsmol £ 50 mOsmol). Pueden emplearse otros
reticulantes y tampones adecuados conocidos en la técnica actual cuando se utilizan polimeros distintos a los
alginatos.
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El paso de procedimiento 1) proporciona el nucleo de la microcapsula de la invencién compuesto de
polimeros reticulados y células. Posteriormente al paso de procedimiento 1), el o los pasos de procedimiento
opcionales pueden incluir un paso de lavado. El nucleo de la microcapsula esférica de la invencion se lava, por
ejemplo, con una solucién salina fisiolégica o con cualquier otra solucién de lavado adecuada vy, si es aplicable, el
nucleo se incuba en una solucion de sulfato sédico, preferentemente en una solucién de sulfato sddico segun el
documento US 6.592.886, cuya descripcidon se incorpora aqui como referencia. Normalmente, los nuicleos de las
microcapsulas esféricas de la invencion se separan del bafio de precipitacion y/o del bafio de lavado utilizando una
centrifugadora o cualquier otro método adecuado.

Segun el paso de procedimiento 2), el nucleo de la microcapsula esférica de la invencion preparado
mediante el paso de procedimiento 1) se reviste con un revestimiento superficial compuesto sustancialmente de un
polimero reticulado. Por tanto, el nicleo de la microcapsula esférica de la invencién preparado mediante el paso 1)
se afiade a una solucion polimérica que contiene polimeros no reticulados, tal y como se ha descrito mas arriba,
pero no comprende células. Los polimeros estan previstos en su forma no reticulada preferentemente en una
concentracion tal y como se define mas arriba. Por regla general, esta mezcla, que contiene la solucién de polimeros
y el nucleo de la microcéapsula esférica de la invencion, se somete a presion a través del canal interior de la boquilla
pulverizadora de inyeccion de aire arriba descrita, por ejemplo a una velocidad de 15 pl/min a 2 mi/min,
preferentemente de 10 yl/min a 5 ml/min. Simultaneamente se somete a presioén a través del canal intermedio, a una
velocidad de, normalmente, 15 pyl/min a 2 ml/min, preferentemente de 10 pl/min a 5 ml/min, una solucién de
polimeros no reticulados pura, sin células, preferentemente una soluciéon que comprende entre aproximadamente un
0,1% y aproximadamente un 4% (p/v) de polimero, por ejemplo una solucién de alginato sin ninguna célula. De este
modo se forman gotitas en el extremo del canal intermedio, que contienen el nucleo y una superficie de polimero no
polimerizado. Estas gotitas salen disparadas debido al flujo de aire proporcionado mediante el canal exterior (anillo
de aire) con una velocidad de, normalmente, 0,5 I/min a 10 I/min. La concentraciéon de polimeros del nucleo de la
microcapsula esférica de la invencion, la solucién de polimeros, a la que se afiade el nlcleo de las microcapsulas de
la invencion, y la concentracion de polimeros del revestimiento superficial pueden diferir (véase mas arriba). Las
gotitas que contienen el nucleo de las microcapsulas esféricas de la invencion (preparadas segun el paso de
procedimiento 2)) caen en una solucién que contiene el reticulante (bafio de precipitacion) tal y como se define mas
arriba. Durante su caida, la gotita se redondea preferentemente adquiriendo una forma geométrica
aproximadamente esférica. El reticulante produce una reticulaciéon iénica de los polimeros analoga al paso de
procedimiento 1). De este modo se forman microcapsulas esféricas insolubles en agua que presentan un diametro
de 60 ym a 4.000 ym. Los diametros de las microcapsulas esféricas de la invencién obtenibles por el paso de
procedimiento 2) dependen del tamafio y la geometria de los canales elegidos, tal y como se utilizan aqui. Con el fin
de preparar microcapsulas de la invencién con mas de un revestimiento superficial, es decir microcapsulas esféricas
de la invencién que contienen el nicleo tal y como se define mas arriba y 2, 3, 4, 5, 5-10 0 mas revestimientos
superficiales, puede repetirse el paso de procedimiento 2) tantas veces como sea necesario.

Después del paso de procedimiento 2) pueden seguir uno 0 mas pasos de lavado opcionales tal y como se
define mas arriba.

Segun otro aspecto de la invencién se proporciona un método para el tratamiento de un animal,
preferentemente un ser humano, mediante la administracion de una microcapsula esférica de la invencion. La
invencién abarca el uso de tales microcapsulas esféricas de la invencion para la fabricacion de un producto, por
ejemplo para la preparacion de una composicion farmacéutica o un kit. Una microcapsula esférica de la invencion se
utiliza preferentemente (para la preparacién de una composicién farmacéutica) para el tratamiento o la prevencion
de una enfermedad o un estado asociado(a) al metabolismo de la glucosa. Como ejemplos no restrictivos de
trastornos relacionados con la glucosa pueden mencionarse, por ejemplo: diabetes mellitus tipo | o tipo Il (NIDDM), o
resistencia a la insulina, trastornos de peso y enfermedades o estados asociados(as) a los mismos, incluyendo tales
trastornos de peso o estados asociados la obesidad, estados asociados al sobrepeso, desregulacion de la saciedad,
niveles reducidos de insulina plasmatica, niveles elevados de glucemia o masa de células beta pancreaticas
reducida. Preferentemente se describe con la presente memoria el uso de microcapsulas esféricas de la invencion
(para la preparacion de una composicion farmacéutica) para el tratamiento de la diabetes tipo 2 (NIDDM). Por
consiguiente, la presente invencion se refiere al uso de las microcapsulas esféricas de la invencion (para la
preparacion de una composicidon farmacéutica) por ejemplo para reducir el peso de un sujeto, para reducir la
saciedad de un sujeto, para aumentar de forma posprandial los niveles de insulina plasmatica en un sujeto, para
reducir el nivel de glucemia en ayunas de un sujeto, para aumentar la masa de células beta pancreaticas en un
sujeto o para tratar la diabetes tipo | o Il en un sujeto.

Con las microcapsulas esféricas de la invencién pueden tratarse también pacientes con otras enfermedades
u otros trastornos. Las microcapsulas esféricas de la invencién pueden utilizarse (para la preparacion de una
composicion farmacéutica) para el tratamiento de trastornos neurodegenerativos y enfermedades o estados
asociados(as) a los mismos y (para la preparacién de una composicion farmacéutica) para el tratamiento de
trastornos y enfermedades o estados asociados(as) a la apoptosis. El uso de las microcapsulas esféricas de la
invencion que tienen células embebidas en su nucleo, que expresan y secretan GLP-1 (para la preparacion de una
composicion farmacéutica), para tratar estos trastornos resulta de lo siguiente: los receptores GLP-1, que estan
acoplados a la via del mensajero secundario de AMP ciclico, se expresan en la totalidad de los cerebros de roedores
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y humanos. La quimioarquitectura de la distribucion del receptor en el cerebro no sélo tiene correlacion con un papel
fundamental del GLP-1 en la regulaciéon de la ingesta de comida y la respuesta al estrés aversivo. También se ha
demostrado que el enlace del GLP-1 a su receptor GLP-1 ejerce propiedades neurotréficas y ofrece proteccion
contra la apoptosis inducida por glutamato y la lesién oxidativa en células neuronales cultivadas. Ademas, se ha
demostrado que el GLP-1 modifica el procesamiento del precursor de la proteina B amiloide en cultivo celular y
reduce, de forma dosis-dependiente, los niveles de péptido 3 amiloide en el cerebro in vivo. Por tanto, el GLP-1 se
conoce también como regulador del sistema nervioso central. Los péptidos GLP-1 que imitan la actividad bioldgica
del GLP-1 fisiologicamente activo tienen relevancia terapéutica para el tratamiento de, por ejemplo, la enfermedad
de Alzheimer (EA) y otros estados neurodegenerativos centrales y periféricos, por ejemplo esclerosis lateral
amiotréfica (ELA), enfermedad de Alexander, enfermedad de Alper, ataxia telangiectasia, enfermedad de Canavan,
sindrome de Cockayne, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, esclerosis multiple, enfermedad de Sandhoff, enfermedad
de Pick, ataxia espinocerebelosa, enfermedad de Schilder y enfermedad de Parkinson, asi como apoplejia,
hemorragia intracerebral (HIC), hemorragia subaracnoidea, adenoleucodistrofia (x-ALD) u otras leucodistrofias, etc.

Ademas, se ha demostrado que el GLP-1 fisiolégicamente activo ejerce una accidén antiapoptética en
diversas células, por ejemplo el GLP-1 es beneficioso para la preservacion de la masa y funcién de islotes humanos
recién aislados u otros tipos de células. Asi pues, las microcapsulas esféricas de la invencion (que expresan y
secretan péptido GLP-1 biolégicamente activo) pueden utilizarse para tratar trastornos causados por una apoptosis
celular o tisular.

Otro aspecto de la presente invencion es una composicion farmacéutica que contiene las microcapsulas
esféricas de la invencién, que puede administrarse de forma exdgena. Tal composicién farmacéutica puede
aplicarse a un paciente que padezca los trastornos arriba mencionados.

En general, la preparacién de composiciones farmacéuticas que contienen microcapsulas esféricas de la
invencién como “ingrediente activo” es bien conocida en la técnica actual, tal y como ilustran, por ejemplo, las
patentes US 4.608.251; 4.601.903; 4.599.231; 4.599.230; 4.596.792; y 4.578.770, todas ellas citadas aqui como
referencia.

La composicion farmacéutica de la invencion (o las microcapsulas esféricas de la invencion) puede(n)
administrarse de forma exdgena a un paciente. Entre las formas de administracion tipicas se incluyen, sin limitarse a
éstas, la administracion parenteral, por ejemplo por inyeccion, por ejemplo de forma subcutanea, intradérmica,
subdérmica, intramuscular, o mediante inyeccioén intravenosa, cutanea o subcutanea en el sitio de la afliccion. Entre
otros modos de administracién que pueden resultar adecuados para el tratamiento de cualquiera de las
enfermedades o de los trastornos arriba mencionados(as) se incluye el trasplante de la composicién farmacéutica de
la invencion o de las microcapsulas esféricas de la invencion (formuladas preferentemente en una forma adecuada,
por ejemplo mediante la adicion de excipientes farmacéuticos adecuados, por ejemplo en forma de geles, capsulas,
tabletas, etc.). Una composicién farmacéutica de la invencion para la administracion parenteral puede prepararse,
por ejemplo, como se describe en el documento WO 03/002136, cuya descripcion se cita aqui como referencia.

Entre los sitios de administracion adecuados para la presente invencion se incluyen tejidos del paciente a
tratar, por ejemplo tejido adiposo, cerebro, higado, musculos, etc., asi como liquidos corporales, por ejemplo sangre,
linfa, liquido cerebral, etc. Entre los dispositivos adecuados para la administracién de la composicién farmacéutica
de la invencion se incluyen cualesquiera dispositivos adecuados para el modo de administracion elegido, que
pueden ser seleccionados por un técnico en la materia. Sin limitarse a estas opciones, la composicion farmacéutica
de la invencién puede administrarse por ejemplo mediante inyeccion, aplicando una aguja de inyeccion apropiada,
por ejemplo agujas de inyeccion de un tamafo entre 12 y 26 G, preferentemente entre 18 y 22 G, o por ejemplo
trasplantando la composicion farmacéutica de la invencion, preferentemente formulada en una forma adecuada, por
medio de dispositivos quirlrgicos, por ejemplo escalpelos, agujas de inyeccion tal y como se definen mas arriba, etc.
Segun un ejemplo concreto, que no debe considerarse restrictivo para la presente realizaciéon, un paciente que lo
necesite, que padezca diabetes tipo 2 o cualquier enfermedad asociada a la misma o descrita en la presente
memoria, puede recibir una inyeccién subcutanea o un implante subcutaneo de la composicién farmacéutica de la
invencién (que contiene microcapsulas esféricas de la invencion) en su tejido adiposo, etc. Tal composicion
farmacéutica de la invencion que contiene microcapsulas esféricas de la invencion puede contener células tal y
como se define mas arriba, por ejemplo seleccionadas de células madre mesenquimales humanas que se
diferencien in vivo o in vitro en adipocitos. Ademas, un paciente que padezca una enfermedad neurodegenerativa
tal y como se define en la presente memoria puede recibir un implante de la composiciéon farmacéutica de la
invencioén en su tejido cerebral, por ejemplo en el parénquima cerebral, etc.

Normalmente las composiciones farmacéuticas se preparan como inyectables en forma de soluciones o
suspensiones liquidas, que preferentemente contienen agua (formulaciéon acuosa) o pueden emulsionarse. El
término “formulacion acuosa” se define como una formulacién que comprende como minimo un 50% p/p de agua.
Asimismo, el término “solucién acuosa” se define como una solucidon que comprende como minimo un 50% p/p de
agua y el término “suspension acuosa” se define como una suspension que comprende como minimo un 50% p/p de
agua.
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Para la inyeccion intravenosa, cutanea o subcutanea, o para la inyeccion en el sitio de la afliccion, las
composiciones farmacéuticas de la invencién tendran forma de solucién acuosa aceptable para la administracion
parenteral, que esté libre de pirégenos y tenga un pH, una isotonicidad y una estabilidad adecuados. Las
composiciones farmacéuticas liquidas incluyen en general un vehiculo liquido, por ejemplo agua. El vehiculo liquido
incluira preferentemente una soluciéon salina fisiolégica, pudiendo incluirse dextrosa, etanol u otra solucion de
sacéridos, o glicoles tales como etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol, o combinaciones de los mismos. Como
ejemplos adicionales pueden mencionarse otros vehiculos isoténicos tales como soluciones salinas fisiolégicas, por
ejemplo solucién de Ringer o solucion de Ringer lactato.

Cuando la composicion farmacéutica de la invencion comprende una soluciéon acuosa de una microcapsula
esférica de la invencion y, por ejemplo, un tampdn, en general dicha microcapsula esférica de la invencion esta
presente en la composicidon farmacéutica en una concentracién de 0,1 mg/ml o superior y dicha composicion
farmacéutica tiene normalmente un pH entre aproximadamente 2,0 y aproximadamente 10,0, con preferencia entre
aproximadamente 7,0 y aproximadamente 8,5.

Es posible que haya otros ingredientes presentes en la composicion farmacéutica de la invencion. Entre
tales ingredientes adicionales pueden incluirse agentes humectantes, emulsionantes, antioxidantes, agentes de
carga, agentes tampon de pH (por ejemplo tampones fosfato o citrato o maleato), conservantes, agentes
tensioactivos, estabilizadores, modificadores de tonicidad, agentes quelantes, iones metalicos, vehiculos
oleaginosos, proteinas (por ejemplo proteinas, gelatina o seroalbumina humana) y/o zwitteriones (por ejemplo un
aminoacido tal como betaina, taurina, arginina, glicina, lisina e histidina). Tales ingredientes son seleccionados por
un técnico en la materia de acuerdo con los requisitos especificos de las células embebidas en el nucleo de la
microcapsula esférica de la invencion, es decir que los ingredientes no son citotdxicos y ademas aseguran la
viabilidad de las células. Ademas, tales ingredientes pueden estabilizar los péptidos GLP-1 ya expresados y
secretados por las células embebidas en el nucleo de la microcapsula esférica de la invencion.

Con respecto a los tampones, éstos se seleccionan preferentemente del grupo consistente en: acetato de
sodio, carbonato de sodio, citrato, glicilglicina, histidina, glicina, lisina, arginina, dihidrégenofosfato de sodio,
hidrégenofosfato disédico, fosfato de sodio, y tris(hidroximetil)aminometano, hepes, bicina, tricina, acido malico,
succinato, acido maleico, acido fumarico, acido tartarico, acido aspartico o mezclas de los mismos. Cada uno de
estos tampones especificos constituye una realizacion alternativa de la invencion.

El uso de todos los aditivos arriba mencionados en las composiciones farmacéuticas que contienen la
microcapsula esférica de la invencion es ya bien conocido por el técnico en la materia, en particular con respecto a
los rangos de concentracion de los mismos. Por conveniencia se hace referencia a Remington: The Science and
Practice of Pharmacy, 192 edicion, 1995.

Las composiciones farmacéuticas de la invenciéon que contienen las microcapsulas esféricas de la invencion
se administran preferentemente de forma manera compatible con la formulacién de dosificacion y en una cantidad
que sea terapéuticamente eficaz. La cantidad de microcapsulas esféricas de la invencion que se debe administrar
con una composicion farmacéutica de la invencion (o, si es necesario, solas) depende del sujeto y la enfermedad a
tratar, incluyendo, por ejemplo, la gravedad de la enfermedad del paciente. Los rangos de dosificaciéon adecuados
dependen de la cantidad de péptido GLP-1 biolégicamente activo secretado por las microcapsulas esféricas de la
invencién (tal y como estan contenidas en la composicion farmacéutica de la invencién) durante un espacio de
tiempo predeterminado y normalmente oscilan entre uno y varios cientos de microgramos al dia. Normalmente, las
microcapsulas esféricas de la invencion, tal y como estan contenidas en la composicion farmacéutica de la
invencion, secretan aproximadamente 0,5 ug de GLP-1 al dia por ml de microcapsulas esféricas de la invencion. Asi
pues, el rango de dosificacion puede oscilar, por ejemplo, entre aproximadamente 0,01 ug y 20 mg de péptido GLP-1
biolégicamente activo secretado al dia (aunque también se contemplan cantidades mayores, del orden de 1-100
mg), por ejemplo estar entre aproximadamente 0,01 ug y 10 mg al dia, preferentemente entre 0,01 ug y 5 mg al dia,
con aun mayor preferencia entre aproximadamente 0,01 yg y 1 mg al dia y con la maxima preferencia entre
aproximadamente 0,01 pg y 500 ug al dia.

Descripcion de las figuras:

Figura 1: muestra, a modo de ejemplo, una sinopsis no restrictiva de constructos a - m (véase también el
ejemplo 1), que pueden estar contenidos en células utilizadas para la preparacion de las
microcapsulas esféricas de la invencion.

Figura 2: representa los resultados de la expresion transitoria de distintos constructos de GLP-1 en células
hTERT-MSC y HEK293 y de GLP-1 activo después de una transfeccion transitoria (véase también
el ejemplo 2). Los constructos de GLP-1 monoméricos #103 y #317 (que tienen sélo una copia de
GLP-1(7-37)) presentan so6lo un nivel minimo de GLP-1 activo. Se observé una enorme ganancia
en expresion en el constructo de GLP-1 dimérico #217 (que tiene GLP-1(7-37) como componente
(1) y como componente (lll)), tanto en células hTERT-MSC como en células HEK293.
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Figura 3:

Figuras 4, 5:

Figura 6:

Figura 7:

Figura 8:

Figura 9:

Figura 10:
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muestra un analisis por Western-Blot del sobrenadante de un cultivo celular de células que
secretan GLP-1 (véase también el ejemplo 3). Banda 1: 100 ng de GLP-1(7-37) sintético disueltos
en sobrenadante de células hTERT-MSC sometidas a transfeccion simulada; banda 2:
sobrenadante de células hTERT-MSC (clon 79TM217/13) que secretan GLP-1 dimérico del
constructo #217; banda 3: sobrenadante de células AtT20 (clon 81-A-217/3) que secretan GLP-1
dimérico del constructo #217; banda M: marcador de proteinas pretefiido [kDa]. Los resultados
muestran que los péptidos, tal y como se definen en la presente memoria, que contienen GLP-1(701
37) y un apéndice C-terminal (2 y 3 en la figura 3) son secretados por las lineas celulares
transfectadas y pueden detectarse utilizando un anticuerpo anti-GLP-1 que se enlaza a los
epitopos moleculares centrales de GLP-1 (7-37).

describen ensayos de estabilidad en plasma (in vitro) realizados con péptidos GLP-1 tal y como se
utilizan segun la presente invencion. Con este fin se transfectaron células HEK293 y hTERT-MSC
de forma transitoria con los constructos GLP-1 (7-37) (1), GLP-1(7-37)-IP2 prolongado con 11 AA
(2) y GLP-1(7-37)-IP2-GLP1(7-37) (3). Los resultados se muestran en la figura 4 (células HEK293)
y la figura 5 (células hTERT-MSC). Las células HEK293 y hTERT-MSC son ambas hospedadores
eficaces para el constructo génico (véase también el ejemplo 4).

muestra un Western-Blot para los péptidos abajo indicados. Se proporcionan los siguientes
valores: SEQ ID NO 1 (ID1syn) corresponde a GLP-1(7-37), 31 aa, 3,3 kD; SEQ ID NO 8 (ID8 syn,
CM3) corresponde a GLP-1(7-37)-IP2, 46 aa, 5,1 kD; SEQ ID NO 7 (ID7rec, CM2) corresponde a
GLP-1(7-37)-IP2-RR-GLP2, 83 aa, 9,4 kD; SEQ ID NO 6 (ID6syn, CM1) corresponde a GLP-1(7-
37)-IP2-RR-GLP1(7-37), 79 aa, 8,7 kD (véase también el ejemplo 5).

ilustra ensayos de estabilidad en plasma de péptidos GLP-1 in vitro. A diferencia del GLP-1(7.37)
nativo (SEQ ID NO 1), los péptidos GLP-1 con una elongacién C-terminal SEQ ID NO 6, SEQ ID
NO 7 y SEQ ID NO 8 estan considerablemente estabilizados en plasma humano in vitro. Como
control (en la parte derecha) se muestran los resultados obtenidos en experimentos con adicién de
inhibidor de DPP-IV. En estos experimentos de control se mantiene por completo la actividad de
GLP-1 (véase también el ejemplo 6).

muestra los resultados de un bioensayo in vitro con produccién de AMP ciclico (AMPc): como
puede verse en la figura 8, el 100% de la produccién de AMPc corresponde a la produccion basal
en ausencia de GLP-1. El GLP-1 se enlaza a receptores acoplados a proteina G y estimula la
produccion de AMPc. Todas las moléculas de GLP-1 ensayadas (ID1syn, ID6syn, ID6rec, ID7rec,
ID8syn) aumentan la produccion de AMPc celular (véase también el ejemplo 7).

ilustra los resultados de ensayos de bioactividad in vivo con constructos de GLP-1, tal y como se
definen en la presente memoria, con ratones de 11 semanas de edad con diabetes tipo Il
(CS?BL/KS—Ieprdb/db, Harlan). Todos los péptidos GLP-1 ensayados (SEQ ID NO 6 (sintético o
recombinante) y SEQ ID NO 7 (sintético o recombinante)) tienen un efecto antihiperglucémico. Los
mejores resultados se obtuvieron con SEQ ID NO 6 (CM1) recombinante y SEQ ID NO 8 (CM3)
sintético (véase también el ejemplo 8).

representa, a modo de ejemplo, un vector utilizado para la expresion génica transitoria y estable. El
vector consta de dos unidades de transcripcion separadas, una para el gen de interés (GOI) y otra
para la fusion del gen suicida timidin-quinasa de HSV y el gen de resistencia blasticidina. Para la
primera unidad de transcripcion se utilizé el promotor de la ubicuitina humana B y para la segunda
unidad de transcripcién se utilizé el promotor de la ferritina humana (véase también el ejemplo 9).

Figuras 11, 12: ilustran la caracterizacion de células utilizadas para las microcapsulas esféricas de la invencion,

después de inmortalizar previamente las células. Como puede verse en la figura 11, las células
inmortalizadas son aun capaces de diferenciarse en adipocitos, osteocitos y condrocitos como sus
equivalentes no inmortalizadas (véase la figura 11). Las células inmortalizadas tienen una
morfologia fibroblastica y son mas homogéneas en lo que se refiere al tamafio y la granularidad
que las MSC mortales, segun se comprobé por citometria de flujo, por ejemplo empleando
marcadores de epitopo CD 44 y CD166 que son caracteristicos de las células primarias aqui
utilizadas. Las células inmortalizadas expresan los mismos marcadores CD que sus equivalentes
no inmortalizadas (véase la figura 12).

Figuras 13, 14, 15: muestran un analisis Western-Blot de la secrecién de GLP-1 con distintos tipos de células

(células hTERT-MSC: figura 13; células AtT20: figura 14; o células HEK293: figura 15) y el numero
de clon. Los resultados muestran que los constructos de péptido GLP-1/C-terminal son secretados
por las lineas celulares transfectadas, es decir que la proteina tiene el peso molecular esperado.
Adicionalmente, se enlaza a un anticuerpo anti-GLP-1 que se enlaza al extremo N-terminal de
GLP-1 (7-37).
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Figura 16:

Figura 17:

Figura 18:

Figura 19:

Figura 20:
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Figura 13A: secrecion de GLP-1 de lineas celulares hTERT-MSC (1: 100 ng de GLP-17.37 sintético
disuelto en sobrenadante de células hTERT-MSC sometidas a transfeccion simulada, 2:
sobrenadante de células hTERT-MSC que secretan GLPM (clon 79TM217/13), M: marcador de
proteinas pretefiido [kDa])

Figura 13B: secrecion de GLP-1 de lineas celulares hTERT-MSC (M: marcador de proteinas
preteiido [kDa], 1: 100 ng de GLP17.37 sintético disueltos en medio hTERT-MSC, 2: sobrenadante
de células hTERT-MSC que secretan GLP®™'®® analogo (clon 78 TM216/2), 3: sobrenadante de
células hTERT-MSC que secretan GLP®™" (clon 79TM217/13))

Figura 14: GLP1 secretado de lineas celulares AtT20 (1: sobrenadante de células AtT20 que
secretan GLPM!(G®) analogo (clon 80-A-216/1), 2: sobrenadante de células AtT20 que secretan
GLP®™ de tipo salvaje (clon 81-A-217/3))

Figura 15: GLP1 secretado de células HEK293 transfectadas de forma transitoria (1: sobrenadante
de células HEK293 transfectadas de forma transitoria con un constructo de estromelisina-GLP17.37
(#103), 2: sobrenadante de células HEK293 transfectadas de forma transitoria con un constructo
de estromelisina-GLP17.37-IP2 prolongado con 11 AA (#317), 3: sobrenadante de células HEK293
transfectadas de forma transitoria con un constructo de estromelisina-GLP1°M" (#217), 4:
sobrenadante de células HEK293 transfectadas de forma transitoria con un constructo de
estromelisina-GLP17.37-IP2 (4x) (#159))

muestra una inmunoprecipitacion de péptidos GLP1M. La inmunoprecipitacion de péptido GLPM

de sobrenadante de cultivo celular empleando un anticuerpo de captura anti-GLP1 HYB 147-12 6
HYB 147-12 (Antibodyshop) tiene como resultado una acumulacién del péptido GLPM y una
eliminacion de proteinas causantes de una contaminacion cruzada. 1: sobrenadante de células
hTERT-MSC que secretan GLP™M (clon 79TM217/13), 2: inmunoprecipitacion con proteina G pero
sin anticuerpo GLP1, 3: inmunoprecipitacion con proteina G y anticuerpo GLP1 sc- 7782 (Santa
Cruz), 4: inmunoprecipitacion con proteina G y anticuerpo GLP1 sc-26637 (Santa Cruz), 5:
inmunoprecipitacion con proteina G y anticuerpo GLP1 HYB147-12 (Antibodyshop), 6:
inmunoprecipitacion con proteina G y anticuerpo GLP1 HYB147-08 (Antibodyshop), 7: 10 ng de
GLP1737 sintético, 8: 31 ng de GLP1737 sintético, 9: 100 ng de GLP1737 sintético, la
inmunoprecipitacion con los anticuerpos GLP1 HYB147-08 y HYB147-12 tiene como resultado una
acumulacion del péptido GLP™', eliminando asi las proteinas que causan una contaminacion
cruzada del sobrenadante (véase banda 1 tincion de Coomassie).

ilustra una prueba animal con microcapsulas esféricas de la invencion (CellBeads) en ratones
db/db. ElI modelo de raton utilizado fue el ratén con diabetes tipo Il C57/Ks-RJ db/db (mutacion
recesiva en el receptor de leptina) con CellBeads que secretaban GLP/CM1 murino (SEQ ID NO 6)
implantadas. La linea celular que secretaba GLP era AtT20. El GLP activo se midi6 en el suero de
los ratones diabéticos el dia 2 y el dia 22 después del implante de las microcapsulas esféricas de
la invencién (CellBeads) empleando el ELISA de GLP-1 (activo) (#EGLP-35K, Biotrend): Las
columnas representan:

animal 7-10: ratones db/db, tratados con implantes de CellBead que secretan GLP1CM1,

animal 13, 15: ratones db/db, tratados con un implante de CellBead (sin secreciéon de GLP1),
animal db/-: ratones control no diabéticos, sin tratar.

muestra niveles de glucemia en ayunas en ratones diabéticos C57/Ks-RJ db/db (db/db n = 3), un
comparfero de camada heterocigético no diabético (db/- n = 1) y ratones diabéticos C57/Ks-RJ
db/db tratados con microcapsulas esféricas de la invencion (CellBeads de GLP-1) que secretaban
GLPCMI(G8) (SEQ ID NO 6 pero sin segundo residuo G) (n = 3) o GLPCM1 (SEQ ID NO 6) (n =
3), medidos 2, 9 y 22 dias después del implante.

representa niveles de glucemia en ayunas en ratones diabéticos C57/Ks-RJ db/db (db/db n = 3), un
compariero de camada heterocigético no diabético (dab/- n = 1) y ratones diabéticos C57/Ks- RJ
db/db tratados con microcapsulas esféricas de la invencion (CellBeads) que secretaban GLPEMI@®)
implantadas en la almohadilla grasa del cuello (n = 2) o en musculo (n = 2), medidos 2, 9 y 22 dias
después del implante.

ilustra PTGIP (pruebas de tolerancia a la glucosa i.p.). Unos ratones que habian ayunado a lo largo
de la noche recibieron una inyeccion i.p. de una solucién de glucosa al 20% (1 mg de glucosa por
gramo de peso corporal). La medicién de la glucemia se realizé antes de la inyecciéon y en las 2 h
siguientes. La figura 20 muestra PTGIP para ratones diabéticos C57/Ks-RJ db/db (db/db n = 3) de
14 semanas de edad, un compariero de camada heterocigotico no diabético (db/- n = 1) y ratones
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diabéticos C57/Ks-RJ db/db tratados con microcapsulas esféricas de la invencion (CellBeads) que
secretaban GLPM'(¢® implantadas en la almohadilla grasa del cuello (n = 2) o muasculo (n = 2), 9
dias antes del implante.

En los ejemplos adjuntos se explica la invencion mas detalladamente. Sin embargo, no se pretende limitar
el alcance de la invencién al contenido de los ejemplos mostrados a continuacion.

Ejemplos
Ejemplo 1: Creacion de constructos genéticos

La secuencia codificante para ADNc de GLP-1(7-37) se sintetizd sintéticamente, en una secuencia que
incluia sitios Hincll y EcoRI como se indica en la figura 1a. Por separado se sintetizdé el ADNc mostrado en la figura
1b, incluyendo las secuencias codificantes para GLP-1(7-37), IP2 y sitios de restriccion para Sfol, EcoRI y Xbal
como se muestra en la figura 1b. Para dirigir el GLP-1 a la via secretora se empled la secuencia seial heteréloga de
estromelisina 3 (n° de acc. NM_005940). Con este fin, la secuencia lider y sefial de la estromelisina que codificaba el
ADNc se amplificé por PCR de transcriptasa inversa a partir de ARN humano y se utilizd con el constructo de las
figuras 1a 6 1b para formar el constructo mostrado en las figuras 1c y 1d respectivamente.

El fragmento Hincll/EcoRI del constructo de la figura 1a se clona en el sitio Sfol de la secuencia de la figura
1d para formar el constructo de la figura 1e. De forma similar, el fragmento EcoRI de la figura 1d se clona en el sitio
EcoRI de un plasmido de expresion eucariodtico para producir el constructo mostrado en la figura 1f. Para formar el
constructo mostrado en la figura 1g se clona el fragmento Hincll/Xbal del constructo mostrado en la figura 1b
repetidas veces en el sitio Sfol/Xbal del constructo mostrado en la figura 1d. La figura 1h muestra una secuencia
sintetizada de coddn optimizado, que codifica las secuencias lider y sefial de la estromelisina, interrumpida por una
secuencia intronica endégena acortada, fusionada con secuencias que codifican GLP-1(7-37), IP2 y GLP-2(1-35)
humano. La secuencia de ADN del constructo de la figura 1h es SEQ ID NO 16, mientras que SEQ ID NO 15
muestra también la secuencia del péptido traducido.

Las secuencias de las figuras 1i y 1j también son sintetizadas. Estas se utilizan a continuacién para formar
el constructo de la figura 1k, clonando el fragmento Nael/BssHIl de la figura 1j en la secuencia Nael/BssHII
linealizada de la figura 1h. La secuencia de ADN del constructo de la figura 1k es la SEQ ID NO 14, mientras que
SEQ ID NO 13 muestra también la secuencia del péptido traducido. El constructo de la figura 1 se forma mediante
digestion con BssHIl y una religadura de la secuencia de la figura 1h. La secuencia de ADN del constructo de la
figura 11 es SEQ ID NO 18, mientras que SEQ ID NO 17 muestra también la secuencia del péptido traducido. El
constructo de la figura 1m se forma clonando el fragmento Afel/BssHII de la secuencia de la figura 1i en la secuencia
Afel/BssHII linealizada de la figura 1h. La secuencia de ADN del constructo de la figura 1m es SEQ ID NO 20,
mientras que SEQ ID NO 19 muestra también la secuencia del péptido traducido.

Los constructos anteriores pueden ser obtenidos por el técnico en la materia empleando técnicas rutinarias.
Ejemplo 2: Transfeccién, seleccion clonal y expresion de GLP-1 de células de mamifero

Procedencia de las células: HEK293 (linea celular de rifion embrionario humano, #ACC 305, coleccién de
cultivos celulares DSMZ, Alemania), AtT20 (linea celular de tumor hipofisario de ratén LAF1, #87021902, coleccion
europea de cultivos celulares, RU), las células hTERT-MSC han sido generadas por el Prof. Kassem, Hospital
Universitario de Odense, Dinamarca.

Para la transfeccion de 10° células se utilizaron 0,5-2 pg de ADN plasmidico con distintos constructos de
GLP-1. Los constructos se generaron tal y como se describe en el Ejemplo 1. Las células HEK293 se transfectaron
por el método de coprecipitacion de fosfato calcico estandar, tal y como se describe en Current Protocols in
Molecular Biology (Ausubel y col. 1994 y sigs., Harvard Medical School Vol. 2, unidad 9.1). Las células AtT20 se
transfectaron empleando FuGene (Roche) tal y como se describe en Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel
y col. 1994 y sigs., Harvard Medical School Vol. 2, unidad 9.4). La transfeccion de las células hTERT-MSC se realizé
utilizando la tecnologia Nucleofector (Amaxa), un método no virico basado en la combinacién de parametros
eléctricos y soluciones especificas del tipo de célula. Utilizando el dispositivo Nucleofector (programa C17) y la
solucion Nucleofector VPE-1001 se han alcanzado rendimientos de transfeccion >60%. 48 horas después de la
transfeccion se realizdé una seleccion de clones celulares con una integracién estable del ADN en el cromosoma
afnadiendo el agente selectivo blasticidina (2 pg/ml) al medio de cultivo. 12-15 dias después, los clones celulares
transfectados estables pudieron aislarse y expandirse para la caracterizacion.

La expresion transitoria de distintos constructos de GLP-1 se midi6 en células HTERT-MSC y HEK293.
Mientras que los constructos de GLP-1 monoméricos #103 y #317 (que tienen sdélo una copia de GLP-1(7-37))
presentan soélo un nivel minimo de GLP-1 activo, en el constructo de GLP-1 dimérico #217 (que tiene GLP-1(7-37)
como componente (I) y como componente (Ill)) se observa una enorme ganancia en expresion, tanto en células
hTERT-MSC como en células HEK293. Los resultados estan resumidos en la figura 2. Una elongacion del
constructo para obtener el constructo de GLP-1 #159 (que tiene cuatro copias de IP2 como componente (Il)) no
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conduce a un aumento adicional significativo (no mostrado). Después de una transfeccion de células hTERT-MSC
con distintos constructos, se seleccionaron clones que expresaban GLP-1 de forma estable. Los niveles de
expresion se muestran en la Tabla 1.

Tabla1
GLP activo por 10° células y hora
constructo clon celular
[pmoles]
#103 GLP1(7.37) 49TM113/13 0,4
#317 GLP1(7.37-1P2-11aa 71TM169/1 0,6
#217 GLP1(7.37-1P2-GLP 737 79TM217/13 27
Ejemplo 3: Analisis Western-Blot de péptidos GLP-1 secretados de células de mamifero

El sobrenadante de un cultivo celular de células que secretaban GLP-1 se separé mediante SDS-PAGE
(electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico) con un gradiente del 10%-20% (120V, 90 minutos)
y se transfiri6 a una membrana de PVDF (membrana Immobilon-P 0,45 ym Millipore IPVH 00010) mediante una
transferencia semiseca (2,0 mA/cm2, 60 minutos). Después de fijacién con metanol y bloqueo (BSA al 3% (p:v),
Tween-20 al 0,1% (v:v) en TBS), la membrana se sometié a inmunotransferencia con 1 pyg/ml de anticuerpo anti’!
GLP-1 (HYB 147-12, Antibodyshop) a 4°C a lo largo de la noche. Después de lavado e incubacién con 0,02 ug/ml de
anticuerpo de deteccion (IgG antirratén, conjugada con HRP, Perkin EImer PC 2855-1197) a TA durante 4 horas, la
deteccién por quimioluminiscencia revela la localizacién de la proteina.

En la figura 3 se muestra el analisis Western-Blot (1: 100 ng de GLP-1(7-37) sintético disueltos en
sobrenadante de células hTERT-MSC sometidas a una transfeccion simulada, 2: sobrenadante de células hTERT-
MSC (clon 79TM217/13) que secretan GLP-1 dimérico del constructo #217, 3: sobrenadante de células AtT20 (clon
81-A-21713) que secretan GLP-1 dimérico del constructo #217; M: marcador de proteinas pretefiido [kDa]). Los
resultados muestran que los péptidos que contienen GLP-1(7-37) y un apéndice C-terminal (2 y 3 en la figura 3) son
secretados por las lineas celulares transfectadas y pueden detectarse utilizando un anticuerpo anti-GLP-1, que se
enlaza a los epitopos moleculares centrales de GLP-1 (7-37).

Ejemplo 4: Estabilidad en plasma in vitro de péptidos GLP-1 secretados de células humanas.

Se transfectaron células HEK293 y hTERT-MSC de forma transitoria con constructos que codificaban la
secuencia sefial de estromelisina heterdloga, ligada a variantes de GLP-1 que codifican los péptidos siguientes:

1: GLP-1(7-37)
2: GLP-1 (7-37)-1P2 prolongado con 11 AA
3: GLP1(7-37)-IP2-GLP1(7-37)

Se incubd sobrenadante de cultivo celular que contenia péptidos GLP-1 secretados de células o GLP-1(70
37) sintético (Bachem) con plasma humano enriquecido con linfocitos que contenia actividad de dipeptidilpeptidasa,
a 37°C y con CO; al 5%, durante 3 6 4 horas. El GLP-1 (7-37) sintético del sobrenadante de células sometidas a una
transfeccion simulada se utiliz6 como control positivo para la actividad de la DPP-IV, que segun se comprobé era
inhibida por la adicién de un inhibidor de DPP-IV (#DPP4, Biotrend). El GLP activo se midi6é utilizando ELISA de
GLP-1 (activo) (#EGLP-35K, Biotrend), utilizando un anticuerpo que se enlaza al epitopo N-terminal de GLP-1(7-37),
discriminando el péptido CLP-1(9-37) inactivo degradado por la DPP-IV.

Los resultados se muestran en las figuras 4 (células HEK293) y 5 (hnTERT-MSC). Las células HEK293 y
hTERT-MSC son ambas hospedadores eficaces para el constructo génico. La numeracion de los resultados para las
células transfectadas de los tipos 1 a 3 es como en el Ejemplo 3 (1: 100 ng de GLP-1(7-37) sintético disueltos en
sobrenadante de células hTERT-MSC sometidas a una transfeccion simulada, 2: sobrenadante de células hTERT-
MSC (clon 79TM217/13) que secretan GLP-1 dimérico del constructo #217, 3: sobrenadante de células AtT20 (clon
81-A-217/3) que secretan GLP-1 dimérico del constructo #217). Mientras que el constructo 1 produce GLP-1 de tipo
salvaje que es inactivado por la DPP-IV de un modo similar al GLP-1 sintético, las formas de GLP-1 con una
elongacion C-terminal (2 y 3 en la figura 4, 3 en la figura 5) son mas resistentes a la degradacién y conservan como
minimo un 40% de la actividad. Los péptidos GLP-1 prolongados en el término C estan considerablemente
estabilizados en plasma humano in vitro. El péptido con la secuencia de GLP-1 dimérico (3) esta casi
completamente estabilizado con respecto a la degradacién por DPP-1V in vitro.

Ejemplo 5: Anélisis Western-Blot de péptidos GLP-1
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Se produjeron sintéticamente diversos péptidos GLP-1 mediante fase sélida (syn) o de forma recombinante
empleando E.coli (rec). Se separaron los péptidos GLP-1 (31 ng de SEQ ID NO 1y 10 ng en cada caso de SEQ ID
NO 6, SEQ ID NO 7 y SEQ ID NO 8) mediante SDS-PAGE con un gradiente del 10%-20% (120V, 90 minutos) y se
transfirieron a una membrana de PVDF (membrana Immobilon-P 0,45 um Millipore IPVH 00010) mediante
transferencia semiseca (2,0 mA/cm?, 60 minutos). Después de fijacion con metanol y bloqueo (BSA al 3% (p:v),
Tween-20 al 0,1% (v:v) en TBS), la membrana se sometié a inmunotransferencia con 1 pug/ml de anticuerpo anti’
GLP-1 (HYB 147-12, Antibodyshop) a 4°C a lo largo de la noche. Después de lavado e incubacion con 0,02 pg/ml de
anticuerpo de deteccion (IgG antirraton, conjugada con HRP, Perkin Elmer PC 2855-1197) a TA durante 4 horas, la
deteccién por quimioluminiscencia revela la localizacion de la proteina. La figura 6 muestra el Western-Blot para los
péptidos indicados. Pueden proporcionarse los siguientes valores: SEQ ID NO 1 (ID1syn) corresponde a GLP-1(7(]
37), 31 aa, 3,3 kD; SEQ ID NO 8 (ID8 syn, CM3) corresponde a GLP-1(7-37)-IP2, 46 aa, 5,1 kD; SEQ ID NO 7
(ID7rec, CM2) corresponde a GLP-1(7-37)-IP2-RR-GLP2, 83 aa, 9,4 kD; SEQ ID NO 6 (ID6syn, CM1) corresponde a
GLP-1(7-37)-IP2-RR-GLP1(7-37), 79 aa, 8,7 kD.

Ejemplo 6: Estabilidad en plasma humano in vitro de péptidos GLP-1M

Se incubaron péptidos GLP-1 sintéticos (SEQ ID NO 1syn, SEQ ID NO 6syn, SEQ ID NO 71, SEQ ID NO
8syn) en concentraciones de 20 ng/ml con plasma humano a 37°C y CO; al 5% durante 3 horas. La actividad de
dipeptidilpeptidasa del plasma se inhibié mediante un inhibidor de DPP-IV (#DPP4, Biotrend). El GLP activo se midio
empleando el ELISA de GLP-1 (activo) (#EGLP-35K, Biotrend).

A diferencia del GLP-1(7.37y nativo (SEQ ID NO 1), los péptidos GLP-1 con una elongacién C-terminal SEQ
ID NO 6, SEQ ID NO 7 y SEQ ID NO 8 estan considerablemente estabilizados en plasma humano in vitro (figura 7).
Como control (en la parte derecha) se muestran los resultados obtenidos en experimentos con adicién de inhibidor
de DPP-IV. En estos experimentos de control se mantiene por completo la actividad de GLP-1.

Ejemplo 7: Bioensayo in vitro
Produccién de AMP ciclico

Se cultivaron células RIN-5F (tumor de células de los islotes de rata; n°® ECACC 95090402) en placas de 24
pocillos durante 4 dias, alcanzando un 70% de confluencia. Las células se lavaron dos veces con DMEM (E15-009,
PAA) antes de afiadir 0,5 ml de DMEM (E15-009, PAA) complementado con HSA al 1% (Aventis), IBMX 0,2 mM
(858455, Sigma) y los péptidos del ensayo. Después de 20 minutos de incubacion a 25°C, las células se lavaron dos
veces con PBS enfriado en hielo. Se extrajo el AMPc celular mediante la adicion de HCI 0,1N que contenia Triton X[
100 al 0,5%. Se cuantifico el AMP ciclico mediante el EIA (cat. DE0355, R&D) de AMPc (bajo pH). Para la
estirr}iulacién se utilizaron las SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 6gyn, SEQ ID NO 6rec, SEQ ID NO 71ec y SEQ ID NO 8gyn @
310" M.

Los resultados se muestran en la figura 8. El 100% de la produccion de AMPc corresponde a la produccion
basal en ausencia de GLP-1. El GLP-1 se enlaza a los receptores acoplados a la proteina G y estimula la produccion
de AMPc. Todas las moléculas ensayadas aumentan la produccion de AMPc celular.

Ejemplo 8: Bioactividad in vivo

Se trataron ratones de 11 semanas de edad con diabetes tipo Il (C57BL/Ks-Lepr®®®, Harlan) con 5 pg de
péptido mediante inyecciéon subcutanea dos veces al dia a las 9 a.m. y las 5 p.m. (n = 5 por grupo). La glucemia se
midié antes (dia 0) y después del tratamiento con péptidos GLP™M (dia 2, 4, 7, 10) a las 10 a.m. después de un
periodo de ayuno durante la noche. Los datos se presentaron en relacién con los niveles de glucemia medidos el dia
0.

Todos los péptidos GLP-1 ensayados (SEQ ID NO 6 (sintético o recombinante) y SEQ ID NO 7 (sintético o
recombinante)) tienen un efecto antihiperglucémico. Los mejores resultados se obtuvieron con la SEQ ID NO 6
(CM1) recombinante y la SEQ ID NO 8 (CM3) sintético. En la figura 9 (eje Y) se muestra el efecto relativo del
tratamiento. La glucemia del dia = 0 se estableci6 como 1. Los animales no tratados experimentan un aumento
continuo del nivel de glucemia con el paso del tiempo, mientras que los animales tratados con los péptidos GLP-1 tal
y como se definen en la presente memoria muestran, grosso modo, una disminucién continua del nivel de glucemia
con el paso del tiempo.

Ejemplo 9: Creacién de un plasmido

El vector para la expresion génica transitoria y estable consta de dos unidades de transcripcion separadas,
una para el gen de interés (GOI) y otra para la fusion del gen suicida timidinaquinasa de HSV y el gen de resistencia
blasticidina. Para la primera unidad de transcripcion se utilizd el promotor de la ubicuitina humana B y para la
segunda unidad de transcripcion se utilizé el promotor de la ferritina humana. El plasmido esta basado en pCM4
plasmidico, con 7.919 pares de bases, mostrado esquematicamente en la figura 10.

Como se muestra en la figura 10, la unidad de transcripcion 1 comprende los siguientes componentes:
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CMVenh: potenciador precoz inmediato citomegalovirus humano.
ubiB human: promotor de la ubicuitina B.
Stro-GLP: gen de fusion, que codifica para la secuencia peptidica sefial y la secuencia lider de

estromelisina y constructos de GLPI.
ori pMBI: origen minimo de replicacién de E.coli.
Hygro: gen de resistencia a la higromicina B.

Unidad de transcripcion 2:

SV 40 enh: potenciador de SV40.
FerH: promotor de la ferritina humana H combinado con 5’'UTR del gen EFI murino.
Tk-bla: gen de fusion que codifica para el gen de resistencia a la la blasticidina y la

timidinaquinasa del virus de herpes simple tipo 1.

Para la expresion transitoria se empled el plasmido circular. Para la seleccion de clones celulares de
expresion estable se linealizd el plasmido y se eliminaron las secuencias bacterianas (origen pMB1 y gen de
higromicina).

Ejemplo 10: Produccién de linea de células madre mesenquimales

La linea de células madre mesenquimales fue generada por el Prof. Kassem, Hospital Universitario de
Odense, Dinamarca (publicado en Simonsen y col., 2002, Nature Biotechnology 20m, 592-596) de acuerdo con los
criterios siguientes:

Origen: La linea celular de produccién consiste en células madre mesenquimales (MSC) aisladas de aspirados de
médula dsea de un donante varén sano (33 afios de edad).

Inmortalizacion: Las células se inmortalizaron mediante una introduccion de la secuencia codificante de la
telomerasa transcriptasa inversa. Se realizé una transduccién retrovirica mediante encapsidacion del vector
retrovirico GCsam en el que la expresion del transgen esta conducida por la repeticion terminal larga del virus de la
leucemia murina de Moloney en PG13. La transduccién se realiz6 el dia 9 (PDL 12) de cultivo. La linea celular se
cultivé hasta el nivel de duplicacién de poblacién (PDL) de 260.

El locus de insercion se ensayé mediante hibridacion in situ con fluorescencia y Southern-Blot. Sélo hay un
locus de insercion de hTERT ecotépica en el cromosoma 5 (5923-31). Los analisis se realizaron en PDL 186. Un
bandeo de Giemsa y una hibridacion gendémica comparativa revelaron que hMSC-TERT no habia desarrollado
ninguna anomalia cromosémica numérica o estructural en PDL 96 y conservaba un cariotipo masculino diploide
normal. La tumorigenicidad se ensay6 en ratones inmunodeficientes después de un implante subcutdneo durante
seis meses y se hallé negativa para PDL 80.

Analisis por citometria de flujo (FACS): Se cultivaron células en un medio de crecimiento estandar hasta el 80%
de confluencia. Las células se tripsinizaron y se ensayaron en cuanto a tamafo y granularidad mediante un
citdbmetro de flujo FACScan (Becton-Dickinson). Para los estudios de marcador de superficie se tifieron células con
anticuerpos directamente conjugados en un tinte fluorescente (anticuerpo monoclonal de raton anti CD44 humano
conjugado con FITC, #CBL154F, Cymbus Biotechnology; anticuerpo monoclonal de raton anti CD166 humano
conjugado con ficoeritrina, #559263, BD Pharmigen) durante 30 minutos en hielo. Las muestras se lavaron y se
fijaron con un 1% de paraformaldehido bajo analisis con FACScan (Becton-Dickinson).

Caracterizacion: Las células inmortalizadas son aun capaces de diferenciarse en adipocitos, osteocitos y condrocitos
como sus equivalentes no inmortalizadas (véase la figura 11). Las células inmortalizadas tienen una morfologia
fibroblastica y son mas homogéneas en lo que se refiere al tamafo y la granularidad que las MSC mortales segun se
comprobd por citometria de flujo, por ejemplo empleando marcadores de epitopo CD 44 y CD166 que son
caracteristicos de las células primarias aqui utilizadas. Las células inmortalizadas expresan los mismos marcadores
CD que sus equivalentes no inmortalizadas (véase la figura 12).

Cultivo: Medio que contiene suero:
MEM Earle al 7%
FCS al 10%

L-glutamina 2 mM
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piruvato de sodio 1 mM

100 U/ml penicilina

0,1 mg/ml estreptomicina

La duplicacion de poblacién se produce entre 26 y 30 horas.

Transfeccion y seleccidn de clones: Para la transfeccion de 10° células se utilizaron 0,5-2 pg de ADN plasmidico con
distintos constructos de GLP-1. Las células HEK293 se transfectaron por el método de coprecipitacion de fosfato
célcico estandar. Las células AtT20 se transfectaron empleando FuGene (Roche).

La transfeccion de las células hTERT-MSC se realizé utilizando la tecnologia Nucleofector (amaxa), un
método no virico basado en la combinaciéon de parametros eléctricos y soluciones especificas del tipo de célula.
Utilizando el dispositivo Nucleofector (programa C17) y la solucion Nucleofector VPE-1001 se alcanzaron
rendimientos de transfeccion >60%.

48 horas después de la transfeccion se realizé una seleccién de clones celulares con una integracién
estable del ADN en el cromosoma afiadiendo el agente selectivo blasticidina (2 pg/ml) al medio de cultivo. 12-15
dias después, los clones celulares transfectados estables pudieron aislarse y expandirse para la caracterizacion.

Expresion: La expresion transitoria de distintos constructos de GLP se midi6é en células hTERT-MSC y HEK293. En
los constructos de GLP1 monoméricos #103 (Stro-GLP1(7.37)) y #317 (Stro-GLP17.37)-IP2-prolongado con 11 aa) se
observa un nivel de GLP-1 activo y en el constructo de GLP1 dimérico #217 (Stro-GLP17.37)-IP2-GLP17.37)) se
observa una enorme ganancia en expresion, tanto en células hTERT-MSC como en células HEK293. Una
elongacion del constructo #317 para obtener el constructo de GLP1 tetramérico #159 (Stro-GLP1(7.37)IP2(4x)-11 aa)
tiene como resultado una actividad similar (véase también mas arriba la figura 2). Después de transfeccion de
células hTERT-MSC con distintos constructos, se seleccionaron los clones que expresaban GLP1 de forma estable
(véanse mas arriba las figuras 4 y 5, ejemplo 4).

Ejemplo 11: Encapsulacion

Las células cultivadas a encapsular se lavaron con PBS (PAA, Austria) y se separaron utilizando
tripsina/EDTA (PAA, Austria). Se detuvo la reaccion rapidamente empleando medio (en funcion del tipo de célula,
por ejemplo RPMI, PAA, Austria) y se centrifugd la suspension celular (8 minutos a 1.200 rpm). Se resuspendio la
pella en PBS y se determind el recuento celular. Se centrifugd de nuevo (8 minutos a 1.200 rpm) la cantidad
deseada de 1,4-10" células. A continuacion se elimind completamente el PBS mediante aspiracién y se
resuspendieron 60 pl de pella sin burbujas de aire en 80 pl de PBS. Esta suspension celular se absorbié en 560 pl
de una solucion de alginato de potasio al 0,8% (p/v) (se utilizé un alginato con una viscosidad de aproximadamente
40 mPa-s de una solucién acuosa al 0,1% (p/v) a temperatura ambiente).

Para mezclar con la solucién de alginato las células resuspendidas, la solucion se aspird en una jeringa de
1 ml con canulas y se mezclé homogéneamente con las células bombeando con la jeringa lentamente repetidas
veces. Resulté una concentracion celular de 2-107 células/ml. Correspondientemente, puede obtenerse una cantidad
de 2107 células/ml.

Para producir las microcapsulas con un diametro de aproximadamente 400 um, se utilizé una canula con un
diametro interior de 400 um para el canal interior de una boquilla pulverizadora de tres canales cargada con aire. La
canula se fijo en una boquilla exterior con un diametro interior de 700 ym. Sobre las dos canulas interiores se
enroscoé un anillo de aire con una abertura de 1,5 mm. El dispositivo es una version adaptada del dispositivo descrito
en el documento WO 00/09566. Se hizo pasar la mezcla homogénea de células/solucién de alginato a través de la
boquilla pulverizadora descrita. Con este fin, la jeringa de 1 ml que contenia la mezcla se colocé en el canal interior
por medio de un conector luer. Se presiond la mezcla de células/solucién de alginato a través del canal interior a una
velocidad de 300 pl/min. El flujo de aire se condujo a través del anillo de aire exterior a una velocidad de 2,5 I/min.
Las microcapsulas resultantes precipitaron en un bafio de precipitacion que contenia bario (BaCl 20 mM, L-histidina
5 mM, NaCl 124 mM, pH 7,0 £ 0,1, 290 mOsmol * 3), que estaba dispuesto a una distancia de aproximadamente 10
cm bajo la boquilla pulverizadora. Después de un tiempo de permanencia de 5 minutos en el bafio de precipitacion
con contenido en bario, las microcapsulas se lavaron cinco veces con 20 ml de PBS en cada caso.

500 pl de las microcépsulas monocapa se absorbieron en 500 pl de una solucion de alginato al 0,8% (p/v)
igual que la arriba empleada para el nucleo y se mezclaron homogéneamente. Esta suspension se aspird en una
jeringa de 1 ml, se conectd por medio de un conector luer al canal interior (diametro interior: 400 pm) de la boquilla
pulverizadora y se presiond a través del mismo a una velocidad de 50 pl/min. Al segundo canal interior (diametro
interior: 700 ym) se le conectd, mediante un conector luer, una jeringa de 5 ml con una soluciéon de alginato al 0,8%,
que se presiono a través de este canal a una velocidad de 250 pl/min. El flujo de aire se condujo a través del anillo
de aire exterior a una velocidad de 2,9 I/min. Las microcapsulas resultantes se precipitaron en un bafo de
precipitacion que contenia bario (BaCl 20 mM, L-histidina 5 mM, NaCl 124 mM, pH 7,0 £ 0,1, 290 mOsmol * 3), que
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estaba dispuesto a una distancia de aproximadamente 10 cm bajo la boquilla pulverizadora. Después de un tiempo
de permanencia de 5 minutos en el bafio de precipitacidon con contenido en bario, las microcapsulas se lavaron
cuatro veces con 20 ml de PBS en cada caso y una vez con medio. Mediante este proceso se produjeron
microcapsulas de dos capas con un diametro total de aproximadamente 600 ym + 100 ym (incluyendo la capa de
alginato), siendo el diametro del nucleo interior, que contiene células, de 380 ym + 20 uym. La concentracién de
células en el nucleo es de aproximadamente 2-3-10 células/ml de alginato. El resultado son microcapsulas esféricas
de la invencion (CellBeads) que presentan un volumen de perla de 0,065 - 0,180 pl y un contenido de
aproximadamente 1.000 células por perla. Una CellBead con células que secretan GLP-1 produce una media de 5
fmoles de GLP activo por hora.

Después del encapsulado, las microcapsulas esféricas de la invencién (CellBeads) pueden cultivarse en un
medio de cultivo (LP0O2 con Lipumin al 10%) libre de suero de ternera fetal (FCS), producido segun las directrices
GMP durante como minimo seis dias sin ninguna disminucién de viabilidad.

Para el implante en tejido adiposo, las células hTERT-MSC encapsuladas se diferenciaron en adipocitos
(véase el ejemplo 12).

Ejemplo 12: Diferenciacion en adipocitos (perla)

La diferenciacidon de células madre mesenquimales en adipocitos mediante medios basados en MEM que
incluyen insulina, dexametasona e isobutilxantina ha sido descrita por Gimble y col. (1995, J.Cell Biochem. 58, 3931
402) y Simonsen y col. (ob.cit.). En estos experimentos, el proceso de diferenciacion en adipocitos se realiza en
medios de cultivo libres de componentes animales. El proceso de diferenciacién tarda dos semanas y produce >
90% de adipocitos. Los componentes empleados normalmente para medios de cultivo libres de componentes
animales son los siguientes: DMEM/HAM’s F12, HEPES, hidrocortisona, insulina, triyodotironina biotina, acido DL[]
pantoténico hemicalcico, troglitazona, acido octanoico (AO), dexametasona, una mezcla de lipidos libre de
componentes animales, isobutilmetilxantinina.

La acumulacion de triglicéridos intracelulares, que es un marcador de la diferenciacion en adipocitos
(Greenberger JS., Corticosteroid-dependent differentiation of human marrow preadipocytes in vitro, In vitro. 1979
Oct, 15(10):823-8), puede monitorizarse mediante el tinte AdipoRed, que es una solucién del tinte hidréfilo Nile Red
(Greenspan P, Mayer EP, Fowler SD. Nile red: a selective fluorescent stain for intracellular lipid droplets, J Cell Biol.
1985 Mar, 100(3):965-73). La monitorizacion se llevé a cabo segun el manual de instrucciones AdipoRed Assay
Reagent (#PT-7009, Cambrex).

La glicerol-3-fosfato-deshidrogenasa (GPDH) se expresa altamente en adipocitos maduros (Sottile V,
Seuwen K. A high-capacity screen for adipogenic differentiation, Anal. Biochem. 2001 Jun 1; 293(1):124-8). Se midi6
la actividad de esta enzima para evaluar la diferenciacién adipogénica de las células segun el manual de
instrucciones del kit de ensayo de actividad de la glicerol-3-fosfato- deshidrogenasa (GPDH) (#¥MK426, Takara).

La FABP4 / aP2 es una proteina de enlace lipidico intracelular que se expresa especificamente en
adipocitos maduros (Graves RA, Tontonoz P, Platt KA, Ross SR, Spiegelman BM, Identification of a fat cell enhancer
analysis of requirements for adipose tissue-specific gene expression. J Cell Biochem. 1992 Jul, 49(3):219-24). Por
tanto, las células positivas para FABP4 pueden clasificarse como adipocitos maduros. Después de fijacion con
metanol y bloqueo, se realizé una inmunotincion con anticuerpo policlonal anti-FABP4 de conejo (#10004944, IBL
Hamburg) e IgG anticonejo conjugada con Cy-3 (#111-166-066 Dianova). La viabilidad de los adipocitos
diferenciados es similar a la de las células no diferenciadas. Sin embargo, la proliferacién que se observa en cultivos
de las microcapsulas esféricas de la invencién (CellBeads) no diferenciados no tiene lugar en cultivos de las
microcapsulas esféricas de la invencion (CellBeads) diferenciados.

Ejemplo 13: Andlisis Western-Blot de GLP-1

Se cultivan en un medio (véase mas arriba) los adipocitos transfectados diferenciados encapsulados u otros
tipos de células. El sobrenadante del cultivo celular se separé6 mediante SDS-PAGE con un gradiente del 10%-20%
(120 V, 90 minutos) y se transfiri6 a una membrana de PVDF (membrana Immobilon-P 0,45 um Millipore IPVH
00010) mediante transferencia semiseca (2,0 mA/cm?, 60 minutos). Después de fijacion con metanol y bloqueo (BSA
al 3% (p/v), Tween-20 al 0,1% (v/v) en TBS), la membrana se sometié a inmunotransferencia con 1 pg/ml de
anticuerpo anti-GLPI (HYB 147-12, Antibodyshop) a 4°C a lo largo de la noche. Después de lavado e incubacién con
0,02 pg/ml de anticuerpo de deteccién (IgG antirraton, conjugada con HRP, Perkin Elmer PC 2855-1197) a
temperatura ambiente durante 4 horas, la deteccion por quimioluminiscencia revela la localizacion de la proteina.
Los resultados se muestran en las figuras 13, 14 y 15, que indican el tipo de células (células hTERT-MSC, AtT20 6
HEK293) y el numero de clon. Los resultados demuestran que los constructos de péptido GLP-1/C terminal se
secretan de las lineas celulares transfectadas, es decir que la proteina tiene el peso molecular esperado.
Adicionalmente, se enlaza a anticuerpo anti-GLP-1, que se enlaza al extremo N-terminal de GLP-1(7-37).
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Ejemplo 14: Inmunoprecipitacion de los péptidos

Para la inmunoprecipitacion de los péptidos GLP1M se preincub6 sobrenadante de cultivo a 4°C durante
una noche con proteina G-agarosa (20 ul de agarosa/ml de sobrenadante). La proteina enlazada de forma no
especifica se eliminé mediante filtrado a través de un filtro de 0,2 ym. Después de incubaciéon con 1 ug/ml de
anticuerpo de captura anti-GLP1 (HYB 147-12, Antibodyshop) durante 12 h a 4°C, se afiadi6é 1 pl/ml de proteina G[I
agarosa durante 2 h a TA. La precipitacion se realizé mediante centrifugacion seguida de repetidos pasos de lavado
con PBS. El inmunoprecipitado se hirvié en tampén de carga Lammli, se separ6 en un gel SDS PAGE 10%-20% y se
inmunotransfiri6 como ya se ha descrito.

La inmunoprecipitacion del péptido GLP°™" del sobrenadante de cultivo celular puede realizarse empleando
el anticuerpo de captura anti GLP1 HYB 147-12 6 HYB 147-12 (Antibodyshop), lo que tiene como resultado una
acumulacion del péptido GLP™M! y una eliminaciéon de proteinas causantes de la contaminaciéon cruzada. Los
resultados se muestran en las figuras 16 Ay B.

Ejemplo 15: Prueba animal
Ensayo de las microcapsulas esféricas de la invencién (CellBeads) en ratones db/db

El modelo de raton aqui utilizado fue el ratdon con diabetes tipo 1l C57/Ks-RJ db/db (mutacidon recesiva en el
receptor de leptina). Para las pruebas animales se implantaron microcapsulas esféricas de la invencion (CellBeads)
que secretaban GLP/CM1 murino (SEQ ID N°: 6) en ratones C57/KS-RJ db de 12 semanas de edad. La linea celular
que secretaba GLP era AtT20, una linea celular de tumor hipofisario murino transfectada tal y como se indica mas
arriba. Las microcapsulas esféricas de la invencion (CellBeads) se inyectaron a través de una aguja 19G. Se
ensayaron distintos sitios de implante (musculo, grasa) y volimenes de implante (10 ul, 100 pl). EI GLP activo se
midié en el suero de los ratones diabéticos el dia 2 y el dia 22 después del implante de las microcapsulas esféricas
de la invencion (CellBeads) empleando el ELISA de GLP-1 (activo) (#EGLP-35K, Biotrend). Como indicacién de la
eficacia, se midié el nivel de glucemia de los animales en ayunas y se realizaron PTGIP (pruebas de tolerancia a la
glucosa i.p.: inyeccion i.p. de glucosa en ratones que han ayunado a lo largo de la noche, seguida de una medicion
de la glucemia en las 2 h siguientes). En el suero de los animales trasplantados se hallé GLP-1 activo en una
concentracion media de 15 pM el dia 2 y 14 pM el dia 22 después del transplante de microcapsulas esféricas de la
invencion (CellBeads) que secretaban GLP1CM1 (n = 4) de tipo salvaje (véase la figura 17).

En los ratones diabéticos puede lograrse una normalizacién considerable de los niveles de glucosa en
ayunas mediante el implante de microcapsulas esféricas de la invencion (CellBeads) que secretan GLP1CM1 de tipo
salvaje (SEQ ID NO 6) o el GLP1CM1 analogo (G8) (SEQ ID NO 6 pero con el segundo residuo sustituido por G)
tanto en musculos (pata posterior) como en grasa (almohadilla grasa del cuello) (figuras 18 y 19). Los resultados de
las PTGIP (figura 20) confirmaron la eficacia en la metabolizacion de la glucosa por el hecho de que el nivel de
glucosa en el momento de la inyeccion (+-O) es aproximadamente igual al de los ratones normales (a diferencia de
los niveles elevados de los ratones diabéticos). También por el hecho de que, aunque el nivel aumenta mas en los
ratones tratados que en los ratones normales, este nivel vuelve con relativa rapidez al valor normal.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Biocompatibles UK Limited

<120> Microcapsulas esféricas que comprenden péptidos GLP-1, su produccién y su uso
<130> BI0O7P002WO

<140>

<141>

<160> 26

<170> Patentln version 3.3

<210> 1

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia: péptido sintético correspondiente a GLP-1(7-37)
<400> 1

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25 30

<210> 2
<211>15
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>

<223> Descripcion de la secuencia: secuencia de IP-2 completa con todos los 15 aminoacidos de la secuencia de
IP-2 presente en la naturaleza, humana;

<400> 2

Arg Arg Asp Phe Pro Glu Glu Val Ala Ile Val Glu Glu Leu Gly
1 5 10 15

<210> 3

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia: secuencia de |IP-2 completa con todos los 15 aminoacidos de la secuencia de

IP-2 presente en la naturaleza, murina;
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<400> 3

Arg Arg Asp Phe Pro Glu Glu Val Ala Ile Ala Glu Glu Leu Gly
1 5 10 15

<210> 4

<211>35

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia: isoforma murina de GLP-2

<400> 4

His Ala Asp Gly Ser Phe Ser Asp Glu Met Asn Thr Ile Leu Asp Asn
1 5 10 15

Leu Ala Ala Arg Asp Phe Ile Asn Trp Leu Ile Gln Thr Lys Ile Thr
20 25 30

Asp Arg Lys
35

<210>5

<211> 35

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia: isoforma humana de GLP-2

<400> 5

His Ala Asp Gly Ser Phe Ser Asp Glu Met Ser Thr Ile Leu Asp Asn
1 5 10 15

Leu Ala Thr Arg Asp Phe Ile Asn Trp Leu Ile Gln Thr Lys Ile Thr
20 25 30

Asp Lys Lys
35

<210>6
<211>79
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
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<223> Descripcion de la secuencia: SEQ ID No 6 (ID6syn, CM1) corresponde a GLP-1(7-37)-IP2-RR-GLP1(7-37),
79 aa, 8,7 kD

<400> 6

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15

Gln Ala Rla Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly ggg Gly Arg
20 25

Arg Asp Phe Pro Glu Glu Val Ala Ile Ala Glu Glu Leu Gly Arg Arg
35 40 45

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
50 55 60

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
65 70 75

<210>7
<211> 83
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Descripcion de la secuencia: SEQ ID No 7 (ID7rec, CM2) corresponde a GLP-1(7-37)-IP2-RR-GLP2, 83 aa,
9,4 kD

<400>7

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Arg
20 25 30

Arg Asp Phe Prec Glu Glu Val Ala Ile Ala Glu Glu Leu Gly Arg Arg
35 40 45

His Ala Asp Gly Ser Phe Ser Asp Glu Met Ser Thr Ile Leu Asp Asn

Leu Ala Thr Arg Asp Phe Ile Asn Trp Leu Ile Gln Thr Lys Ile Thr
65 70 75 80

Asp Lys Lys
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<210> 8

<211> 46

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia: SEQ ID NO 8 (ID8 syn, CM3) corresponde a GLP-1(7-37)-IP2, 46 aa, 5,1 kD;
<400> 8

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Arg

20 25 30

Arg Asp Phe Pro Glu Glu Val Ala Ile Ala Glu Glu Leu Gly
35 40 45

<210>9

<211>97

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia: artificial

<400>9
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Met Ala Pro

Pro Pro Met

Ala Leu Pro
35

Gln Pro Trp
50

Thr Gln Glu
65

Gly Val Pro

Arg

<210>10
<211>79
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

Ala

Leu

20

Pro

His

Ala

Asp

Ala

Leu

Asp

Ala

Pro

Pro
85

Trp

Leu

Val

Ala

Arg

70

Ser
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Leu

Leu

His

Leu

55

Pro

Asp

Arg

Leu

His

Pro

Ala

Gly

Ser

Gln

25

Leu

Ser

Ser

Leu

Ala

10

Pro

His

Ser

Ser

Ser
90

Ala

Pro

Ala

Pro

Leu

75

Ala

Ala

Pro

Glu

Ala

60

Arg

Arg

Arg

Leu

Arg

Pro

Pro

Asn

Ala

Leu

30

Arg

Ala

Pro

Arg

Leu

15

Ala

Gly

Pro

Arg

Gln
g5

Leu

Arg

Pro

Ala

Cys

80

Lys

<223> Descripcién de la secuencia: SEQ ID NO 10 (N-GLP-1(7-37)-IP2(humano)-RR-GLP-1(7-37)-C,
denominado CM1 humano)

<400> 10

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val

1

5

10

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu

20

25

Arg Asp Phe Pro Glu Glu Val Ala Ile Val
35

40

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val

50

55

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu

65

70

36

Ser

Val

Glu

Ser

Val
15

Ser

Lys

Glu

Ser
60

Lys

Tyr

Gly

Leu Glu

Arg Gly
30

Gly Arg

Leu Glu

Arg Gly

Gly

Arg

Arg

Gly

también
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<223> Descripcion de la secuencia: SEQ ID NO
denominado aqui CM2 humano)

<400> 11

His
1

Gln

Arg

His

Leu
65

Asp
<210>12
<211> 46
<212> PRT

Bla

Ala

Asp

Ala

50

Ala

Arg

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia: SEQ ID NO 12, GLP-1(7-37) ligado, sin ninguna secuencia conectora, a través

Glu

Ala

Phe

35

Asp

Ala

Lys

Gly Thr
5

Lys Glu

20

Pro Glu

Gly Ser

Arg Asp

de su término C a IP2 humano

<400> 12

Phe

Phe

Glu

Phe

Phe
70

Thr

Ile

Val

Ser

53

Ile

Ser

Ala

Ala

40

Asp

Asn

11 (N-GLP-1(7-37)-IP2(humano)-RR-GLP-2-C), también

Glu Met

Trp Leu

37

Ser

Val

Glu

Asn

Ile
75

Ser

Lys

Glu

Thr

60

Gln

Tyr

Gly

Leu

45

Ile

Thr

Leu

Arg

30

Gly

Leu

Lys

Glu Gly

15

Gly Arg

Arg Arg

Asp Asn

Ile Thr
80
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His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Arg
20 25 30

Arg Asp Phe Pro Glu Glu Val Ala Ile Val Glu Glu Leu Gly
40 45

<210>13
<211> 815
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Descripcion de la secuencia: (SEQ ID NO 13) representa la secuencia peptidica traducida del constructo
segun la figura 1k (SEQ ID NO 14)

<220>

<221> CDS
<222> (11)..(118)
<220>

<221> CDS
<222> (387)..(809)
<400> 13
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gatatccacc atg gcc ccc gocc gocc tgg ctg agg age gec gec gec agyg
Met Ala Pro Ala Ala Trp Leu Arg Ser Ala Ala Ala Arg

1

gcc ctg ctg cca
Ala Leu Leu Pro
15

ctg gecec cgg gce
Leu Ala Arg Ala
30

ccc
Pro

ctg
Leu

atg
Met

cece
Pro
35

5 10

ctg ctg ctg ctg ctg cag ccc cca cct ctg
Leu Leu Leu Leu Leu Gln Pro Pro Pro Leu
20 25

ccg gtgagtgecc gccactegee gtccgcetect
Pro

cgctgagggg gcgccgggca cgcgggetgg gcccagegge gtatccggac gccaagaaac

cagagagcca gccagatgcc aaagggccct gccatgtgcc ggtgcocccttt ccctcetccat

ttgccctgee acacagtggg ctggggttge acgtgtgttt gctgacagge cacatctcta

actgtgggce atgtggacct taggcctgac cagaccctca tgtcttccte cttcccag

gac gtg cac cac
Asp Val His His
40

gcc gcc ctg cca
Ala Ala Leu Pro
55

cce agg cct gecc
Pro Arg Pro Ala
70

cce tece gat gge
Pro Ser Asp Gly
85

ggc acc ttc acc
Gly Thr Phe Thr

aag gag ttc atc
Lys Glu Phe Ile
120

cct gag gag gtg
Pro Glu Glu Val
135

ggc acc ttc acc
Gly Thr Phe Thr
150

aag gag ttc atc
Lys Glu Phe Ile
165

<210> 14
<211> 815
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

ctg
Leu

agc
Ser

age
Ser

ctg
Leu

tece
Ser
105

gcc
Ala

gcc
Ala

tce
Ser

gcc
Ala

cac
His

agc
Ser

agce
Ser

age
Ser
20

gac
Asp

tgg
Trp

atc
Ile

gac
Asp

tgg
Trp
170

gcc gag agg cgc ggc cct cag ccc tgg cac
Ala Glu Arg Arg Gly Pro Gln Pro Trp His
45 50

cct gcc cct gocc cca gocc acc cag gag gcc
Pro Ala Pro Ala Pro Ala Thr Gln Glu Ala
60 65

ctg agg cca ccc agg tgc ggc gtg cct gat
Leu Arg Pro Pro Arg Cys Gly Val Pro Asp
75 80

gct cgg aat cgg cag aag agg cac gcc gag
Ala Arg Asn Arg Gln Lys Arg His Ala Glu
95 100

gtg agc agc tac ctg gag ggc cag gcc gcc
Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly Gln Ala Ala
110 115

ctg gtg aag ggc agg ggc cgc agg gac ttc
Leu Val Lys Gly Arg Gly Arg Arg Asp Phe
125 130

gtg gag gag ctg ggc cgg <¢ga cac gcc gag
Val Glu Glu Leu Gly Arg Arg His Ala Glu
140 145

gtg agc agc tac ctg gag ggc cag gcc gcc
Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly Gln Ala Ala
155 160

ctg gtg aag ggc agg ggc tga gcgcge
Leu Val Lys Gly Arg Gly
175

<223> Descripcion de la secuencia: secuencia de ADN del constructo segun la figura 1k

39

49

97

148

208

268

328

386

434

482

530

578

626

674

722

770

815



10

15

<400> 14

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223> Descripcion de la secuencia: secuencia de ADN y secuencia del péptido traducido segun el constructo de la

gatatccacc
acccatgctg
gagtgcccege
ccagcggegt

catgtgccgg

gtgtgtttgc
gaccctcatg
ctcagccctg
ccecccaggec
gcctgagege
gcagctacct
gccgcaggga
agggecacctt

tcgeectgget

15

834
ADN
Avrtificial

figura 1h

<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<400>

cDS
(11)..(118)

cDS
(387)..(821)
15

atggcccceyg
ctgctgctge
cactcgcegt
atccggacgce

tgeccectttee

tgacaggcca
tcttectect
gcacgccgcece
tgccagcage
tcggaatcgg
ggagggccag
cttcectgag

cacctcecgac

ggtgaagggc

ES 2363 810 T3

cegectgget
tgcagcccce
ccgctcecteg
caagaaacca

ctcteecattt

catctctaac
tceccaggacg
ctgccaagca
ctgaggccac
cagaagagygc
gccgccaagg
gaggtggcca
gtgagcagct

aggggctgag

gaggagcgec
acctctgctg
ctgagggggce
gagagccage

gccctgecac

tgtgggccat
tgcaccacct
gccectgccee
ccaggtgcgg
acgcecgaggg
agttcatcge
tcgtggagga
acctggaggg

cgege

40

gccgcecaggyg

gcccgggecce
gccgggeacg
cagatgccaa

acagtgggct

gtggacctta
gcacgccgag
tgccccagece
cgtgecctgat
caccttecacce
ctggctggtg
gctgggecgg

ccaggcegec

cecctgetgece
tgcccceggt
cgggctggge
agggccctge

ggggttgcac

ggcctgacca
aggcgcggcece
acccaggagg
ccctecgatg
tccgacgtga
aagggcaggg
cgacacgceg

aaggagttca

60
120
180
240

300

360
420
480
540
600
660
720
780

815
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gatatccacc atg gcc ccc goc gec tgg ctg agg agc gocc gec goc agg 49
Met Ala Pro Ala Ala Trp Leu Arg Ser Ala Ala Ala Arg
1 5 10
gecec ctg ctg cca ccc atg ctg ctg ctg ctg ctg cag ccc cca cct ctg 97
Ala Leu Leu Pro Pro Met Leu Leu Leu Leu Leu Gln Pro Pro Pro Leu
15 20 25
ctg gcc cgg goc ctg ccc ccg gtgagtgccce gocactogece gtcoceogectect 1448
Leu Ala Arg Ala Leu Pro Pro
30 35
cgctgagggg gcgccgggca cgcgggctgg gcocccagegge gtatccggac goccaagaaac 208
cagagagcca gccagatgec aaagggccct gcoccatgtgece ggtgececttt ccocctcoctocat 268

ttgcocctgeoc acacagtggg ctggggttge acgtgtgttt gectgacagge cacatctceta 328
actgtgggee atgtggaccet taggectgac cagaccctea tgtettecte ctteoccag 386

gac gtg cac cac ctg cac gcc gag agg cgc ggc <¢ct cag ccc tgg cac 434
Asp Val His His Leu His Ala Glu Arg Arg Gly Pro Gln Pro Trp His
40 45 50

gce gee ctg cca age age cct gee cet goc cca goc acc cag gag goco 482
Ala Ala Leu Pro Ser Ser Pro Ala Pro Ala Pro Ala Thr Gln Glu Ala
55 60 65

cecc agg cct goc age age ctg agg cca ccec agg tgoe gge gtg cct gat 530
Pro Arg Pro Ala Ser Ser Leu Arg Pro Pro Arg Cys Gly Val Pro Asp
70 75 g0

ccc tec gat ggc ctg agec goct cgg aat c©gg cag aag agg cac gocc gag 578
Pro Ser Asp Gly Leu Ser Ala Arg Asn Arg Gln Lys Arg His Ala Glu
85 90 95 100

ggc acc ttc acc tec gac gtg age agc tac ctg gag ggc cag goc gcc 626
Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly Gln Ala Ala
105 110 115

aag gag ttc atc gecc tgg ctg gtg aag ggc agg ggc cgc agg gac tte 674
Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly Arg Arg Asp Phe
120 125 130

cct gag gag gtg gcc atc gtg gag gag ctg ggc €gg cga cac gcc gac 722
Pro Glu Glu Val Ala Ile Val Glu Glu Leu Gly Arg Arg His Ala Asp
135 140 145

ggc agc ttc agc gac gag atg aac acc atc ctg gac aac ctg gce gcg 770
Gly Ser Phe Ser Asp Glu Met Asn Thr Ile Leu Asp Asn Leu Ala Ala
150 155 160

cge gac ttc atc aac tgg ctg atc cag acc aag atc acc gat cgg aag 818
Arg Asp Phe Ile Asn Trp Leu Ile Gln Thr Lys Ile Thr Asp Arg Lys
165 170 175 180

tga gcgecgetgat atc 834

<210> 16
<211> 834
<212> ADN
<213> Avrtificial

<220>
41
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<223> Descripcion de la secuencia: secuencia de ADN del constructo segun la figura 1h

<400> 16
gatatccacc atggcccccg ccgectgget gaggagegec gecgccaggg ccctgetgece 60
acccatgctg ctgctgectge tgcagccccc acctctgetg gcoccgggocc tgcccceggt 120
gagtgcccge cactcgecegt ccgctecteg ctgaggggge gcoccgggcacg cgggctggge 180
ccagcggcgt atccggacgc caagaaacca gagagccagc cagatgccaa agggccctgc 240
catgtgcegg tgcecctttee ctetccattt gecctgecac acagtggget ggggttgcac 300
gtgtgtttgc tgacaggecca catctctaac tgtgggeccat gtggacctta ggcctgacca 360
gaccctcatg tcttcctect tcccaggacyg tgcaccacct geacgecgag aggegeggec 420
ctcagccctg gcacgeegee ctgccaagca gooctgecec tgocccagec acccaggagg 480
cccccaggcc tgccagcagce ctgaggccac ccaggtgcgg cgtgectgat cectcocgatg 540
gcctgagege tcggaatcgg cagaagaggc acgccgaggg caccttcacc tccgacgtga 600
gcagctacct ggagggccag gccgccaagg agttcatcgc ctggectggtg aagggcaggg 660
gccgcaggga cttccctgag gaggtggcca tcgtggagga gctgggeccgg cgacacgccg 720
acggcagett cagcgacgag atgaacacca tcctggacaa cctggeccgeg cgegacttcea 780
tcaactggct gatccagacc aagatcaccg atcggaagtg agcgcgctga tatce 834

<210> 17

<211>780

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia: secuencia de ADN y secuencia peptidica traducida del constructo segun la
figura 11,

<220>

<221> CDS
<222> (11)..(118)
<220>

<221> CDS
<222> (387)..(776)
<400> 17

42
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gatatccacc atg gcc ccc gcc gocc tgg ctg agg agc gcc gcc gcc agg
Met Ala Pro Ala Ala Trp Leu Arg Ser Ala Ala Ala Arg
10

gce ctg ctg

1

cca

ccc

Ala Leu Leu Pro Pro

15

ctg gcc cgg gec ctg

Leu Ala Arg
30

Ala

Leu

5

atg ctg ctg ctg ctg ctg cag ccc cca cct ctg
Met Leu Leu Leu Leu Leu Gln

20

25

Pro Pro Pro Leu

cce ccg gtgagtgcce geccactcgec gtecgetect

Pro Pro
35

cgctgagggg gcgccgggca cgcgggcetgg gecccagegge

cagagagcca gccagatgcc aaagggccct geccatgtgee

ttgcectgee acacagtggg ctggggttge acgtgtgttt

actgtgggece

gac gtg cac
Asp Val His

gcc gcc ctg
Ala Ala Leu
55

ccc agg cct
Pro Arg Pro
70

ccc tcc gat
Pro Ser Asp
B85

ggc acc ttc
Gly Thr Phe

aag gag
Lys Glu

cct gag
Pro Glu

ggc age
Gly Ser
150

cgc tga
Arg
165

<210> 18
<211>720
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

atgtggacct taggcctgac cagaccctca

cac ctg cac gcc

His
40

cca
Pro

gcc
Ala

ggc
Gly

acc
Thr

ttc
Phe

gag
Glu
135

ttc
Phe

tatc

Leu

agc
Ser

agc
Ser

ctg
Leu

tce
Ser
105

atc
Ile
120

gtg
Val

age
Ser

His Ala

agec cct
Ser Pro

age ctg
Ser Leu
15

agc gcect
Ser Ala
50

gac gtg
Asp Val

gcc tgg
Ala Trp

gcc atc
Ala Ile

gac gag
Asp Glu

gag
Glu

gce
Ala
60

agg
Arg

cag
Arqg

agc
Ser

ctg
Leu

gtg
Val

atg
Met
155

agg cgc ggc
Arg Arg Gly

45

cct
Pro

cca
Pro

aat
Asn

agc
Ser

gtg
Val

gag
Glu
140

aac
Asn

gcc
Ala

ccc
Pro

cgg
Arg

tac
Tyr
110

aag
Lys
125

gag
Glu

acce
Thr

cca
Pro

agg

cag
Gln
95

ctg
Leu

ggc
Gly

ctg
Leu

atc
Ile

43

gtatcecggac gccaagaaac

ggtgceccttt ccctetecat

gctgacaggc cacatctcta

tgtcttccte cttcccag

cct
Pro

gcc
Ala

tgc
Cys
80

aag
Lys

gag
Glu

agg
Arg

ggc
Gly

ctg
Leu

cag
Gln

acc
Thr
65

ggc
Gly

agg
Arg

ggc
Gly

ggc
Gly

cqg
Arg

gac
Asp
160

cce
Pro
50

cag
Gln

gtg
Val

cac
His

cag
Gln

cgc
Arg

cga
Arg
145

aac
Asn

tgg cac
Trp His

gag gcc
Glu Ala

cct gat
Pro Asp

gcc gag
Ala Glu
100

gcc gcc
Ala Ala
115

agg gac ttc
Arg Asp Phe
130

cac gcc gac

His Ala Asp

ctg gcc gcg
Leu Ala Ala

4%

$7

148

208

268

328

386

434

482

530

578

626

674

722

770

780
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<223> Descripcion de la secuencia: secuencia de ADN del constructo segun la figura 11

<400> 18

gatatccacc
acccatgctg
gagtgcceccegce
ccagcggegt
catgtgccgg
gtgtgtttge
gaccctcatg
ctcagccctg
cccecaggcece
gcctgagege
gcagctacct
acggcagcett

<210> 19

<211>716

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

atggcccccg
ctgctgetge
cactcgeegt
ateccggacge
tgcectttcec
tgacaggccé
tcttectect
gcacgccgec
tgccagcage
tcggaatcgg

ggagggccag

cagcgacgag

ccgecctgget
tgcagceccec
ccgctecteg
caagaaacca
ctctccattt
catctctaac
tcccaggacg
ctgccaagca
ctgaggccac
cagaagaggc
gccgccaagg

atgaacacca

gaggagcgcec
acctctgctg
ctgaggggge
gagagccagce
gccctgcecac
tgtgggccat
tgcaccacct
gccetgeccec
ccaggtgcgg
acgcegagqg
agttcatcgce

tectggacaa

gccgccaggg
gccecgggecce
gccgggeacg
cagatgccaa
acagtgggct
gtggacctta
gcacgccgag
tgccccagcece
cgtgectgat

caccttcacc

.ctggctggtg

cctggecgeq

ccctgectgee
tgcececeggt
cgggetgggce
agggceccctgce
ggggttgcac
ggcctgacca
aggcgcggec

acccaggagg

ccctccgatg-

tccgacgtga

aagggcaggg

cgctgatatce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

<223> Descripcion de la secuencia: secuencia de ADN y secuencia del péptido traducido segun la figura 1m

<220>

<221> CDS
<222> (11)..(118)
<220>

<221> CDS

<222> (387)..(710)
<400> 19

gatatccacc atg gcc ccc gec gee tgg ctg agg agc gocc gocc goc agg
Met Ala Pro Ala Ala Trp Leu Arg Ser Ala Ala Ala Arg

1

5

10

gcc ctg ctg cca ccc atg ctg ctg ctg ctg ctg cag ccc cca cct ctg
Ala Leu Leu Pro Pro Met Leu Leu Leu Leu Leu Gln Pro Pro Pro Leu

15

20

25

ctg gcc cgg goc ctg cocc ccg gtgagtgccce gccactcgee gbtccgetceot
Leu Ala Arg Ala Leu Pro Pro

30

35

44

49

97

148



10

cgctgagggg gcgecgggea cgcgggcetgg goccagegge
cagagagcca gccagatgcc aaagggecct gccatgtgcece
ttgcectgee acacagtggg ctggggttge acgtgtgttt

actgtgggcc atgtggacct taggcctgac cagaccctca

gac gtg
Asp Val

gcc
Ala

gcc
Ala

cece
Pro

499
Arg
70

tcc
Ser

cce
Pro
85

acc
Thr

ggc
Gly

aag
Lys

gag
Glu

cct
Pro

gag
Glu

<210> 20
<211>716
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

cac
His His
40
ctg

Leu
55

cca
Pro

cct
Pro

gcc
Ala

gat
Asp

ggc
Gly

tte
Phe

acc
Thr

cac ctg
Leu His

agc
Ser

agc
Ser

ctg
Leu

tce
Ser

ES 2363 810 T3

cac gcc gag agg
Glu Arg

Ala

cct
Pro

age
Ser

gcce
Ala

cgc
Arg
45

cct
Pro

gee
Ala

60

ctg
Leu
15

age
Ser

gct
Ala

agc
Ser
S0

gac
Asp

gtg
Val

105

atc
Ile
120

ttc
Phe

gtg
val

gag
Glu
135

gcc
Ala

gcc
Ala

ctg
Leu

tag
Trp

atc
Ile

gtg
vVal

agg
Arg

cgg
Arg

agce
Ser

gtg
Val

gag
Glu

cca
Pro

ccc
Pro

aat
Asn

cgg
Arg

tac
Tyr
110

age
Ser

aag
Lys
125

ggc
Gly

ctg
Leu

gag
Glu

140

cct
Pro

ggc
Gly

cca
Pro

gce
Ala

tgc
Cys
80

agg
Arg

cag
Gln
95

aag
Lys

ctg
Leu

gag
Glu

agg
Arg

ggc
Gly

gge tga

Gly

cag
Gln

acc
Thr
65

ggc
Gly

agg
Arg

gge
Gly

cge
Arg

tgtcttecte cttecccag

cac
His

ccc tgg
Pro Trp
50

cag
Gln

gag
Glu

gcc
Ala

cct
Pro

gat
Asp

gtg
Val

cac
His

gce
Ala

gag
Glu
100

gcce
Ala

cag
Gln

gecc
Ala
115

tte
Phe

agg
Arg
130

gac
Asp

gcgege

<223> Descripcion de la secuencia: secuencia de ADN del constructo segun la figura 1m

<400> 20

gatatccacc
acccatgctg
gagtgcccgce
ccagcggegt
catgtgccgg
gtgtgtttgc
gaccctcatg
ctcagcectg

cccccaggec

atggcccccg
ctgctgctgce
cactcgeccgt
atccggacgce
tgccctttee
tgacaggcca
tcttecctect
gcacgcegece

tgccagcagce

ccgcctggcet
tgcagccccce
ccgctecteg
caagaaacca
ctctcecattt
catctctaac
tcccaggacg
ctgccaagca

ctgaggccac

gaggagcgcc
acctctgctg
ctgaggggge
gagagccagc
gccctgcecac
tgtgggccat
tgcaccacct
gcectgeceec

ccaggtgcgg
45

gccgecaggg
gcccgggecce
gccgggeacg
cagatgccaa
acagtgggct
gtggacctta
gcacgccgag
tgceccagece

cgtgcctgat

ccctgetgee
tgcccecggt
cgggctggge
agggccctgce
ggggttgcac
ggcctgacca
aggcgcecggcee
acccaggagg

ccctecgatg

gtatccggac gccaagaaac
ggtgcccttt ccctctecat

gctgacagge cacatctcta

60
120
180
240
300
360
420
480

540

208

268

328

386

434

482

530

578

626

674

7186
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15

20

25
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gcctgagege tcggaatcgg cagaagaggc acgccgaggg caccttcacc tccgacgtga 600
gcagctacct ggagggccag gccgccaagg agttcatcgc ctggcetggtg aagggcaggg 660

gccgcaggga ctteccctgag gaggtggcca tcgtggagga gctgggctga gcgege 716

<210> 21

<211> 31

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia: artificial

<400> 21

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25 30

<210> 22

<211>10

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia: artificial

<400> 22

Arg Arg Asp Phe Pro Glu Glu Val Ala Ile
1 5 10

<210> 23
<211> 14
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>

<223> Descripcién de la secuencia: artificial

<400> 23
Arg Arg Asp Phe Pro Glu Glu Val Ala Ile Val Glu Glu Leu
1 5 10

<210> 24

<211> 14

<212> PRT

46
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25
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<213> Artificial
<220>

<223> Descripcion de la secuencia: artificial

<400> 24
Arg Arg Asp Phe Pro Glu Glu Val Ala Ile Ala Glu Glu Leu
1 5 10

<210> 25

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia: secuencia segun la férmula (1)
<220>
<221> Elementos diversos (misc feature)

<2225 (31)..(31)

<223> Xaa = NH2, si la secuencia es amida de GLP-1(7-36), o Xaa = Gly-OH, si la secuencia es amida de GLP-1(7(!

37),
<400> 25

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Xaa
20 25 30

<210> 26

<211> 584

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia: péptido de fusion GLP-1 correspondiente a la figura 1e #217
<220>

<221>CDS

<222> (31)..(561)

<400> 26

47
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aattcagata attcgatagc cccgggcacc atg gct ccc gct gca tgg ctg aga
Met Ala Pro Ala Ala Trp Leu Arg

tct
Ser

cag
Gln
25

ctc
Leu

agt
Ser

agc
Ser

ctg
Leu

agce
Ser
105

gct
Ala

gce
Ala

agc
Ser

gct
Ala

gcg
Ala
10

ccg
Pro

cat
His

agc
Ser

agce
Ser

agt
Ser
90

gat
Asp

tgg
Trp

atc
Ile

gat
Asp

tag
Trp
170

1

i
gce
Ala

ccg
Pro

gcc
Ala

ccg
Pro

ctc
Leu

75

gce
Ala

gtg
Val

ctg
Leu

gtg
Val

gtg
Val
155

ctg
Leu

gcg
Ala

ccg
Pro

gag
Glu

gca
Ala

agg
Arg

cgce
Arg

agce
Ser

gtg
Val

gag
Glu
140

agce

Ser

gtg
Val

cgce
Arg

ctg
Leu

agg
Arg
45

cct
Pro

cct
Pro

aac
Asn

tct
Ser

aaa
Lys
125

gag
Glu

tct
Ser

aaa
Lys

gcc ctce
Ala Leu

ctg gcc
Leu Ala
30

agg gg9g
Arg Gly

gcc cct
Ala Pro

cce cge
Pro Arg

cga cag
Arg Gln
95

tat ctg
Tyr Leu
110

ggc cgg
Gly Arg

ctg ggc
Leu Gly

tat ctg
Tyr Leu

ggc cgg
Gly Arg
175

ctg
Leu

cgg
Arg

cca
Pro

gce
Ala

tgt

Cys
80
aag

Lys

gaa
Glu

gga
Gly

€gg
Arg

gaa
Glu
160

gga
Gly

1

ccc
Pro

gct
Ala

cag
Gln

acg
Thr

ggc
Gly

agg
Arg

ggc
Gly

agg
Arg

cga
Arg
145

ggc
Gly

tga

ccg
Pro

ctg
Leu

cce
Pro

cag
Gln

gtg
Val

cat
His

cag
Gln

cgg
Arg
130

cat

His

cag
Gln

atg
Met

ccqg
Pro
35

tgg
Trp

gaa
Glu

cce
Pro

gcc
Ala

gct
Ala
115

gat
Asp

gcc
Ala

gct
Ala

ctg
Leu
20

ccg
Pro

cat
His

gcc
Ala

gac
Asp

gaa
Glu
100

gce
Ala

ttc
Phe

gaa
Glu

gce
Ala

5

ctg
Leu

gac
Asp

gca
Ala

cce
Pro

cca

Pro

85

ggg acc
Thr

Gly

aag
Lys

cca
Pro

gg9g
Gly

aag
Lys
165

ctg
Leu

gtc
vVal

gcc
Ala

c€gg
Arg
70

tct
Ser

gag
Glu

gag
Glu

acc
Thr
150

gag
Glu

ctg
Leu

cac
His

ctg
Leu
55

cct
Pro

gat
Asp

ctc
Leu

cac
His
40

cce
Pro

gcce
Ala

999
Gly

ttt acc
Phe Thr

ttc att

Phe Ile

120
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REIVINDICACIONES

Microcapsula esférica que comprende como minimo un revestimiento superficial y un nucleo, en la que el
como minimo un revestimiento superficial comprende polimeros reticulados, donde el nucleo comprende
polimeros reticulados y células transfectadas con y capaces de expresar y secretar un péptido de fusion
que comprende GLP-1, o un fragmento o una variante del mismo, seleccionados de un péptido de fusion
que comprende como componente (1) en el extremo N-terminal una secuencia de GLP-1(7-35, 7-36 6 7-37),
o un fragmento funcional o una variante de la misma, y como componente (ll) en el extremo C-terminal una
secuencia peptidica de al menos 9 aminoacidos y donde el péptido de fusidn, sus fragmentos o variantes
conservan la actividad bioldgica del GLP-1 nativo.

Microcapsula esférica segun la reivindicacion 1, caracterizada porque el polimero reticulado del nucleo y/o
del como minimo un revestimiento superficial comprende biopolimeros.

Microcapsula esférica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, caracterizada porque el polimero
reticulado del nucleo y/o el como minimo un revestimiento superficial comprende un alginato.

Microcapsula esférica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada porque el polimero
reticulado del nucleo y/o el como minimo un revestimiento superficial comprende un polimero quimicamente
idéntico en concentraciones idénticas o diferentes, pudiendo los polimeros tener ademas pesos moleculares
diferentes y/o estar reticulados de maneras diferentes.

Microcépsula esférica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada porque el nucleo tiene
un diametro de aproximadamente 20 a aproximadamente 2.000 pm y en la que el como minimo un
revestimiento superficial tiene un espesor de aproximadamente 10 a aproximadamente 2.000 ym.

Microcapsula esférica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizada porque la microcapsula
comprende 1, 2, 3, 4, 5, 5-10 o mas revestimientos superficiales.

Microcapsula esférica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 caracterizada porque la microcapsula
comprende un revestimiento superficial externo adicional consistente en policationes.

Microcépsula esférica segun la reivindicacion 7, caracterizada porque el revestimiento superficial externo
adicional consiste en poli-L-lisina.

Microcapsula esférica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 caracterizada porque el componente
() del péptido de fusion contiene una secuencia que tiene como minimo un 80% de identidad de secuencia
con la SEQ ID NO 1.

Microcapsula esférica segun la reivindicacion 9, caracterizada porque el componente (Il) es una secuencia
peptidica que contiene una secuencia segun la SEQ ID NO 22 (RRDFPEEVAI) o una secuencia que tiene
como minimo un 80% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO 22.

Microcépsula esférica segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10, caracterizada porque el componente
(I) es una secuencia peptidica que contiene una secuencia segun la SEQ ID NO 23 (RRDFPEEVAIVEEL) o
la SEQ ID NO 24 (RRDFPEEVAIAEEL) o una secuencia que tiene como minimo un 80% de identidad de
secuencia con las SEQ ID NOs 23 6 24.

Microcapsula esférica segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, caracterizada porque el componente
() es una secuencia peptidica que contiene una secuencia segun la SEQ ID NO 2 (RRDFPEEVAIVEELG)
o la SEQ ID NO 3 (RRDFPEEVAIAEELG) o una secuencia que tiene como minimo un 80% de identidad de
secuencia con las SEQ ID NOs 2 6 3.

Microcépsula esférica segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, caracterizada porque el componente
(I) y el componente (Il) estan ligados directamente o a través de una secuencia conectora.

Microcapsula esférica segun la reivindicacién 13, caracterizada porque la secuencia conectora tiene una
longitud de 1 a 10 aminoacidos.

Microcapsula esférica segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, caracterizada porque el péptido de
fusion contiene una secuencia segun la SEQ ID NO 8
(HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRGRRDF-PEEVAIAEELG) o la SEQ ID NO 12
(HAEGTFTSDVSSYLEGQAAK-EFIAWLVKGRGRRDFPEEVAIVEELG) o una secuencia que tiene como
minimo un 80% de identidad de secuencia con las SEQ ID NOs 8 6 12.

Microcapsula esférica segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 15, caracterizada porque el péptido de
fusion contiene, alternativa o adicionalmente al componente (II), un componente (lll), pudiendo el
componente (lll) estar ligado al término C del componente (I) y/o al término N del componente (1), si los
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componentes (I) y (Ill) estan presentes en la proteina de fusion, o pudiendo el componente (ll) estar ligado
al término C del componente (Il) y/o al término N del componente (1), si los componentes (1), (I1) y (lll) estan
presentes en la proteina de fusion.

Microcapsula esférica segun la reivindicacion 16, caracterizada porque el componente (Ill) comprende como
minimo cuatro residuos de aminoacidos, preferentemente como minimo 10 residuos de aminoacidos
adicionales y con mayor preferencia como minimo 20 o como minimo 30.

Microcapsula esférica segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 17, caracterizada porque el componente
(1) comprende como minimo 4, preferentemente como minimo 10 y con mayor preferencia como minimo
20 residuos de aminoacido adicionales de la secuencia N-terminal de GLP-2 como en el proglucagén o de
GLP-1 (7-37).

Microcapsula esférica segun cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, caracterizada porque el
componente (ll) contiene la secuencia de SEQ ID NOs 4 6 5 o una secuencia que tiene como minimo un
80% de identidad de secuencia con las SEQ ID NOs 4 6 5.

Microcapsula esférica segun cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19, caracterizada porque el péptido de
fusion contiene una secuencia peptidica seleccionada de un grupo consistente en SEQ ID NO 6, SEQ ID
NO 7, SEQ ID NO 10, SEQ ID NO 11 y SEQ ID NO 26, o una secuencia que tiene como minimo un 80% de
identidad de secuencia con las SEQ ID NOs 6, 7, 10, 11 6 26.

Microcapsula esférica segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 20, caracterizada porque el péptido de
fusion comprende una proteina portadora, en particular transferrina o albiumina, como componente (1V).

Microcapsula esférica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21 caracterizada porque las células
contenidas en el nucleo de la microcapsula esférica se seleccionan entre células madre mesenquimales
humanas, células diferenciadas derivadas de células madre mesenquimales humanas, incluyendo
osteoblastos, condrocitos, células grasas (adipocitos) o células de tipo neurona, incluyendo células
cerebrales.

Microcapsula esférica segun la reivindicacion 22, caracterizada porque las células contenidas en el nucleo
de la microcapsula esférica estan seleccionadas (in vitro) entre células madre mesenquimales humanas,
diferenciandose las células in vitro o in vivo en células grasas (adipocitos) adecuadas para el trasplante en
tejido adiposo.

Composicion farmacéutica que comprende una microcapsula esférica segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 23 y, opcionalmente, un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Procedimiento para producir una microcapsula esférica tal y como se define segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 23, que comprende como minimo un revestimiento superficial y un nicleo y en la que el
como minimo un revestimiento superficial comprende un polimero reticulado y el nucleo comprende un
polimero reticulado y células bioldgicas capaces de expresar y secretar GLP-1, un fragmento o una variante
del mismo, o un péptido de fusién que comprende GLP-1, o un fragmento o una variante del mismo,
comprendiendo el procedimiento los pasos siguientes:

(a) preparar un nucleo que comprende un polimero reticulado y células bioldgicas capaces de
expresar y secretar GLP-1, un fragmento o una variante del mismo, o un péptido de fusién que comprende
GLP-1, o un fragmento o una variante del mismo;

(b) preparar como minimo un revestimiento superficial que comprende un polimero reticulado.

Utilizacion de la microcapsula esférica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23 para la preparacion
de una composicion farmacéutica para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo | o tipo Il la resistencia a la
insulina, trastornos de peso y enfermedades o estados asociados(as) a los mismos, incluyendo los
trastornos de peso o estados asociados la obesidad, estados asociados al sobrepeso, desregulacion de la
saciedad, niveles reducidos de insulina plasmatica, niveles elevados de glucemia o masa de células beta
pancreaticas reducida,

[0}

para el tratamiento de trastornos neurodegenerativos y enfermedades o estados asociados(as) a los
mismos, estando los trastornos neurodegenerativos y las enfermedades o los estados asociados(as) a los
mismos seleccionados del grupo compuesto por la enfermedad de Alzheimer (EA) y otros estados
neurodegenerativos centrales y periféricos seleccionados entre esclerosis lateral amiotrofica (ELA),
enfermedad de Alexander, enfermedad de Alper, ataxia telangiectasia, enfermedad de Canavan, sindrome
de Cockayne, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, esclerosis multiple, enfermedad de Sandhoff, enfermedad
de Pick, ataxia espinocerebelosa, enfermedad de Schilder y enfermedad de Parkinson, o apoplejia,
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hemorragia intracerebral (HIC), hemorragia subaracnoidea, adenoleucodistrofia (x-ALD) u otras
leucodistrofias,

o
para el tratamiento de trastornos y enfermedades o estados asociados a la apoptosis.

Microcapsula esférica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23 para el uso en el tratamiento de la
diabetes mellitus tipo | o tipo Il, la resistencia a la insulina, trastornos de peso y enfermedades o estados
asociados(as) a los mismos, incluyendo los trastornos de peso o estados asociados la obesidad, estados
asociados al sobrepeso, desregulacion de la saciedad, niveles reducidos de insulina plasmatica, niveles
elevados de glucemia o masa de células beta pancreaticas reducida,

o

en el tratamiento de trastornos neurodegenerativos y enfermedades o estados asociados(as) a los mismos,
estando los trastornos neurodegenerativos y las enfermedades o los estados asociados(as) a los mismos
seleccionados del grupo compuesto por la enfermedad de Alzheimer (EA) y ofros estados
neurodegenerativos centrales y periféricos seleccionados entre esclerosis lateral amiotréfica (ELA),
enfermedad de Alexander, enfermedad de Alper, ataxia telangiectasia, enfermedad de Canavan, sindrome
de Cockayne, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, esclerosis multiple, enfermedad de Sandhoff, enfermedad
de Pick, ataxia espinocerebelosa, enfermedad de Schilder y enfermedad de Parkinson, o apoplejia,
hemorragia intracerebral (HIC), hemorragia subaracnoidea, adenoleucodistrofia (x-ALD) u otras
leucodistrofias,

o

en el tratamiento de trastornos y enfermedades o estados asociados a la apoptosis.
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208 GLP1,.q;

#149 HIncll-GLP1, 5,4P2

#103 So-GLP1, 4,

#1561 5t70-GLP1, ¢, P2

#217'Stro- GLP1, g -[P2-GLP 1y,

#159 Stro-GLP1,.5-1P2(4x)-112a
SEQ(D No.:16
81

B2.

:SEQID No::14
SEQ ID No.:18

SEQD No.:20

E=====—=— Estromelisina (péptido sefial y lider)

P —

Estromelisina (péptido sefial y lider, intron quimérico)

GLP1 ;47 P2 [T GLP2,s 0 versién acortada GLP2;.0

Figura 1
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GLP1 activo después de transfeccion transitoria

active GLP [pMV]

de células hTERT-MSC y HEK293
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Figura 6

Estabilidad en plasma de péptidos GLP1 (ensayo in vitro)
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Bioensayo in vitro: produccion de AMP ciclico
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Figura 11
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Figura 15
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Figura 16
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GLP activo en el suero
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