
NUEVAS REIVINDICACIONES

1. Método para la expresión recombinante de una proteína MYDGF en una célula huésped bacteriana, 
que comprende

(a) proporcionar una célula huésped que comprende un ácido nucleico que codifica una proteína 
que, tras la maduración, consta de 143 aminoácidos que tienen la secuencia de aminoácidos de 
SEQ ID NO. 1 o SEQ ID NO. 2;

(b) cultivar la célula huésped en condiciones que permitan la expresión de la proteína;

(c) aislar los cuerpos de inclusión que contienen la proteína MYDGF de la célula huésped; y

(d) solubilizar los cuerpos de inclusión y volver a plegar la proteína MYDGF.

2. Método de la reivindicación 1, en donde el paso (a) comprende

(i) proporcionar una célula huésped que comprenda un ácido nucleico que contenga un marco de 
lectura abierto, flanqueado por un codón de inicio y un codón de parada, según la secuencia de 
la SEQ ID NO. 11 o la SEQ ID NO. 12, y preferentemente según la secuencia de la SEQ ID 
NO. 11, unido de forma operable a un promotor; o 

(ii) proporcionar una célula huésped que comprende un ácido nucleico que codifica una proteína 
que, antes de la maduración, consta de 144 aminoácidos que tienen la secuencia de aminoácidos 
de SEQ ID NO. 15 o SEQ ID NO. 16 y, preferentemente, la secuencias de aminoácidos de SEQ 
ID NO. 15.

3. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el paso (a) comprende proporcionar 
una célula huésped que comprende un ácido nucleico de SEQ ID NO. 7 o SEQ ID NO. 8, y 
preferentemente un ácido nucleico de SEQ ID NO. 7.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde dicha maduración es la eliminación 
del residuo de metionina N-terminal.

5. El método de la reivindicación 4, en donde  dicha eliminación del residuo de metionina N-terminal 
se efectúa mediante una o más aminopeptidasas derivadas de células huésped.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que comprende, además, (e) obtener después 
del paso (d) una proteína MYDGF replegada de 143 aminoácidos que tiene la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO. 1 o SEQ ID NO. 2 y, preferentemente, la secuencia de aminoácidos 
de SEQ ID NO. 1.

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el replegado de la proteína en el 
paso (d) comprende la incubación de la proteína en presencia de urea.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde dicho método comprende, además, 
(f) purificar la proteína MYDGF.

9. El método de la reivindicación 8, en donde la etapa (f) comprende ultrafiltración, diafiltración, 
cromatografía de interacción hidrófoba y/o cromatografía de intercambio iónico aniónico.



10.      El método de la reivindicación 9, en donde la cromatografía de intercambio aniónico o el paso de 
cromatografía de interacción hidrofóbica se realiza poniendo en contacto la proteína MYDGF con 
el material de resina de cromatografía en condiciones que permitan la adsorción de la proteína 
MYDGF a la resina, lavando opcionalmente la resina y eluyendo la proteína MYDGF de la resina.

11. El método de la reivindicación 10, en donde la adsorción de la proteína MYDGF a la resina de 
cromatografía de intercambio aniónico se realiza en condiciones de baja fuerza iónica.

12. El método de la reivindicación 11, en donde la adsorción se realiza a una conductividad de menos 
de 3 mS/cm, menos de 2 mS/cm, menos de 1,5 mS/cm o menos de 1 mS/cm.

13. Cualquier método de cualquiera de las reivindicaciones 9-12, en donde la desorción de la proteína 
MYDGF de la resina de intercambio aniónico se efectúa aumentando la concentración de sal y/o 
disminuyendo el pH de la fase líquida.

14. El método de la reivindicación 13, en donde la célula huésped bacteriana es una célula de 
Escherichia coli.

15. El método de la reivindicación 14, en donde la célula de Escherichia coli es una célula de 
Escherichia coli de la cepa BL2 l o una cepa derivada de la misma.

16. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en donde dicho ácido nucleico es ADN o 
ARN.

17. El método de la reivindicación 16, en donde dicho ácido nucleico comprende las secuencias de 
SEQ ID NO. 11 o SEQ ID NO. 12.

18. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-17, en donde el ácido nucleico está contenido 
en un vector.

19. El método de la reivindicación 18, en donde dicho vector es un vector de expresión procariota.

20. El método de la reivindicación 18 o 19, en donde dicho vector comprende un promotor T7.

21. El método de cualquiera de las reivindicaciones 18-20, en donde dicho vector comprende o 
consiste en las secuencias de SEQ ID NO. 7 o SEQ ID NO. 8.

22. La composición obtenible a partir del método de cualquiera de las reivindicaciones 1-21, en donde 
dicha composición comprende una proteína de 143 aminoácidos que tiene la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO. 1 o SEQ ID NO. 2.

23. La composición de la reivindicación 22, en donde dicha composición comprende menos del 1 % 
(p/p) de moléculas de proteína que son más cortas que 143 aminoácidos, medidos por 
cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas (LCMS).

24. La composición de la reivindicación 22 o 23, en donde dicha composición comprende menos de 
20 pg/mg, preferiblemente menos de 15 pg/mg, más preferiblemente menos de 10 pg/mg, y más 
preferiblemente menos de 5 pg/mg, menos de 3 pg/mg, menos de 2 pg/mg o menos de 1 pg/mg de 
ADN de célula huésped. 

25. La composición de cualquiera de las reivindicaciones 22-24, en donde dicha composición 
comprende menos de 0,2 UE/mg, y preferiblemente menos de 0,1 UE/mg o 0,08 UE/mg de 
endotoxina bacteriana.



26. La composición de cualquiera de las reivindicaciones 22-25, en donde menos del 8 % (p/p), y 
preferiblemente menos del 7 % (p/p), menos del 6 % (p/p) o menos del 5 % (p/p), menos del 4 % 
(p/p), menos del 3 % (p/p) o menos del 2 % (p/p) de las proteínas en dicha composición están 
carbamoiladas.

27. La composición de cualquiera de las reivindicaciones 22-26, en donde menos del 6 % (p/p), y 
preferiblemente menos del 5 % (p/p), menos del 4 % (p/p) o menos del 3 % (p/p), o menos del 2 
% (p/p) de las proteínas de dicha composición están gluconoiladas.

28. La composición de cualquiera de las reivindicaciones 22-27, en donde menos del 8 %, y 
preferiblemente menos del 7 %, menos del 6 % o menos del 5 % de las proteínas MYGDF en la 
composición de la invención están carbamoiladas, en donde el porcentaje se basa en la suma de las 
intensidades de pico de la proteína MYDGF no modificada así como de las especies de 
modificación postraduccional (PTM) anotadas de MYDGF en un espectro de masas intacto 
deconvolucionado de la proteína MYDGF en la composición.

29. La composición de cualquiera de las reivindicaciones 22-28, en donde menos del 6 %, y 
preferiblemente menos del 5 %, menos del 4 % o menos del 3 % de las proteínas MYDGF en la 
composición de la invención están gluconiladas, en donde el porcentaje se basa en la suma de las 
intensidades de pico de la proteína MYDGF no modificada así como las especies de modificación 
postraduccional (PTM) anotadas de MYDGF en un espectro de masas intacto deconvolucionado 
de la proteína MYDGF en la composición.

30. La composición de cualquiera de las reivindicaciones 22-29, en donde dicha composición 
comprende urea.

31. La composición de cualquiera de las reivindicaciones 22-30, en donde  dicha composición 
comprende una proteína de 143 aminoácidos que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID 
NO. 1 y la relación de la señal para la proteína según SEQ ID NO. 1 y las señales para variantes 
más cortas en cromatografía de líquidos acoplada a espectrometría de masas (LCMS) tras 
dimetilación reductora (marcaje isotópico estable con dimetilo, SIDL) es de al menos 50, y 
preferiblemente más de 100, 200, 300 o 400, en las que solo se utilizan señales de proteínas no 
carbamoiladas y no gluconoiladas para calcular dicha relación.

32. La composición de cualquiera de las reivindicaciones 22-31, en donde dicha composición 
comprende una proteína de 143 aminoácidos que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID 
NO. 2 y la relación de la señal para la proteína según SEQ ID NO. 2 y las señales para variantes 
más cortas en cromatografía de líquidos acoplada a espectrometría de masas (LCMS) tras 
dimetilación reductora (marcaje isotópico estable con dimetilo, SIDL) es de al menos 50, y 
preferiblemente más de 75, 100, 150 o 175, en las que solo se utilizan señales de proteínas no 
carbamoiladas y no gluconoiladas para calcular dicha relación.

33. La composición de cualquiera de las reivindicaciones 22-32, en donde dicha composición 
comprende una proteína que está plegada de tal manera que más del 70 %, y preferiblemente más 
del 80 %, más del 90 % o más del 95 %, de los picos 1H y/o 15N en el mapa de espectroscopia de 
resonancia magnética nuclear bidimensional (2D-NMR) dan como resultado valores de desviación 
de desplazamiento químico combinado (CCSD) inferiores a 0,01 ppm en comparación con los 
picos correspondientes en la Tabla 1.



34. La composición de cualquiera de las reivindicaciones 22-33, en donde dicha composición 
comprende la proteína MYDGF con un contenido de monómero de más del 95 %, 96 %, 97 %, 98 
% o 99 %.

35. Uso de una composición de cualquiera de las reivindicaciones 22-34 para la preparación de una 
composición farmacéutica.

36. Composición farmacéutica que comprende una composición de cualquiera de las reivindicaciones 
22-34.

37. La composición farmacéutica de la reivindicación 36, que comprende, además un vehículo 
farmacéuticamente aceptable.

38. La composición farmacéutica de la reivindicación 36 o 37, en donde dicha composición está 
formulada para administración parenteral.

39. La composición farmacéutica de la reivindicación 38, en donde dicha composición está formulada 
para administración intravenosa, intraarterial o intracoronaria.

40. La composición farmacéutica de la reivindicación 39, en donde dicha composición está formulada 
para administración intravenosa.

41. La composición de cualquiera de las reivindicaciones 22-34 o la composición farmacéutica de 
cualquiera de las reivindicaciones 36-40 para su uso como medicamento.

42. La composición de cualquiera de las reivindicaciones 22-34 o la composición farmacéutica de 
cualquiera de las reivindicaciones 36-41 para su uso en un método para

(i) tratar o prevenir una enfermedad o afección seleccionada del grupo que consiste en lesión, 
herida, isquemia, lesión por reperfusión, traumatismo, sobrecarga mecánica, intoxicación, 
cirugía, miocardiopatía primaria o adquirida, disfunción contráctil postisquémica, infarto de 
miocardio, preferiblemente infarto agudo de miocardio, angina de pecho, insuficiencia 
cardíaca, inflamación del corazón, insuficiencia cardíaca, hipertrofia y fibrosis;

(ii) promover o mejorar la regeneración del tejido cardiaco, la proliferación de cardiomiocitos, la 
neovascularización, la función cardiaca o la función sistólica del ventrículo izquierdo tras un 
infarto de miocardio;

(iii) proteger al cardiomiocito de la muerte, por ejemplo, por apoptosis o necrosis; o

(iv) disminuir el tamaño del infarto tras un infarto de miocardio, preferentemente un infarto agudo 
de miocardio.

43. La composición de cualquiera de las reivindicaciones 22-34 o composición farmacéutica para su 
uso en un método de la reivindicación 44 o 45, en donde dicha miocardiopatía es miocardiopatía 
hereditaria o miocardiopatía causada por mutaciones espontáneas.

44. La composición de cualquiera de las reivindicaciones 22-34 o composición farmacéutica para su 
uso en un método de la reivindicación 42, en donde dicha miocardiopatía es miocardiopatía 
adquirida, preferiblemente es miocardiopatía química causada por enfermedades ateroscleróticas 
u otras enfermedades de las arterias coronarias, miocardiopatía causada por infección o 



intoxicación del miocardio, enfermedad cardíaca hipertensiva causada por hipertensión arterial 
pulmonar y/o hipertensión arterial y enfermedades de las válvulas cardíacas.

45. La composición de cualquiera de las reivindicaciones 22-34 o composición farmacéutica para su 
uso en un método de la reivindicación 42, en donde dicha miocardiopatía se selecciona del grupo 
que consiste en miocardiopatía hipertrófica (HCM o HOCM), miocardiopatía arritmogénica del 
ventrículo derecho (ARVC), miopatía mitocondrial no compactada ventricular aislada, 
miocardiopatía dilatada (DCM), miocardiopatía restrictiva (RCM), miocardiopatía de Takotsubo, 
endocarditis de Loeffler, miocardiopatía diabética, miocardiopatía alcohólica o miocardiopatía 
asociada a la obesidad.

46. La composición de cualquiera de las reivindicaciones 22-34 o composición farmacéutica para su 
uso en un método de la reivindicación 42, en donde dicha insuficiencia cardíaca es insuficiencia 
cardíaca crónica.

47. La composición de cualquiera de las reivindicaciones 22-34 o composición farmacéutica para su 
uso en un método de la reivindicación 46, en donde dicha insuficiencia cardíaca o insuficiencia 
cardíaca crónica es insuficiencia cardíaca con fracción de eyección preservada (HFpEF), 
insuficiencia cardíaca con fracción de eyección reducida (HFrEF) o insuficiencia cardíaca con 
fracción de eyección de rango medio (HFmrEF).


