NUEVAS REIVINDICACIONES

Método para la expresion recombinante de una proteina MY DGF en una célula huésped bacteriana,
que comprende

(@) proporcionar una célula huésped que comprende un acido nucleico que codifica una proteina
que, tras la maduracion, consta de 143 aminoacidos que tienen la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO. 10 SEQ ID NO. 2;

(b) cultivar la célula huésped en condiciones que permitan la expresion de la proteina;
(c) aislar los cuerpos de inclusion que contienen la proteina MYDGF de la célula huésped; y

(d) solubilizar los cuerpos de inclusion y volver a plegar la proteina MYDGF.

Método de la reivindicacion 1, en donde el paso (a) comprende

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

(ii) proporcionar una célula huésped que comprende un &cido nucleico que codifica una proteina
que, antes de la maduracién, consta de 144 aminoacidos que tienen la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO. 150 SEQ ID NO. 16 y, preferentemente, la secuencias de aminoécidos de SEQ
ID NO. 15.

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

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

El método de la reivindicacion 4, en donde dicha eliminacion del residuo de metionina N-terminal
se efectia mediante una o mas aminopeptidasas derivadas de células huésped.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que comprende, ademas, (e) obtener después
del paso (d) una proteina MYDGF replegada de 143 amino&cidos que tiene la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO. 1 0 SEQ ID NO. 2y, preferentemente, la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO. 1.

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

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

El método de la reivindicacién 8, en donde la etapa (f) comprende ultrafiltracion, diafiltracion,
cromatografia de interaccion hidréfoba y/o cromatografia de intercambio idnico aniénico.
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El método de la reivindicacion 9, en donde la cromatografia de intercambio anionico o el paso de
cromatografia de interaccion hidrofébica se realiza poniendo en contacto la proteina MYDGF con
el material de resina de cromatografia en condiciones que permitan la adsorcién de la proteina
MYDGEF a la resina, lavando opcionalmente la resina y eluyendo la proteina MYDGF de la resina.

El método de la reivindicacién 10, en donde la adsorcion de la proteina MYDGF a la resina de
cromatografia de intercambio anionico se realiza en condiciones de baja fuerza ionica.

El método de la reivindicacién 11, en donde la adsorcion 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.

Cualquier método de cualquiera de las reivindicaciones 9-12, en donde la desorcion de la proteina
MYDGEF de la resina de intercambio anionico se efectiia aumentando la concentracion de sal y/o
disminuyendo el pH de la fase liquida.

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

El método de la reivindicacion 14, en donde la célula de Escherichia coli es una célula de
Escherichia coli de la cepa BL2 | 0 una cepa derivada de la misma.

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

El método de la reivindicacion 16, en donde dicho acido nucleico comprende las secuencias de
SEQ ID NO. 11 0 SEQ ID NO. 12.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-17, en donde el &cido nucleico esta contenido
en un vector.

El método de la reivindicacion 18, en donde dicho vector es un vector de expresion procariota.
El método de la reivindicacién 18 o 19, en donde dicho vector comprende un promotor T7.

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.

La composicion obtenible a partir del método de cualquiera de las reivindicaciones 1-21, en donde
dicha composicion comprende una proteina de 143 aminoacidos que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO. 1 0 SEQ ID NO. 2.

La composicién de la reivindicacién 22, en donde dicha composicion comprende menos del 1 %
(p/p) de moléculas de proteina que son mas cortas que 143 aminoacidos, medidos por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LCMS).

La composicion de la reivindicacion 22 o 23, en donde dicha composicién comprende menos de
20 pg/mg, preferiblemente menos de 15 pg/mg, mas preferiblemente menos de 10 pg/mg, y méas
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.

La composicién de cualquiera de las reivindicaciones 22-24, en donde dicha composicion
comprende menos de 0,2 UE/mg, y preferiblemente menos de 0,1 UE/mg o 0,08 UE/mg de
endotoxina bacteriana.
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La composicién 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) 0 menos del 5 % (p/p), menos del 4 %
(p/p), menos del 3 % (p/p) o menos del 2 % (p/p) de las proteinas en dicha composicion estan
carbamoiladas.

La composicién 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) o0 menos del 3 % (p/p), 0 menos del 2
% (p/p) de las proteinas de dicha composicion estan gluconoiladas.

La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 22-27, en donde menos del 8 %, vy
preferiblemente menos del 7 %, menos del 6 % o menos del 5 % de las proteinas MYGDF en la
composicién de la invencion estan carbamoiladas, en donde el porcentaje se basa en la suma de las
intensidades de pico de la proteina MYDGF no modificada asi como de las especies de
modificacion postraduccional (PTM) anotadas de MYDGF en un espectro de masas intacto
deconvolucionado de la proteina MYDGF en la composicion.

La composicion 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 proteinas MYDGF en la
composicion de la invencion estan gluconiladas, en donde el porcentaje se basa en la suma de las
intensidades de pico de la proteina MYDGF no modificada asi como las especies de modificacion
postraduccional (PTM) anotadas de MYDGF en un espectro de masas intacto deconvolucionado
de la proteina MYDGF en la composicion.

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

La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 22-30, en donde dicha composicion
comprende una proteina de 143 aminoéacidos que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO. 1y la relacion de la sefial para la proteina segun SEQ ID NO. 1y las sefiales para variantes
mas cortas en cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas (LCMS) tras
dimetilacion reductora (marcaje isotopico estable con dimetilo, SIDL) es de al menos 50, y
preferiblemente méas de 100, 200, 300 o 400, en las que solo se utilizan sefiales de proteinas no
carbamoiladas y no gluconoiladas para calcular dicha relacion.

La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 22-31, en donde dicha composicion
comprende una proteina de 143 aminoacidos que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO. 2y la relacion de la sefial para la proteina segun SEQ ID NO. 2 y las sefiales para variantes
mas cortas en cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas (LCMS) tras
dimetilacion reductora (marcaje isotopico estable con dimetilo, SIDL) es de al menos 50, y
preferiblemente mas de 75, 100, 150 o 175, en las que solo se utilizan sefiales de proteinas no
carbamoiladas y no gluconoiladas para calcular dicha relacion.

La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 22-32, en donde dicha composicion
comprende una proteina que esta plegada de tal manera que mas del 70 %, y preferiblemente mas
del 80 %, mas del 90 % o mas del 95 %, de los picos *H y/o 1°N en el mapa de espectroscopia de
resonancia magnética nuclear bidimensional (2D-NMR) dan como resultado valores de desviacién
de desplazamiento quimico combinado (CCSD) inferiores a 0,01 ppm en comparacién con los
picos correspondientes en la Tabla 1.



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

La composicién de cualquiera de las reivindicaciones 22-33, en donde dicha composicion
comprende la proteina MYDGF con un contenido de mondmero de mas del 95 %, 96 %, 97 %, 98
% 0 99 %.

Uso de una composicion de cualquiera de las reivindicaciones 22-34 para la preparacion de una
composicién farmacéutica.

Composicion farmacéutica que comprende una composicion de cualquiera de las reivindicaciones
22-34.

La composicion farmacéutica de la reivindicacion 36, que comprende, ademas un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

La composicion farmacéutica de la reivindicacion 36 o 37, en donde dicha composicion esta
formulada para administracion parenteral.

La composicion farmacéutica de la reivindicacion 38, en donde dicha composicion esta formulada
para administracién intravenosa, intraarterial o intracoronaria.

La composicion farmacéutica de la reivindicacion 39, en donde dicha composicion esta formulada
para administracion intravenosa.

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

La composicién de cualquiera de las reivindicaciones 22-34 o la composicion farmacéutica de
cualquiera de las reivindicaciones 36-41 para su uso en un metodo para

(i) tratar o prevenir una enfermedad o afeccion seleccionada del grupo que consiste en lesion,
herida, isquemia, lesion por reperfusion, traumatismo, sobrecarga mecanica, intoxicacion,
cirugia, miocardiopatia primaria o adquirida, disfuncion contractil postisquémica, infarto de
miocardio, preferiblemente infarto agudo de miocardio, angina de pecho, insuficiencia
cardiaca, inflamacion del corazén, insuficiencia cardiaca, hipertrofia y fibrosis;

(if) promover o mejorar la regeneracion del tejido cardiaco, la proliferacién de cardiomiocitos, la
neovascularizacion, la funcion cardiaca o la funcion sistolica del ventriculo izquierdo tras un
infarto de miocardio;

(iii) proteger al cardiomiocito de la muerte, por ejemplo, por apoptosis 0 necrosis; o

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

La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 22-34 o composicion farmacéutica para su
uso en un metodo de la reivindicacion 44 o 45, en donde dicha miocardiopatia es miocardiopatia
hereditaria 0 miocardiopatia causada por mutaciones espontaneas.

La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 22-34 o composicion farmacéutica para su
uso en un metodo de la reivindicacion 42, en donde dicha miocardiopatia es miocardiopatia
adquirida, preferiblemente es miocardiopatia quimica causada por enfermedades ateroscleréticas
u otras enfermedades de las arterias coronarias, miocardiopatia causada por infeccion o
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intoxicacion del miocardio, enfermedad cardiaca hipertensiva causada por hipertension arterial
pulmonar y/o hipertension arterial y enfermedades de las valvulas cardiacas.

La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 22-34 o composicién farmacéutica para su
uso en un método de la reivindicacion 42, en donde dicha miocardiopatia se selecciona del grupo
que consiste en miocardiopatia hipertréfica (HCM o HOCM), miocardiopatia arritmogénica del
ventriculo derecho (ARVC), miopatia mitocondrial no compactada ventricular aislada,
miocardiopatia dilatada (DCM), miocardiopatia restrictiva (RCM), miocardiopatia de Takotsubo,
endocarditis de Loeffler, miocardiopatia diabética, miocardiopatia alcoholica 0 miocardiopatia
asociada a la obesidad.

La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 22-34 o composicion farmacéutica para su
uso en un método de la reivindicacion 42, en donde dicha insuficiencia cardiaca es insuficiencia
cardiaca cronica.

La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 22-34 o composicion farmacéutica para su
uso en un método de la reivindicacion 46, en donde dicha insuficiencia cardiaca o insuficiencia
cardiaca cronica es insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion preservada (HFpEF),
insuficiencia cardiaca con fraccidon de eyeccion reducida (HFrEF) o insuficiencia cardiaca con
fraccion de eyeccion de rango medio (HFmrEF).



