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DESCRIPCION
Proteinas de fusién monomeéricas solubles del receptor de tipo Il de la hormona antimulleriana y usos de las mismas
Sector de la técnica

La presente invencién se refiere a proteinas de fusion del Receptor de tipo Il de la Hormona Antimulleriana solubles
monomeéricas (AMHRII) y a usos de las mismas, en particular para la deteccién o cuantificacion de la forma
escindida bioactiva de la Hormona Antimulleriana en una muestra.

Estado de la técnica

La hormona antimulleriana (AMH), un miembro de la familia del factor de crecimiento transformante (TGF) -beta,
tiene un papel importante en el desarrollo reproductivo normal masculino y femenino[1]. Ademas, la AMH tiene
aplicaciones clinicas en endocrinologia reproductiva y potencialmente en oncologia, que han centrado la atencion en
la via de transduccion de sefiales de la AMH, con el objetivo de identificar nuevos enfoques para la intervencion
terapéutica y el diagndstico [2,3]. Al igual que otros miembros de la familia TGF-beta, la AMH sefializa mediante el
ensamblaje de un complejo de los componentes de tipo | y de tipo Il del receptor transmembrana de serina/treonina
quinasa, dando como resultado la fosforilacién y activacién de la quinasa del receptor de tipo | por el dominio de
quinasa constitutivamente activo del receptor de tipo Il. El receptor de tipo | activado fosforila a continuacién las
proteinas citoplasmaticas Smad 1, 5 u 8, que migran al nucleo vy, junto con otros factores de transcripcién, regulan
genes sensibles [4,5]. EI AMHRII, el receptor de tipo Il y la AMH, son mutuamente especificos, mientras que los ALK
2, 3 y 6 sirven como receptores de tipo | tanto para AMH como para los miembros de la familia de las proteinas
morfogenéticas 6seas (BMP) [6,7]. La AMH se traduce como un precursor homodimérico, que contiene una pro-
region N-terminal y un dominio maduro C-terminal mas pequefio. El precursor se somete a una escision obligatoria
en sitios monobasicos entre los dos dominios, pero los homodimeros pro-regién y C-terminal permanecen asociados
en un complejo no covalente. A diferencia de otros ligandos de TGF-, el complejo no covalente se puede unir a
AMHRII, que induce la disociacion de la pro-region [8]. Se ha propuesto un mecanismo similar para el complejo no
covalente BMP-7 [9]. Se presenta un modelo en la Figura 1, que muestra el procesamiento de AMH, el ensamblaje
del complejo de sefializacion del receptor de AMH y la sefalizacion intracelular.

En el embrion de vertebrados macho, la AMH es responsable de la regresion de los conductos de Miller, el anageno
del utero, las trompas de Falopio y la parte superior de la vagina. En el varén adulto, la AMH desempeia un papel en
la diferenciacion y funcion de las células de Leydig [10]. En mujeres, el papel de la AMH ha sido elucidado
predominantemente en roedores, donde se ha demostrado que tiene un efecto inhibidor sobre el reclutamiento de
foliculos primordiales asi como sobre la capacidad de respuesta de los foliculos en crecimiento a la hormona
foliculoestimulante (FSH) [11,12]. La AMH se expresa en las células de Sertoli del testiculo fetal y postnatal y en las
células de la granulosa del ovario postnatal, mientras que AMHRII se expresa en las células mesenquimales que
rodean el conducto de Muller (tanto en hombres como en mujeres), en las células de Sertoli, en las células de Leydig
y en las células de la granulosa. La expresion de AMHRII persiste en el aparato reproductor femenino adulto y
también se ha detectado en el sistema nervioso [13,14,15].

Ademas de su papel en la fisiologia reproductiva normal, la AMH ahora se reconoce como un marcador clinico
importante para diagnosticar y evaluar los trastornos reproductivos tanto en hombres como en mujeres. En varones,
la AMH sérica se puede utilizar para evaluar la funcién de células de Sertoli en nifios con estados intersexuales que
pueden ayudar a distinguir entre los defectos de diferenciacion sexual masculina causados por la determinacion
testicular anormal y aquellos resultantes de la alteracion aislada de la secrecién o accion de testosterona [16]. En
mujeres, el nivel de AMH sérica es un marcador fiable para el tamafio del conjunto de foliculos ovéricos y un factor
de prediccion de la respuesta ovarica a la hiperestimulacion ovarica controlada [17]. Ademas, Los niveles de AMH
son 2-3 veces mas altos en mujeres con sindrome de ovario poliquistico (SOP) y existe una correlacion entre la
gravedad de la enfermedad y los niveles de AMH [18]. Se ha sugerido que el aumento del crecimiento folicular, que
ocurre durante las primeras etapas de SOP, puede deberse a una deficiencia de AMH [19], mientras que la
detencion folicular observada en etapas posteriores podria deberse a niveles excesivos de AMH [20].

La AMH y el AMHRII también han sido de interés en el campo de la oncologia. EI AMHRII se expresa en una serie
de tumores vy lineas celulares tumorales [3,21] y la AMH ha demostrado inhibir el crecimiento de algunos de estos
tumores [3]. Ademas de desarrollar la AMH como potencial agente terapéutico [3], se ha sugerido que podrian
generarse anticuerpos agonistas que se unen especificamente al AMHRII y desencadenan la regresion de tumores
de ovario, al imitar la capacidad de la AMH para ensamblar un complejo de sefializacion de receptor activo [ 22].
Como alternativa, los anticuerpos contra el AMHRII podrian combinarse con toxinas para tratar canceres que
expresan el AMHRII [23,24].

Se han desarrollado diversos ensayos ELISA para detectar AMH y medir los niveles de AMH en fluidos corporales
humanos [25-27]. La mayoria de estos ensayos, si no todos, emplean anticuerpos monoclonales (mAb) que detectan
los dominios pro-region y maduros. Uno de los mAb se usa para capturar la AMH, mientras que el otro se biotinila y
se usa para detectar la AMH capturada. Si bien estos ensayos son muy sensibles y pueden detectar AMH en niveles
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bajos en fluidos corporales humanos, no distinguen entre AMH no escindida inactiva y el complejo AMH no covalente
escindido activo. Hasta la fecha, por lo tanto, todas las mediciones de AMH hechas en muestras normales y de
enfermedad han presentado niveles totales de AMH (es decir, AMH no escindida mas AMH escindida bioactiva) y no
han proporcionado informacién sobre el nivel de AMH que esta activa.

Objeto de la invencién

La presente invencion se refiere a proteinas de fusion del Receptor de tipo Il de la Hormona Antimdlleriana solubles
monomeéricas (AMHRII) y a usos de las mismas, en particular para la deteccién o cuantificacion de la forma
escindida bioactiva de la Hormona Antimiilleriana en una muestra. En particular, la presente invencion esta definida
por las reivindicaciones.

Descripcion detallada de la invencién

Se han desarrollado diversos ELISA para medir los niveles de hormona antimulleriana (AMH) en los fluidos
corporales humanos, pero no distinguen entre AMH no escindida inactiva y AMH escindida bioactiva, que puede
unirse al receptor de tipo Il de AMH, AMHRII. Debido a que es posible que ciertas patologias puedan correlacionarse
con el nivel de AMH activa, los inventores han desarrollado un ELISA que detecta AMH escindida bioactiva,
mediante el uso de un nuevo receptor AMHRII soluble. Sorprendentemente han descubierto que cuando se
sintetizan en las células el receptor soluble dimérico AMHRII-Fc y el AMHRII endégeno, tanto el AMHRII-Fc
secretado como una porcion de AMHRII celular contienen un(os) enlace(s) disulfuro intercatenario(s) que une(n)
moléculas individuales en oligbmeros de orden superior a través de sus dominios extracelulares. Ademas,
sorprendentemente, han descubierto que cuando producen un receptor AMHRII soluble, AMHRII-Fc/Fc, que solo
contiene un dominio extracelular y, por lo tanto, ningiin enlace disulfuro intercatenario, este tiene una afinidad y
estequiometria mayores para AMH que la proteina AMHRII-Fc dimérica. Esto indica que el enlace disulfuro
compromete la capacidad de la proteina AMHRII-Fc dimérica y probablemente del AMHRII enddgeno en las células
para unirse a la AMH. Debido a que la proteina AMHRII-Fc/Fc tiene una mayor afinidad por la AMH, se ha podido
usar para desarrollar un ELISA sensible para detectar AMH escindida bioactiva en suero humano. Estos resultados
plantean el principio de que una "proteina de fusidn monomeérica soluble del AMHRII" (es decir, una proteina que
contiene solo un dominio extracelular del AMHRII) puede usarse para detectar la forma escindida bioactiva de la
hormona antimulleriana (es decir, AMH escindida bioactiva) en una muestra, p.ej obtenida de un sujeto (incluidos
seres humanos pero también otras especies de mamiferos).

Por consiguiente, un primer aspecto de la presente invencion se refiere a una proteina de fusion monomérica soluble
del AMHRII en la que un dominio extracelular del AMHRII se fusiona con un polipéptido heterélogo, tal como se
define en las reivindicaciones. De acuerdo con la invencion, la proteina de fusién monomérica soluble del AMHRII
tiene las siguientes caracteristicas: la proteina es soluble en particular en fluidos biolégicos, la proteina tiene la
capacidad de unirse a AMH escindida bioactiva y la proteina contiene solo un dominio extracelular del AMHRII por
molécula de proteina de fusion. Preferentemente, la proteina de fusion monomérica soluble del AMHRII se produce
en una célula eucariota.

Como se usa en el presente documento, el "AMHRII" tiene su significado general en la técnica y se refiere al
Receptor de Hormona Antimdilleriana de tipo Il (AMHRII). El término "AMHRII" incluye AMHRII de origen natural y
variantes conservadoras de funcién del mismo. EI AMHRII puede ser de cualquier fuente, pero normalmente es un
AMHRII mamifero (por ejemplo, un primate humano y no humano, como un gato, perro, vaca, cabra, oveja...) y mas
particularmente un AMHRII humano. La secuencia de proteina del AMHRII y acidos nucleicos para codificar tales
proteinas son bien conocidos por los expertos en la materia. Por ejemplo, La Solicitud de acceso de UniProtKB N°
Q16671 (SEQ ID NO: 1) proporciona la secuencia de aminoacidos completa del AMHRII de Homo sapiens. Sin
embargo, debe entenderse que, como los expertos en la materia conocen la secuencia de estas moléculas, se
puede usar cualquier proteina AMHRII o variante de secuencia génica siempre que tenga las propiedades de un
AMHRIL.

Las "variantes conservadoras de funcién" son aquellas en las que un resto de aminoacido dado en una proteina o
enzima se ha cambiado sin alterar la conformacion y funcién generales del polipéptido, que incluyen, pero sin
limitacion, sustitucion de un aminoacido por uno que tiene propiedades similares (tal como, por ejemplo, la polaridad,
el potencial de enlace de hidrégeno, acido, basico, hidréfobo, aromatico y similares). Los aminoacidos distintos de
los indicados como conservados pueden diferir en una proteina de manera que el porcentaje de proteina o la
similitud de secuencia de aminoacidos entre dos proteinas cualquiera de funcién similar puede variar y puede ser,
por ejemplo, del 70% al 99% segun se determina de acuerdo con un esquema de alineacién tal como mediante el
Método de conglomerados, en el que la similitud se basa en el algoritmo MEGALIGN. Una "variante conservadora de
funcion" también incluye un polipéptido que tiene al menos el 60% de identidad de aminoacidos como se determina
mediante algoritmos BLAST o FASTA, preferentemente al menos el 75 %, mas preferentemente al menos 80% e
incluso mas preferentemente al menos 90% y que tiene las mismas o sustancialmente similares propiedades o
funciones que la proteina nativa o parental con la que se compara.

Como se usa en el presente documento, la expresion "dominio extracelular del AMHRII" o "DEC del AMHRII" tiene
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su significado general en la técnica y se refiere al dominio del AMRHII que se une a la forma activa de AMH. En
particular, el dominio extracelular del AMHRII comprende la secuencia de aminoacidos que varia desde el resto en la
posicion 18 hasta el resto en la posicion 145 en la SEQ ID NO: 1 o una variante conservadora de funcion de la
misma. La variante conservadora de funcién comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 80%
de identidad con la secuencia de aminoacidos que varia desde el resto en la posicidon 18 hasta el resto en la posicion
145 en la SEQ ID NO: 1. Mas particularmente, la variante conservadora de funcion comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene el 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% de identidad
con la secuencia de aminoacidos que varia desde el resto en la posicion 18 hasta el resto en la posicion 145 en la
SEQ ID NO: 1. La capacidad de una variante para unirse a AMH escindida bioactiva puede evaluarse mediante
cualquier técnica convencional conocida en la técnica. Los ejemplos de dichas técnicas convencionales son
experimentos de precipitacion y experimentos ELISA como se describe en el presente documento mas adelante en
los procedimientos experimentales.

En algunas realizaciones, la proteina de fusién monomérica soluble del AMHRII comprende un dominio extracelular
del AMHRII que se fusiona directamente o mediante un espaciador en su extremo C-terminal con el extremo N-
terminal del polipéptido heterdlogo, o en su extremo N-terminal con el extremo C-terminal del polipéptido heterdlogo.
Como se usa en el presente documento, el término "directamente" significa que el (primer o ultimo) aminoacido en el
extremo terminal (extremo N o C-terminal) del polipéptido se fusiona con el (primero o el ultimo) aminoacido en el
extremo terminal (extremo N o C-terminal) del polipéptido heterélogo. En otras palabras, en esta realizacion, el
tltimo aminoacido del extremo C-terminal de dicho polipéptido esta directamente unido por un enlace covalente al
primer aminoacido del extremo N-terminal de dicho polipéptido heterdlogo, o el primer aminoacido del extremo N-
terminal de dicho polipéptido esta directamente unido por un enlace covalente al ultimo aminoacido del extremo C-
terminal de dicho polipéptido heterélogo. Como se usa en el presente documento, el término "espaciador" se refiere
a una secuencia de al menos un aminoacido que une el polipéptido de la invencién al polipéptido heterdlogo. Tal
espaciador puede ser Util para evitar impedimentos estéricos.

Como se usa en el presente documento, la expresion "polipéptido heterdlogo" se refiere a cualquier polipéptido que
no es parte del AMHRII y que consiste en una "etiqueta" que puede usarse para detectar y/o inmovilizar la proteina
de fusién monomeérica soluble del AMHRII de la invencion. "Etiqueta” significa cualquier polipéptido que facilita su
asociacion con otra molécula. Se desvela que el polipéptido heterélogo comprende dominios para la secuencia de
reconocimiento de enzimas; para asociar moléculas no proteinicas tales como biotina o carbohidratos o cualquier
otra modificacion postraduccional de la proteina. Como un ejemplo no limitativo, las siguientes secuencias
polipeptidicas pueden ser una etiqueta seleccionada del grupo que consiste en una secuencia peptidica que acepta
biotina (por ejemplo, péptido transportador de biotina carboxilo), péptido hexa-His, Strep-Tag, Strep-Tagil, FLAG, c-
myc, hemaglutinina de influenza humana (HA), proteina de unién a maltosa (MBP), glutation-S-transferasa (GST),
proteina fluorescente verde (GFP), proteina fluorescente roja (RFP), proteina fluorescente azul (BFP), proteina de
unién a quitina, proteina de unién a calmodulina (CBP), dominio de unién a celulosa, S-tag, FIAsH, RsaA y otros
tipos similares de secuencias peptidicas que tienen la capacidad de facilitar la asociacién con otra molécula. Por
ejemplo, las secuencias de péptidos que aceptan biotina se describen en la Patente de Estados Unidos N.°
5.723.584 expedida el 3 de marzo de 1998, en la patente de Estados Unidos N.° 5.874.239 expedida el 23 de
febrero de 1999, en la patente de Estados Unidos N.° 5.932.433, expedida el 3 de agosto de 1999 y en la Patente de
Estados Unidos N.° 6.265.552, expedida en julio de 2001. El polipéptido heterdlogo se puede elegir de manera que
se pueda generar un anticuerpo contra él. De acuerdo con la invencion, el polipéptido heterélogo es un dominio Fc.

Como se usa en el presente documento, el término "dominio Fc" tiene su significado general en la técnica y se usa
para definir una regiéon C-terminal de una cadena pesada de inmunoglobulina, que incluye dominios Fc de secuencia
nativa y dominios Fc variantes. Normalmente, el dominio Fc de 1gG consiste en los dominios de la regién constante
CH2 y CH3. Aunque los limites del dominio Fc de otras cadenas pesadas de inmunoglobulina pueden variar, el
dominio Fc de la cadena pesada de IgG-1 humana se define habitualmente para que se extienda desde un resto de
aminoacido en la posicién 111 hasta el extremo carboxilo del mismo. En algunas realizaciones, el dominio Fc se
obtiene de cualquier inmunoglobulina, tal como los subtipos 1gG-1, IgG-2, 1gG-3 o IgG-4, IgA (incluyendo IgA-1 e
IgA-2), IgE, IgD o IgM. En una realizacion particular, el dominio Fc es un dominio Fc de secuencia nativa. En una
realizacion particular, el dominio Fc es un dominio Fc variante. En otra realizacion mas, el dominio Fc es un dominio
Fc funcional. En algunas realizaciones, el dominio Fc comprende una secuencia de aminoacidos que varia desde el
resto en la posicion 104 hasta el resto en la posicion 330 en la SEQ ID NO: 2 (UniProtKB Referencia P01857). Los
restos 104 a 110 codifican parte de la region de bisagra, que conecta las regiones Fab y Fc y contiene dos cisteinas
que forman enlaces disulfuro intercatenarios entre dos cadenas pesadas de IgG.

El dominio extracelular del AMHRII puede fusionarse al extremo N o al extremo C del dominio Fc. En algunas
realizaciones, el extremo C-terminal del dominio extracelular del AMHRII se fusiona al extremo N-terminal del
dominio Fc.

En algunas realizaciones, la proteina de fusién monomeérica soluble del AMHRII de la presente invencion consiste en
una primera cadena que tiene un dominio extracelular del AMHRII fusionado a un dominio Fc y una segunda cadena
que consiste en un dominio Fc en el que las cadenas se encuentran unidas por disulfuro dentro de sus dominios Fc.
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La proteina de fusion monomeérica soluble del AMHRII de la presente invencion se prepara de acuerdo con cualquier
método bien conocido en la técnica. Normalmente, la proteina de fusién monomérica soluble del AMHRII se prepara
de forma recombinante transformando una célula hospedadora con un vector que comprende una molécula de acido
nucleico que codifica la proteina.

En algunas realizaciones, cuando la proteina de fusion monomérica soluble del AMHRII de la presente invencién
consiste en una primera cadena que tiene un dominio extracelular del AMHRII fusionado a un dominio Fc y una
segunda cadena que consiste en un dominio Fc en el que las cadenas se encuentran unidas por disulfuro dentro de
sus dominios Fc, se puede preparar de acuerdo con el método descrito en el EJEMPLO. En resumen, una célula
hospedadora se transforma con un vector que comprende una molécula de acido nucleico que codifica para la
primera cadena (es decir, la primera cadena que tiene un dominio extracelular del AMHRII fusionado a un dominio
Fc) y con un vector codificante que comprende una molécula de acido nucleico que codifica para la segunda cadena
( es decir, la cadena que tiene un Unico dominio Fc). Se espera que se expresen 3 proteinas por la célula
hospedadora: una proteina AMHRII-Fc dimérica, la proteina de fusion monomérica soluble del AMHRII de la
presente invencion y una proteina Fc dimérica. La proteina de fusion monomérica soluble del AMHRII de la presente
invencion se puede purificar y aislar, a continuacion, de acuerdo con cualquier método bien conocido en la técnica.
Normalmente, se usa preferentemente una proporcion de 1 vector que codifica la primera cadena por 1 vector que
codifica la segunda cadena para la preparacion de la proteina de fusién monomérica soluble del AMHRII de la
presente invencion.

Normalmente, la molécula de acido nucleico es una molécula de ADNc.

Como se usa en el presente documento, Los términos "vector", "vector de clonacion" y "vector de expresion"
significan el vehiculo mediante el cual se puede introducir una secuencia de ADN o ARN (por ejemplo, un gen
extrafio) en una célula hospedadora, para transformar el hospedador y promover la expresion (por ejemplo,
transcripcion y traducciodn) de la secuencia introducida.

En algunas realizaciones, el vector es un vector bicistronico que incluye las dos moléculas de acido nucleico (es
decir, la molécula de acido nucleico que codifica la primera cadena y la molécula de acido nucleico que codifica la
segunda cadena).

Se puede usar cualquier vector de expresion para célula animal. Los ejemplos de vectores adecuados incluyen
pAGE107 (Miyaji H et al., 1990), pAGE103 (Mizukami T et al., 1987), pHSG274 (Brady G et al., 1984), pKCR
(O'Hare K et al., 1981), pSG1 beta d2-4-(Miyaji H et al., 1990) y similares. Otros ejemplos de plasmidos incluyen
plasmidos de replicacion que comprenden un origen de replicacién, o plasmidos integradores, tales como, por
ejemplo, pUC, pcDNA, pBR y similares. Otros ejemplos de vectores virales incluyen adenovirus, retrovirus, herpes
virus y vectores AAV. Tales virus recombinantes pueden producirse mediante técnicas conocidas en la técnica, tales
como transfectando células de empaquetamiento o mediante transfeccién transitoria con plasmidos o virus
auxiliares. Los ejemplos tipicos de células empaquetadoras de virus incluyen células PA317, Células PsiCRIP,
Células GPenv+, células 293, etc. Pueden encontrarse protocolos detallados para producir tales virus recombinantes
sin capacidad de replicacion, por ejemplo, en los documentos WO 95/14785, WO 96/22378, US 5.882.877, US
6.013.516, US 4.861.719, US 5.278.056 y US 94/19478. Los ejemplos de promotores y potenciadores usados en el
vector de expresion para célula animal incluyen el promotor y potenciador temprano de SV40, promotor LTR y
potenciador del virus de la leucemia murina Moloney, promotor y potenciador de la cadena H de inmunoglobulina y
similares.

El término "transformacion” significa la introduccion de una molécula de acido nucleico "extrafia" (es decir, extrinseca
o extracelular) en una célula hospedadora, de modo que la célula hospedadora exprese la molécula de &acido
nucleico introducida para producir la sustancia deseada, normalmente una proteina o enzima codificada por el gen o
secuencia introducida. Una célula hospedadora que recibe y expresa el ADN o ARN introducido se ha
"transformado”. De acuerdo con la invencién, la célula hospedadora es una célula eucariota. Se podrian usar lineas
celulares eucariotas tipicas tales como CHO, BHK-21, COS-7, C127, PER.C6, YB2/0 o HEK293, por su capacidad
para procesar las modificaciones postraduccionales correctas de la proteina de fusién monomérica soluble del
AMHRII de la presente invencion. Las células 293 c¢18 (también llamadas células 293E; ATCC numero CRL-10852)
expresan la proteina del antigeno nuclear 1 (EBNA1) del virus Epstein Barr (EBV) y son particularmente utiles para
expresar genes en vectores que también contienen el origen de replicacion del EBV (oriP).

Por consiguiente, un aspecto adicional de la invencion se refiere a una célula hospedadora transformada con una
molécula de acido nucleico que codifica la primera cadena y con una molécula de acido nucleico que codifica la
segunda cadena. La proteina de fusidén monomeérica soluble del AMHRII de la presente invencién se obtiene a
continuacion por la célula hospedadora de la invencion y recuperando la proteina de fusién monomérica soluble del
AMHRII de la presente invencién expresada por la célula hospedadora, a partir del cultivo. La proteina de fusion
soluble del AMHRII de la presente invencién se purifica a continuacion mediante procedimientos convencionales,
conocidos por los expertos en la materia, por ejemplo mediante precipitacion fraccionada, en particular precipitacion
con sulfato de amonio, electroforesis, filtracion en gel, cromatografia de afinidad, etc.
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La proteina de fusién monomérica soluble del AMHRII de la presente invencidn puede encontrar diversas
aplicaciones.

En algunas realizaciones, la proteina de fusion monomérica soluble del AMHRII de la invencién se usa para la
deteccién y cuantificacion de la forma escindida bioactiva de la hormona antimulleriana (AMH) (es decir, AMH
escindida bioactiva) en una muestra.

Como se usa en el presente documento, el término "Hormona Antimuleriana" (AMH) corresponde a una hormona
glicoproteica de 140 kDa. La AMH se sintetiza como un gran precursor con una secuencia sefial corta seguida por la
hormona pre-pro que forma homodimeros. Antes de la secrecion, la hormona madura se somete a glucosilaciéon y
dimerizaciéon para producir un dimero de 140 kDa de subunidades monoméricas de 70 kDa unidas por disulfuro
idénticas; cada mondmero contiene un dominio N-terminal (también llamado regién "pro") y un dominio C-terminal
(también denominado regién "madura"). "La AMH no escindida", como se usa en el presente documento,
corresponde al dimero de 140 kDa de subunidades monoméricas de 70 kDa unidas por disulfuro idénticas; cada
monomero contiene un dominio N-terminal (también llamado regiéon "pro") y un dominio C-terminal (también
denominado region "madura"). Aproximadamente el 10% de la AMH producida en células y secretada en el medio se
escinde en sitios monobasicos para generar homodimeros N-terminal de 110 kDa y C-terminal de 25 kDa que
permanecen asociados en un complejo no covalente. De este modo, "la AMH secretada", como se usa en el
presente documento, contiene aproximadamente el 90% del homodimero de 140 kDa y aproximadamente el 10% del
complejo no covalente escindido. "La AMH escindida bioactiva", como se usa en el presente documento,
corresponde a los homodimeros N-terminal de 110 kDa y C-terminal de 25 kDa que permanecen asociados en un
complejo no covalente, como se define en Pepinsky et al., 1988. "La AMH N-terminal", como se usa en el presente
documento, corresponde al homodimero N-terminal de 110 kDa, como se define en Pepinsky et al., 1988. "La AMH
C-terminal", como se usa en el presente documento, corresponde al homodimero C-terminal de 25 kDa, como se
define en Pepinsky et al., 1988. Como se muestra en Pepinsky et al. 1988, la AMH no escindida se puede convertir
en AMH escindida completamente bioactiva mediante tratamiento con la proteasa plasmina.

Por consiguiente, un aspecto adicional de la presente invencién se refiere a un método para detectar o cuantificar la
presencia de la AMH escindida bioactiva en una muestra, comprendiendo dicho método poner en contacto la
muestra con una proteina de fusién monomérica soluble del AMHRII de la invencién.

En algunas realizaciones, la muestra es una muestra biolégica, como extractos tisulares, lisados celulares o medio
de cultivo, o es un fluido corporal como sangre completa, suero, plasma, fluido folicular, fluido seminal, fluido
sinovial, liquido cefalorraquideo, saliva u orina. En una realizacion particular, la muestra es una muestra de suero,
una muestra de sangre completa, una muestra de plasma, una muestra de fluido folicular, una muestra de fluido
seminal.

Normalmente, la deteccion o cuantificacion de la AMH escindida bioactiva se consigue mediante cualquier método
conocido en la técnica usando una proteina de fusion monomérica soluble del AMHRII de la invencidn. Ejemplos de
tales métodos incluyen, pero sin limitacion, técnicas convencionales de electroforesis e inmunodiagnéstico, tales
como transferencia western, radioinmunoensayo, ELISA (ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas),
inmunoensayo en sandwich, ensayo inmunorradiométrico, reaccion de precipitacion de difusion de gel, ensayo de
inmunodifusién, reaccion de precipitacion, ensayo de aglutinaciéon (como ensayo de aglutinaciéon en gel, ensayo de
hemaglutinacion, etc.), ensayo de fijacién del complemento, ensayo de inmunofluorescencia, ensayo de proteina A,
ensayo de inmunoelectroforesis, cromatografia liquida de alta resolucién, cromatografia de exclusion por tamafio,
afinidad en fase soélida, etc.

En algunas realizaciones, la proteina de fusion monomeérica soluble del AMHRII de la presente invencion comprende
un marcador tal como un agente quimioluminiscente, un agente colorimétrico, un agente de transferencia de energia,
una enzima, un agente fluorescente o un radiois6topo. Los ejemplos de agente quimioluminiscente incluyen una
enzima que produce una sefial quimioluminiscente en presencia de un(os) sustrato(s) que produce(n) energia
quimioluminiscente cuando reacciona(n) con la enzima. Los ejemplos de tal enzima incluyen peroxidasa de rabano
picante (HRP) y fosfatasa alcalina (AP). Otros ejemplos de un agente quimioluminiscente incluyen un marcador
quimioluminiscente directo no enzimatico, como el sistema de éster de Acridinio. Los ejemplos de un agente
colorimétrico incluyen una enzima tal como peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina y acetilcolinesterasa
(AChE). Los ejemplos de agente de transferencia de energia incluyen quelatos de lantanidos fluorescentes. Los
ejemplos de agentes fluorescentes incluyen colorantes fluorescentes. Los ejemplos de radioisotopos incluyen 291,
4C y 3H. El marcador se puede acoplar directa o indirectamente mediante cualquier método conocido en la técnica.

En algunas realizaciones, la deteccion o cuantificacién de la AMH escindida bioactiva en una muestra se logra con
un soporte soélido en el que la proteina de fusién monomérica soluble del AMHRII de la presente invencion se
inmoviliza en él (por ejemplo, se recubre directa o indirectamente en él). El soporte sélido puede estar en forma de
placas, tubos de ensayo, perlas, microparticulas, papel de filtro, membrana, filtros de vidrio, particulas magnéticas,
chips de vidrio o silicona u otros materiales conocidos en la técnica.

En algunas realizaciones, la proteina de fusién monomérica soluble del AMHRII de la presente invencion se
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inmoviliza en el soporte cuando un anticuerpo recubierto en la superficie del soporte sélido se une al polipéptido
heterdlogo.

En algunas realizaciones, la proteina de fusién monomérica soluble del AMHRII de la presente invencion se
inmoviliza directamente sobre el soporte por el polipéptido heterélogo (por ejemplo, un dominio Fc) que se encuentra
recubierto en la superficie del soporte sélido.

En algunas realizaciones, el método para detectar o cuantificar la presencia de la AMH escindida bioactiva de la
presente invencion comprende la etapa de poner en contacto la muestra con una proteina de fusién monomérica
soluble del AMHRII que consiste en una primera cadena que tiene un dominio extracelular del AMHRII fusionado a
un dominio Fc y una segunda cadena que consiste en un dominio Fc en donde las cadenas estan unidas por
disulfuro dentro de sus dominios Fc.

En dicha realizacion, el inmunoensayo de acuerdo con la invencion puede implicar el uso de dicha proteina de fusion
monomeérica soluble del AMHRII de la invencion en combinacidon con un anticuerpo anti-AMH. Normalmente, el
anticuerpo anti-AMH se usa para "detectar" la AMH y la proteina de fusion monomérica soluble de AMHRII se usa
para "capturar" la AMH. Los ejemplos de dicho ensayo son experimentos ELISA como se describe en el presente
documento a continuacion en el EJEMPLO. En algunas realizaciones, la deteccidon y cuantificacion de AMH
escindida bioactiva en una muestra se logran i) proporcionando un recubrimiento de soporte sélido con una cantidad
de anticuerpos especificos para el dominio Fc de la proteina de fusibn monomérica soluble del AMHRII de la
invencién (por ejemplo, anticuerpos anti-Fc de cabra como se describe en el EJEMPLO), ii) afiadiendo una cantidad
de la proteina de fusion monomeérica soluble del AMHRII de la invencidn, iii) poniendo la muestra que contiene AMH
en contacto con el soporte solido, iv) afiadiendo una cantidad del anticuerpo anti-AMH que esta conjugado a un
primer marcador y v) agregando una cantidad de un compafiero de unién que es especifico para el marcador del
anticuerpo AMH y que esta conjugado con el segundo marcador. Mientras que la proteina de fusion monomeérica
soluble del AMHRII captura la AMH presente en la muestra, el anticuerpo anti-AMH se une a la AMH (es decir, para
crear complejos "sandwich") y el compafiero de uniéon conjugado con el segundo marcador se une al primer
marcador conjugado con el anticuerpo anti-AMH. La medicién de la cantidad de compafiero de unién unido que es
especifico para el marcador del anticuerpo anti-AMH revela la cantidad de AMH presente en la muestra.
Normalmente, el anticuerpo anti-AMH se dirige a un epitopo dirigido a la regiéon C-terminal de la AMH, que no evita la
interaccion entre la AMH escindida bioactiva y el dominio extracelular de la proteina de fusion del AMHRII. Un
ejemplo de tal anticuerpo incluye el mAb 22A2 monoclonal de ratén. Normalmente, el primer marcador es biotina y el
companiero de union es por lo tanto estreptavidina. En algunas realizaciones, la estreptavidina se conjuga con HRP
(peroxidasa de rabano picante). Normalmente, las etapas de lavado (con cualquier tampoén apropiado tal como PBS
con o sin un detergente no idnico) se realizan después de los pasos i), ii), iii), iv) y v). Normalmente, se realiza una
etapa de bloqueo después de la etapa i) con un tampoén que contiene BSA o leche y/o suero (de cabra o bovino)
para bloquear la unién no especifica de las proteinas afiadidas en las etapas ii) a v).

Los métodos para la deteccion y cuantificacion de AMH escindida bioactiva como se describe anteriormente son
particularmente adecuados en ensayos de diagnéstico.

El método de diagndstico de la invencion se puede llevar a cabo con cualquier sujeto. Un "sujeto" es
preferentemente un mamifero, en particular un ser humano. Sin embargo, los métodos de diagndstico de la
invencion también encuentran aplicaciones en el campo veterinario y pueden aplicarse a cualquier sujeto mamifero
tal como un gato, perro, vaca, cabra, oveja... Los sujetos pueden ser hombres o mujeres y pueden ser de cualquier
edad, incluidos los sujetos prenatales (es decir, en el Utero), recién nacidos, lactantes, juveniles, adolescentes,
adultos y geriatricos.

En particular, un objeto de la presente invencion se refiere a un método de diagnédstico para determinar la fertilidad
de un sujeto (es decir, un humano o no), para predecir la tasa de éxito de la hiperestimulaciéon ovarica controlada,
para diagnosticar trastornos intersexuales como insensibilidad a andrégenos y disgenesia gonadal, para evaluar la
pubertad masculina ( en particular para nifios que padecen pubertad precoz) o para diagnosticar y/o controlar la
presencia de un cancer en un sujeto que lo necesite, comprendiendo dicho método cuantificar la AMH escindida
bioactiva en una muestra obtenida de dicho sujeto, como se describe anteriormente en el presente documento.

En alguna realizacién, el método de diagndstico estd destinado a diagnosticar y/o controlar la presencia de un
cancer en un sujeto. Normalmente, el cancer es un cancer de receptor de AMH tipo Il y/o cancer que expresa AMH.
En algunas realizaciones, el método esta destinado a diagnosticar y/o controlar un cancer, dicho cancer es una
neoplasia que proviene de tumores de células de la granulosa, un cancer de ovario, un cancer de mama, un cancer
de utero o un cancer de prostata. En una realizacion particular, el cancer es un cancer de ovario que proviene de
tumores de células de la granulosa. En algunas realizaciones, el cancer es un cancer testicular.

En alguna realizacion, el método de diagndstico esta destinado a determinar la fertilidad de un sujeto. En algunas
realizaciones, el método de diagndstico de la invencién estd destinado a determinar la fertilidad de un sujeto
femenino. En algunas realizaciones, el método de diagndstico de la invencion esta destinado a determinar la
fertilidad de un sujeto masculino.
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En algunas realizaciones, el método de diagnostico estd destinado para predecir la tasa de éxito de la
hiperestimulacién ovarica controlada. La hiperestimulacion ovarica controlada es una técnica utilizada en la
reproduccién asistida que implica el uso de medicamentos de fertilidad para inducir la ovulacién por multiples
foliculos ovaricos. Normalmente, la hiperestimulacién ovarica controlada consiste en la administracién de un principio
activo seleccionado del grupo que consiste en agonistas o antagonistas de GnRH asociados con la hormona
foliculoestimulante recombinante (FSH) o la gonadotropina coriénica humana (hCGH).

En alguna realizacion, el método de diagnostico es particularmente adecuado en ensayos de diagndstico para
trastornos intersexuales como la insensibilidad a los andrégenos o en ensayos de diagndstico para el hipogonadismo
hipogonadotropico. EI método también es particularmente adecuado para la evaluaciéon de problemas con la
pubertad masculina, en particular para nifios que padecen disgenesia gonadal.

Otro objeto de la invencion es un método para diagnosticar el sindrome del conducto Milleriano persistente (PMDS)
en un sujeto que lo necesita, comprendiendo dicho método cuantificar la AMH escindida bioactiva en una muestra
obtenida de dicho sujeto, como se describe anteriormente en el presente documento. Por lo general, el método es
para diagnosticar el PMDS causado por una mutacion en el gen AMH.

De acuerdo con la invencion, el método de diagndstico para determinar la fertilidad de un sujeto o para diagnosticar
y/o controlar la presencia de un cancer o para diagnosticar el PMDS en un sujeto que lo necesita, comprende los
pasos de i) proporcionar una muestra obtenida de un sujeto, ii) poner en contacto la muestra con una proteina de
fusion monomérica soluble del AMHRII de la presente invencidn como se define anteriormente en el presente
documento en condiciones apropiadas para la formaciéon de un complejo entre la proteina de fusién monomérica
soluble del AMHRII y la AMH escindida bioactiva presente en la muestra, iii) cuantificar la cantidad de complejos
formados para determinar la cantidad de AMH escindida bioactiva presente en la muestra y iv) correlacionar la
cantidad de AMH escindida bioactiva con la determinacién de la fertilidad de un sujeto o con el diagnéstico y/o el
control de un cancer o con el diagnéstico de PMDS en un sujeto.

La cantidad de AMH escindida bioactiva cuantificada puede compararse, por lo tanto, con un valor de referencia
predeterminado que es, por ejemplo, la cantidad correspondiente detectada en las muestras de sujetos control, o en
muestras anteriores obtenidas del sujeto. En algunas realizaciones, los valores de referencia predeterminados se
refieren a la cantidad de al menos una de las formas biolégicas de AMH que puede determinarse por el método de la
invenciéon en un sujeto que no ha sido diagnosticado de un cancer o en un sujeto que se considera fértil o0 en un
sujeto que no ha sido diagnosticado de PMDS. Normalmente, una mayor cantidad de AMH total en una muestra que
el valor de referencia predeterminado es indicativo de la fertilidad de un sujeto, mientras que una cantidad menor
que el valor de referencia predeterminado es un marcador de infertilidad. La capacidad de medir la AMH escindida
bioactiva por el método de la invencién puede permitir que estas correlaciones y evaluaciones sean mas precisas.
Una mayor cantidad de AMH total en una muestra en comparacioén con el valor de referencia predeterminado es
indicativo de la presencia de un cancer. La cuantificacién de la cantidad de AMH escindida bioactiva también es de
interés para controlar, por ejemplo, la eficacia de la cirugia y la recurrencia del cancer. Por lo tanto, los niveles
séricos de AMH generalmente se normalizan unos dias después de la cirugia, por lo que los niveles persistentes de
AMH son indicativos de cancer residual. Normalmente; una menor cantidad de AMH total en una muestra en
comparaciéon con el valor de referencia predeterminado es indicativo de la presencia de PMDS. De nuevo, la
capacidad de medir la AMH escindida bioactiva por el método de la invencién puede permitir mejor control y/o
diagnéstico de cancer y PMDS.

Otro objeto de la invencion es un kit para uso en el método de la invencion como se describe anteriormente en el
presente documento que comprende una proteina de fusion monomérica soluble del AMHRII de la presente
invencion.

En algunas realizaciones, el kit comprende una proteina de fusién monomérica soluble del AMHRII que consiste en
una primera cadena que tiene un dominio extracelular del AMHRII fusionado a un dominio Fc y una segunda cadena
gue consiste en un dominio Fc en el que las cadenas se encuentran unidas por disulfuro dentro de sus dominios Fc.
En dichas realizaciones, el kit de la presente invencion también comprende un anticuerpo anti-AMH. Normalmente,
el anticuerpo anti-AMH se dirige a un epitopo dirigido a la regién C-terminal de la AMH, que no evita la interaccién
entre la AMH escindida bioactiva y el dominio extracelular de la proteina de fusién del AMHRII. Un ejemplo de tal
anticuerpo incluye el mAb 22A2 monoclonal de raton. Normalmente, el anticuerpo anti-AMH estd marcado con
biotina. En algunas realizaciones, el kit de la presente invencion comprende i) una proteina de fusion monomérica
soluble del AMHRII de la presente invencion, ii) un anticuerpo anti-AMH marcado con biotina como se describe
anteriormente, iii) un soporte sdlido recubierto con anticuerpos anti-dominio Fc (por ejemplo, anticuerpos anti-Fc de
cabra) y iv) un comparfiero de union estreptavidina conjugada con HRP.

El kit también puede contener componentes adicionales opcionales para realizar el método de la invencién. Dichos
componentes opcionales son, por ejemplo, envases, mezclas, tampones, instrucciones para llevara cabo el ensayo,
marcadores, soportes y cualquier reactivo adicional para llevar a cabo el método. Otro componente opcional es AMH
escindida bioactiva recombinante para generar curvas patron.
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La proteina de fusion monomérica soluble del AMHRII de la invencién puede encontrar aplicaciones terapéuticas. En
particular, la proteina de fusion monomérica soluble del AMHRII puede representar un receptor sefiuelo que puede
atrapar la AMH escindida bioactiva circulante y por lo tanto actia como un antagonista de AMH. En algunas
realizaciones, la proteina de fusién monomérica soluble del AMHRII consiste en una primera cadena que tiene un
dominio extracelular del AMHRII fusionado a un dominio Fc y una segunda cadena que consiste en un dominio Fc en
el que las cadenas se encuentran unidas por disulfuro dentro de sus dominios Fc.

En particular, se puede usar la proteina de fusion monomérica soluble del AMHRII de la invencion para mejorar la
fertilidad femenina y/o para tratar trastornos de infertilidad femenina y/o para mejorar o tratar la infertilidad masculina.
Como se usa en el presente documento, la expresion "mejorar la fertilidad femenina" generalmente se refiere a
aumentar las posibilidades de concepcion. Por ejemplo, la proteina de fusion monomeérica soluble del AMHRII de la
presente invencion es adecuada para mejorar la tasa de éxito de la hiperestimulacién ovarica controlada.
Normalmente, la proteina de fusién monomérica soluble del AMHRII de la presente invencién ejerce su efecto al
aumentar el reclutamiento de foliculos primordiales, pero también al aumentar la sensibilidad de los foliculos a FSH.
La proteina de fusion monomérica soluble del AMHRII de la presente invencion también puede encontrar aplicacion
en técnicas de preservacion de la fertilidad en pacientes con cancer basado en la criopreservacion de tejido ovarico.

Los sujetos que pueden recibir un tratamiento para mejorar la fertilidad pueden ser hembras de cualquier especie de
mamifero, incluyendo seres humanos. En determinadas realizaciones, la proteina de fusion monomeérica soluble del
AMHRII de la presente invencion se administra a una mujer y en particular a una mujer durante sus afios
reproductivos. En otras realizaciones, la proteina de fusién monomérica soluble del AMHRII de la presente invencion
se administra a un animal domesticado hembra (por ejemplo, ganado bovino, ovejas, cabras, caballos y similares) o
a una hembra de animal de compania (por ejemplo, perro, gato, y similares).

Normalmente la proteina de fusion monomérica soluble del AMHRII de la presente invencién se administra a un
sujeto en una cantidad eficaz, es decir, una cantidad que es suficiente para cumplir su propdsito previsto. La
cantidad exacta de la proteina de fusibn monomérica soluble del AMHRII de la presente invencién que se
administrara variara de un sujeto a otro, dependiendo de la edad, sexo, peso y estado general de salud del sujeto a
tratar, la respuesta biolégica o médica deseada ( por ejemplo, reclutamiento de foliculos primordiales, mejora de la
fertiidad femenina, y similares). En muchas realizaciones, una cantidad efectiva es aquella que aumenta el
reclutamiento de foliculos primordiales.

Normalmente, la proteina de fusion monomérica soluble del AMHRII de la presente invencion (opcionalmente
después de la formulacién con uno o mas vehiculos o excipientes farmacéuticamente aceptables apropiados), en
una dosificacion deseada, se administra a un sujeto que lo necesita mediante cualquier ruta adecuada. Se conocen
diversos sistemas de suministro y se pueden usar para administrar la proteina de fusién monomérica soluble del
AMHRII de la presente invencién que incluyen comprimidos, cdpsulas, soluciones inyectables, encapsulacion en
liposomas, microparticulas, microcapsulas, etc. Los métodos de administracion incluyen la administracion
intravenosa de una composicion liquida, la administracion transdérmica de una formulacion liquida o sélida, la
administracion topica oral o la administracion intersticial o interoperatoria. La administracion puede verse afectada
por la implantacion de un dispositivo cuya funcién primaria puede no ser un vehiculo de administraciéon de farmacos.
La administracién también puede realizarse mediante incubaciéon en una muestra ex vivo (por ejemplo, biopsia
ovarica).

Como se menciona anteriormente, la proteina de fusion monomérica soluble del AMHRII de la presente invencién se
administra per se o como una composicion farmacéutica. Por consiguiente, la presente invencion proporciona
composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad eficaz de una proteina de fusion monomérica soluble
del AMHRII de la presente invencion y al menos un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

La invencion se ilustrara adicionalmente mediante las siguientes figuras y ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos y
figuras no deben interpretarse de ninguna manera como limitantes del alcance de la presente invencion.

Descripcion de las figuras

Figura 1. Modelo que muestra el procesamiento de la AMH, el ensamblaje del complejo de sefializacién
del receptor de AMH y la senalizacion intracelular.

Figura 2. Diagrama esquematico que muestra IgG, AMHRII y la proteina de fusion AMHRII-Fc. DEC:
dominio extracelular. TM: dominio transmembrana. El analisis por SDS-PAGE de la proteina de fusion AMHRII-
Fc se analizé en condiciones reductoras y no reductoras y se detecté mediante tinciéon con azul de Coomassie.

Figura 3. Diagrama esquematico que muestra una estrategia para generar una forma monomérica del
DEC del AMHRII. Un sitio de escision para la endoproteinasa LysC se encuentra muy cerca de la unioén del DEC
del AMHRII y el dominio Fc. En este punto, no se sabia que los DEC estaban conectados covalentemente por
un(os) enlace(s) disulfuro.
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Figura 4. Analisis por SDS-PAGE de AMHRII-Fc digerida con endoproteinasa LysC. Después de la digestion
con LysC, las proteinas que contenian Fc se eliminaron con Proteina A Sefarosa. EI DEC funcion6 como un
dimero con un PM de alrededor de 42 kDa antes de la reduccién y como un monémero con un PM de alrededor
de 23 kDa después de la reduccion, lo que indica que los DEC estaban unidos covalentemente mediante un
enlace disulfuro, como se muestra en el diagrama esquematico.

Figura 5. Diagrama esquematico que muestra otra estrategia para generar una version monomérica del
DEC del AMHRII. Un vector de expresion (pRLC010-1) que contiene un ADNc que codifica la proteina de fusion
AMHRII-Fc se coexpresd con otro vector de expresion (pEAG1423) que contiene un ADNc que codifica una
secuencia sefial y los dominios bisagra, CH2, CH3 de IgG1 humana en células 293E. Se muestran las tres
proteinas que se espera que sean producidas por las células transfectadas.

Figura 6. Analisis por SDS-PAGE de células 293E transfectadas con vectores que contienen ADNc de
AMHRII-Fc y de Fc en diversas proporciones. Se detectaron la proteina de fusion dimérica AMHRII-Fc, la
proteina Fc dimérica y la proteina heterodimérica AMHRII-Fc/Fc.

Figura 7. Andlisis por SDS-PAGE de las fracciones de la Proteina A Sefarosa y las columnas de
cromatografia de exclusion por tamano utilizadas para purificar la proteina de fusion AMHRII-Fc/Fc.

Figura 8. AMHRII-Fc se une al mAb 13H8 anti-AMHRIlI con una mayor afinidad y estequiometria que
AMHRII-Fc/Fe. El esquema muestra la configuracion del ELISA usada para evaluar la unién de mAb 13H8 a
AMHRII-Fc y a AMHRII-Fc/Fc. (El esquema solo esta destinado a mostrar los pasos para el ELISA y no debe
interpretarse que implica interacciones monovalentes o bivalentes). Se capturaron los receptores solubles a
diversas concentraciones mediante un anticuerpo Fc antihumano de cabra recubierto en la placa ELISA, se
incubaron con mAb 13H8 y se detecté 13H8 unido con un anticuerpo Fc anti-ratdon de cabra conjugado con
peroxidasa de rabano picante (HRP).

Figura 9. AMHRII-Fc/Fc se une a AMH escindida bioactiva con una mayor afinidad y estequiometria que
AMHRII-Fc. El esquema muestra la configuraciéon del ELISA usada para evaluar la union de AMH a AMHRII-Fc y
a AMHRII-Fc/Fc. Se capturaron los receptores solubles a diversas concentraciones mediante un anticuerpo Fc
anti-humano de cabra recubierto en la placa ELISA, se incubaron con AMH escindida bioactiva y se detecté AMH
escindida bioactiva unida con un mAb de AMH anti-C-terminal (22A2) y con un anticuerpo Fc anti-raton de cabra
conjugado con HRP. Se analizaron dos preparaciones diferentes de AMHRII-Fc/Fc.

Figura 10. AMHR-Fc (D) y AMHR-Fc (M) muestran un comportamiento de unién similar a la AMH escindida
cuando se presentan en solucion. El esquema muestra la configuracion del ELISA utilizada para evaluar la unién
de receptores solubles a AMH escindida bioactiva capturada en mAb 22A2 de AMH anti-C-terminal.

Figura 11. Desarrollo de un ELISA sensible para AMH escindida activa utilizando un nuevo receptor de
tipo Il soluble de alta afinidad. A) El diagrama esquematico muestra los formatos del ELISA usados para
detectar la AMH escindida con los dos receptores solubles. Se captur6 AMHRII-Fc o AMHRII-Fc/Fc (1 pug/ml) en
un anticuerpo Fc anti-humano de cabra recubierto en la placa de ELISA y se incubd con AMH escindida a
diversas concentraciones. Se detecté la AMH escindida unida con un mAb biotinilado anti-C-terminal (22A2) y
estreptavidina conjugada con HRP. B) AMHRII-Fc/Fc mostré una sefial mas alta que AMHRII-Fc en todas las
concentraciones de AMH escindida ensayadas. El recuadro muestra que las respuestas son lineales en el
intervalo de 1 a 10 ng/ml. Los puntos de datos son promedios de seis réplicas. C) Tres lotes diferentes de
AMHRII-Fc/Fc purificado por cromatografia de exclusion por tamafio mostraron respuestas similares en el ELISA.
El recuadro muestra el analisis por SDS-PAGE de los tres lotes en condiciones no reductoras después de la
tincion con azul de Coomassie. Los puntos de datos son promedios de seis réplicas. D) La AMH escindida diluida
en suero humano podria detectarse con alta sensibilidad con el ELISA que emplea el receptor AMHRII-Fc/Fc. Se
diluy6 la AMH escindida en tampén de ensayo (PBS que contenia BSA al 1% y suero de cabra al 1%) o suero
humano (que contenia AMH escindida no detectable o no escindida) a 100 ng/ml y se diluyé en la placa dos
veces con tampén de ensayo. La sensibilidad del ensayo todavia estaba en el intervalo de 1 a 10 ng/ml; el
recuadro muestra que la respuesta fue lineal en este intervalo. Como control negativo, se sustituyé la AMHRII-Fc
(3 ug/ml) por AMHRII-Fc/Fc tratada con meta-peryodato de sodio y que ya no es capaz de unirse a AMH
escindida. Los puntos de datos son promedios de dos réplicas.

Figura 12. El cAMH-ELISA no detecta AMH no escindida. A) El diagrama esquematico muestra el formato del
ELISA para detectar tanto AMH escindida como no escindida (total). Se capturé AMH en un mAb AMH anti-N-
terminal (10.6) y se detectdé con un mAb biotinilado anti-C-terminal (22A2) y estreptavidina conjugada con HRP.
B) El ELISA para AMH total detect6 AMH escindida y no escindida con similar sensibilidad. C) El diagrama
esquematico que muestra el formato cAMH-ELISA se explica en la leyenda de la Figura 2A. D) Solamente se
detecté AMH escindida con el cAMH-ELISA; el recuadro muestra que la respuesta a AMH escindida fue lineal en
el intervalo de 1 a 10 ng/ml. Para ambos ELISA, se diluyeron AMH escindida y no escindida en suero humano a
100 ng/ml y se diluyeron dos veces en la placa con tampdon de ensayo. Los puntos de datos son promedios de
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dos réplicas.

Figura 13. Medicion de niveles de AMH escindida y el nivel de escision de AMH en muestras que
contienen una mezcla de AMH escindida y no escindida. Se prepararon seis muestras que contenian niveles
variables de AMH escindida y no escindida en suero humano al 90% y se midi6 la AMH total usando ELISA para
AMH total (Figura 3A) o se midié la AMH escindida usando el cAMH-ELISA (Figura 3B). Los niveles reales de
AMH total y escindida en cada muestra se recalcularon usando los valores determinados experimentalmente
para AMH total en las muestras Control 0 (0% escindida) y Control 100 (100% escindida), que contenian
unicamente AMH no escindida o escindida, respectivamente. A) Valores experimentales frente a valores reales
para AMH total en las seis muestras. B) Valores experimentales frente a valores reales para la AMH escindida en
las seis muestras. C) Valores experimentales frente a valores reales para el nivel de escision de AMH en las seis
muestras. El nivel de escisiéon de AMH (experimental y real) en cada muestra se calculé dividiendo el nivel de
AMH escindida entre el nivel de AMH total en esa muestra (experimental y real). Los valores experimentales que
se muestran en A son los promedios de seis puntos de datos; los valores experimentales que se muestran en B
son los promedios de N puntos de datos indicados por encima de la barra.

Figura 14. Caracterizacion de AMH en muestras de pacientes mediante analisis bioquimico. Se captur6
AMH en el fluido folicular del paciente con un mAb de AMH anti-N-terminal (10.6) conjugado con Sefarosa, se
analizé mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras, seguido de transferencia western usando un Ac
policlonal anti-AMH (L44). Se hizo migrar AMH no escindida y escindida como controles para permitir la
identificacion del precursor de AMH no escindida y la pro-region N-terminal producida después de la escision. La
banda que migra justo debajo de la banda pro-regién es la cadena pesada de IgG humana, que es detectada por
el anticuerpo Fc anti-conejo secundario. El nivel de escision de AMH en las muestras de pacientes se estimé a
partir de las intensidades del precursor de AMH no escindida y las bandas pro-regién N-terminal.

Ejemplo
Métodos:

Digestion de AMHRII-Fc con Endoproteinasa LysC. La AMHRII-Fc, mostrada en la Figura 2, fue preparada como se
describe anteriormente [8]. Para separar los dominios DEC y Fc, se incubaron 487 ug de AMHRII-Fc con 0,65 pg de
endoproteinasa LysC en un volumen de 1 ml durante 60 min a 37°C y 30 min a temperatura ambiente. Se afadieron
20 pl de leupeptina 2 mM para detener la digestion, seguido de 200 ul de Proteina A Sefarosa (50% suspension en
PBS) y se agit6 el tubo durante 45 minutos a temperatura ambiente. Después de la centrifugacion para eliminar el
dominio Fc unido a la resina, se recogié el sobrenadante y se estimé la proteina del DEC del AMHRII recuperada en
120 pg, segun se determiné por SDS-PAGE. Para reducir la proteina del DEC del AMHRII, se incubaron 60 ug de
proteina del DEC del AMHRII con TCEP 0,1 mM en un volumen de 606 ul durante 60 minutos a 37°C. Se afadio
NEM a 1 mM para inactivar la reaccion y se afiadié Tris (pH 7,4) a 10 mM. Las proteinas se almacenaron a -80°C.

Produccién y purificacion de AMHRII-Fc/Fc. Se generd una proteina de fusidn monomérica soluble del AMHRII,
AMHRII-Fc/Fc, que contiene una cadena AMHRII-Fc y una cadena Fc que estan unidas por disulfuro dentro de los
dominios Fc (Figura 5). Un vector de expresion (pRLC010-1) que contiene un ADNc que codifica la proteina de
fusion AMHRII-Fc se coexpresd con otro vector de expresion (pEAG1423) que contiene un ADNc que codifica una
secuencia sefal y los dominios bisagra, CH2, CH3 de IgG1 humana en células 293E. Ambos vectores contienen el
origen de replicacion del EBV (oriP), que les permite replicarse episdmicamente en células 293E, debido a la
expresion de la proteina EBNA1.

En experimentos piloto, se usaron diferentes relaciones de los dos vectores para evaluar las condiciones 6ptimas
para producir la proteina AMHRII-Fc/Fc. Se transfectaron células 293E (sembradas en placas de 6 pocillos 24 horas
antes; 9,6 cm? de area de cultivo/pocillo) con un total de 2 ug de ADN de los dos plasmidos en diversas proporciones
como se muestra en la Figura 6 o solamente con el plasmido pRLC010-1 que expresa la proteina de fusiéon AMHRII-
Fc. Las transfecciones se realizaron usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen) y las condiciones recomendadas por el
fabricante. Las células se colocaron en una incubadora de CO:z durante 2 dias a 37°C. Se recolectdé el medio
condicionado (1,5 ml) de los pocillos, se afiadieron 40 pl de Proteina A Sefarosa (suspensién al 50% en PBS) y se
agitaron los tubos durante 40 minutos a temperatura ambiente. La resina se lavd tres veces con solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) y la proteina se eluy6 de la resina mediante la adicion de 30 pl de tampdn de muestra
no reductor 2X y calentando a 65°C durante 10 min. Las proteinas eluidas se sometieron a SDS-PAGE (gel de
gradiente del 4-20%) en condiciones no reductoras y se detectaron mediante tincion con azul de Coomassie.

En la transfeccion a gran escala, se sembraron las células 293E en 4 matraces triples (500 cm? de area de
cultivo/matraz triple; 100 ml de medio/ matraz triple) y se transfectaron con un total de 400 ug de los plasmidos
pRLC010-1 y pEAG1423 (en una proporcién 1:1) usando lipofectamine 2000 como se describe anteriormente. El
medio condicionado se recogié cada 2 dias durante los siguientes 12 dias. Para recuperar las proteinas que
contienen Fc, se cargaron 2 litros de medio acondicionado en una columna de 2 ml de Proteina A Sefarosa durante
la noche por gravedad. Se lavé la columna con PBS (6 x 1,5 ml), seguido de NaFosfato 25 mM (pH 5,5), NaCl 100
mM (6 x 1,5 ml). Se eluyeron las proteinas que contenian Fc con NaFosfato 25 mM (pH 2,8), NaCl 100 mM. Se
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recogieron y neutralizaron fracciones de 0,5 ml mediante la adicion de 25 pl de NaFosfato 0,5 M (pH 8,6). Se
analizaron las fracciones obteniendo espectros de absorcion de 240 a 320 nm y mediante SDS-PAGE. Se
resolvieron adicionalmente las fracciones individuales de la columna de Proteina A Sefarosa por cromatografia de
exclusién por tamafio (SEC), usando un sistema de cromatografia liquida de proteina rapida (FPLC) y una columna
Superdex 200. Se cargaron en la columna 0,25 ml de la fraccién n.° 6 de la columna de Proteina A Sefarosa, que
contenia 2,55 mg de proteina, eluida con PBS a razén de 20 ml/h,y se recogieron fracciones de 0,5 ml. Se
analizaron las fracciones como se describe anteriormente. Se almacenaron todas las fracciones a -80°C.

ELISA. Las proteinas AMH y los mAb anti-AMH se describen previamente [8,25]. El ELISA para detectar AMH total
(escindida y no escindida) en suero humano empledé un mAb anti-pro-region recubierto en la placa (ya sea mAb 10.6
o 11F8) para capturar la AMH y un mAb de AMH biotinilado anti-C-terminal (mAb 22A2) para detectar la AMH
capturada. Este ensayo es similar a los que se han publicado previamente [25-27]. Se ha descrito previamente el
ELISA para medir el receptor de AMHRII soluble que se une a AMH escindida bioactivo capturada en un mAb de
AMH anti-C-terminal (22A2; recubierto en una placa de ELISA)[8].

Para comparar las propiedades de las proteinas de fusion AMHRII-Fc dimérica y AMHRII-Fc/Fc monomérica para la
union de AMH escindida bioactiva, se recubrieron placas de ELISA (Nunc Maxisorp) con un anticuerpo Fc
antihumano de cabra (Jackson ImmunoResearch; catalogo n.° 109-005-098) durante la noche a 4°C en bicarbonato
sédico 50 mM, pH 9,6 (10 ug/ml; 50 ul/pocillo). Las placas se lavaron cinco veces con agua y a continuacion se
bloquearon durante 1-2 horas a temperatura ambiente usando 150 ul/pocillo de tampdn de bloqueo que contenia
BSA al 1% (Sigma; A-7906) y suero de cabra al 1% (Invitrogen; 16210064) en PBS. Este tampdn se us6 para todas
las diluciones posteriores. Se descart6 el tampdn de bloqueo y las proteinas de fusién del receptor se diluyeron en
serie en la placa en un factor de tres. Las placas se incubaron durante 1 hora, seguido de cinco lavados con PBS.
Se afadieron 50 pyl de AMH escindida bioactiva a cada pocillo a una concentracion de 1 pug/ml y se incubaron
durante 2 h. Las placas se lavaron cinco veces con PBS/Tween-20 al 0,05%. Se afiadi6 mAb de AMH anti-C-terminal
22A2 de raton a una concentracion de 1 ug/ml y las placas se incubaron durante 1 h. Después de cinco lavados con
PBS/Tween-20 al 0,05%, se afiadié Fc anti-raton de cabra conjugado con HRP (Jackson ImmunoResearch) a una
dilucién 1:3000 y se incubaron las placas durante 1 h. Después de cinco lavados con PBS/Tween-20 al 0,05%, se
afnadieron 50 ul de sustrato de TMB a cada pocillo. Se inactivaron las reacciones mediante la adiciéon de 50 ul/pocillo
de acido sulfdrico 2M y se leyeron las absorbancias a 450 nm.

Para comparar las propiedades de las proteinas de fusion AMHRII-Fc dimérica y AMHRII-Fc/Fc monomérica para la
union de mAb 13H8 anti-AMHRII de ratén, las condiciones fueron como las descritas anteriormente, excepto por los
siguientes cambios. Después de la incubacion con las proteinas de fusién del receptor y los lavados posteriores con
PBS, se afiadi6 mAb 13H8 a una concentracion de 1 ug/ml y se incubaron las placas durante 1 hora. Después de
cinco lavados con PBS/Tween-20 al 0,05%, se afiadié Fc anti-raton de cabra conjugado con HRP (Jackson
ImmunoResearch) y las placas se desarrollaron como se describe anteriormente.

Para medir el nivel de AMH escindida bioactiva, ya sea diluida en suero humano o en suero del paciente, las
condiciones fueron las descritas anteriormente para la deteccion de AMH escindida bioactiva excepto por los
siguientes cambios. Después de la "etapa de bloqueo, se anadi6 la proteina AMHRII-Fc/Fc a los pocillos a una
concentracion de 3 pg/ml (34 nM) y se incub6 durante 1 h. Después de cinco lavados con PBS, las muestras de
AMH escindida bioactiva (diluidas en tampén BSA o suero humano) o las muestras de pacientes se diluyeron en
serie en la placa en un factor de dos y se incubaron las placas durante 2 h. Después de cinco lavados con
PBS/Tween-20 al 0,05%, se afiadi6 mAb de AMH anti-C-terminal 22A2 de ratén a una concentracion de 1 pug/ml y
las placas se incubaron durante 1 h. Después de cinco lavados con PBS/Tween-20 al 0,05%, se afadio
estrepavidina conjugada con HRP (Jackson ImmunoResearch) a una dilucién 1:3000 y se incubaron las placas
durante 1 h y se desarrollaron como se describe anteriormente. Como control negativo, se us6 AMHRII-Fc, que se
habia tratado con meta-peryodato de sodio, en lugar de AMHRII-Fc/Fc a una concentracion de 3 ug ml. La AMHRII-
Fc tratada con peryodato es casi completamente inactiva en la union de AMH escindida bioactiva.

Resultados:

AMHRII-Fc contiene un(os) enlace(s) disulfuro intercatenario entre los DEC mondémeros del AMHRII. Con el fin de
obtener una medicién precisa de la afinidad de AMHRII por AMH escindida bioactiva, se queria hacer una forma
monomeérica de AMHRII. Como se muestra en la figura 2, la proteina de fusién AMHRII-Fc que se fabricd hace varios
afos es dimérica, debido a enlaces disulfuro intercatenarios entre dos dominios Fc. Por lo tanto, cada molécula de
proteina de fusién contiene dos dominios extracelulares (DEC). El analisis de gel en la Figura 2 confirma que
AMHRII-Fc consiste principalmente de dimero y una cantidad menor de tetramero y oligdbmeros de orden superior.
La presencia de dos dominios DEC puede dificultar la medicién de la afinidad de AMHRII-Fc por AMH, porque puede
haber un aumento en la afinidad aparente por AMH debido a un efecto de avidez, que es la fuerza acumulada de las
interacciones de union individuales.

Para generar una versién monomérica del DEC del AMHRII, se digiri6 AMHRII-Fc con endoproteinasa LysC, que se
escinde después de las lisinas y se ha utilizado para eliminar el fragmento Fc de los anticuerpos (Figura 3). Como se
muestra en la Calle 2 de la figura 4, la digestion con LysC dio como resultado la generacion de dos bandas de peso
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molecular mas bajo (MW): el fragmento Fc que migra alrededor de 54 kDa y una banda mas difusa que migra justo
debajo del marcador de proteina de 44 kDa. Después de la incubacion de las proteinas digeridas con Proteina A
Sefarosa para eliminar las proteinas que contienen Fc, la banda mas prominente que quedo en el sobrenadante fue
la banda difusa que migro alrededor de 40 - 42 kDa. Se suponia que esta banda era el DEC del AMHRII, pero dado
que el PM del DEC mondémero del AMHRII deberia ser de alrededor de 13,6 kDa, se sospeché que el DEC podria
estar migrando en el gel como un dimero. Esto se confirmé después de que la reduccion de la banda de 40 - 42 kDa
con DTT produjera una banda de aproximadamente 22 kDa (Figura 4; carril 4). Esto indica que hay al menos un
enlace disulfuro intercatenario entre los DEC mondmeros dentro de la proteina de fusion AMHRII-Fc, como se
muestra en la insercion en la Figura 4.

Se ha confirmado ahora que una fraccion del AMHRII endégeno expresado en la linea celular SMAT1 de raton vy el
AMHRII humano transfectado en células COS forma oligémeros de PM mas elevado. Estos oligémeros de mayor PM
se convierten en una especie de 72 kDa (el PM del AMHRII monomérico) en SDS-PAGE después de la reduccion,
en consonancia con los oligédmeros superiores que contienen al menos un enlace disulfuro intercatenario entre los
DEC del AMHRII. Es poco probable que el enlace disulfuro pueda estar entre dominios intracelulares, ya que el
enlace disulfuro seria inestable debido al entorno reductor de la célula. El descubrimiento de que AMHRII existe
como un dimero unido por disulfuro en las células fue un resultado inesperado, ya que se cree que AMHRII se
dimeriza por interaccién con AMH y que AMHRII probablemente existiria en la superficie de las células como un
monomero (ver Figura 1). Se queria evaluar si el/los enlace(s) disulfuro intercatenario(s) podria(n) afectar la
capacidad de AMHRII para unirse a AMH. Sin embargo, se encontré que ni el dimero DEC purificado ni el
mondémero, generado después de la escision con LysC, podrian unirse a AMH. Se sospeché que esto fue el
resultado de la digestién con LysC; hay una unica lisina en el DEC del AMHRII, pero esta en un bucle cerca del
extremo N y estaria muy expuesta a la proteinasa LysC. Por tanto, con el fin de evaluar el efecto del (los) enlace(s)
disulfuro intercatenario(s) sobre la unién de AMH, se tuvo que encontrar una forma alternativa de generar una forma
monomeérica del DEC del AMHRIL.

Produccién de AMHRII-Fc/Fc, un receptor monomérico soluble de AMHRII. Se generd una proteina de fusion soluble
del AMHRII, que es monomérica (es decir, contiene solo un DEC mondmero por molécula), usando la estrategia
mostrada en la Figura 5. Un vector de expresién (pRLC010-1) que contiene un ADNc que codifica la proteina de
fusion AMHRII-Fc se coexpresé con otro vector de expresion (pEAG1423) que contiene un ADNc que codifica una
secuencia sefial y los dominios bisagra, CH2, CH3 de IgG1 humana (es decir la mayor parte del dominio Fc) en
células 293E. Se espera que sen producidas tres proteinas por las células 293E: AMHRII-Fc dimérica, Fc dimérico y
un dimero unido por disulfuro compuesto por una cadena de AMHRII-Fc y una cadena de Fc, a la que nos referimos
como AMHRII-Fc/Fc. La proteina posterior es monomérica (con respecto a AMHRII) ya que solo contiene un DEC
del AMHRILI.

Primero se realizd un experimento piloto para verificar que las células 293E estaban produciendo las tres proteinas y
para determinar la proporcion 6ptima de los dos plasmidos para la transfeccion. Como se muestra en la figura 6, se
detectaron las tres proteinas en el medio condicionado de células 293 cotransfectadas con los dos plasmidos. En
una proporcion 1: 1 de los dos plasmidos, se produjo una cantidad mayor de dimero Fc, pero también se produjo una
cantidad menor de dimero AMHRII-Fc. A proporciones mas altas de los ADNc de AMHR-Fc y Fc, se produjo menos
dimero Fc, pero se produjeron cantidades mas altas de dimero AMHRII-Fc. Debido a que se considerd critico
separar tanto dimero AMHRII-Fc de la proteina AMHRII-Fc/Fc durante las etapas de purificacion posteriores, se
eligié una proporcion de 1: 1 para minimizar la produccién del dimero AMHRII-Fc.

Se realizd una preparacion a gran escala de AMHRII-Fc/Fc. Se transfectaron células 293E en 4 matraces triples a
una proporcion de ADNc de AMHRII-Fc a ADNc de Fc de 1: 1 y se recogié medio condicionado cada dos dias
durante los 12 dias siguientes. La proteina AMHRII-Fc/Fc se purificé como se describe en la seccién de METODOS
usando Proteina A Sefarosa y cromatografia de exclusion por tamafo. El analisis por SDS-PAGE (en condiciones no
reductoras) de las fracciones recogidas después de ambos pasos de cromatografia se muestra en la Figura 7. La
fraccion 12 de la columna SEC se us6 para los experimentos descritos a continuacion (referidos como 3-12).
También se analizé otra fraccion recogida de una columna de SEC diferente, referida como 1-11.

La AMHRII-Fc/Fc monomérica tiene una afinidad mayor por la AMH escindida activa que la AMHRII-Fc dimérica.
Primero se comparé AMHRII-Fc/Fc con AMHRII-Fc en términos de su capacidad para unirse a un mAb anti-AMHRII
de raton (13H8). El formato ELISA se muestra en la Figura 8. Se revistioé un anticuerpo Fc antihumano de cabra en la
placa de ELISA y se capturaron los dos receptores solubles a diversas concentraciones. Los pocillos de ensayo que
contenian receptores solubles capturados se incubaron a continuacién con mAb 13H8 y se detecté el mAb 13H8
unido con un anticuerpo secundario Fc anti-raton. Como se muestra en la figura 8, AMHRII-Fc se unié a un nivel
superior a mAb 13H8 y con una mayor afinidad que AMHRII-Fc/Fc. Debido a que AMHRII-Fc tiene dos DEC del
AMHRII, mientras que AMHRII-Fc/Fc tiene solo uno, se esperaria que AMHRII-Fc se uniera al doble de mAb 13H8
que AMHRII-Fc/Fc. De hecho, en el ELISA mostrado en la Figura 8, AMHRII-Fc/Fc se unié a poco menos de la mitad
de la cantidad unida por AMHRII-Fc. Esto es casi seguro debido a la contaminacion de la preparacién de AMHRII-
Fc/Fc por Fc; por lo tanto, la proporcién M/D puede utilizarse para corregir la contaminacion de Fc.

La diferencia en la afinidad por mAb 13H8 exhibida por los dos receptores también puede deberse al hecho de que
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AMHRII-Fc tiene dos DEC. Incluso a baja concentracion, mAb 13H8 puede unirse a AMHRII-Fc de forma bivalente
debido a los dos DEC vy, por lo tanto, se unen a AMHRII-Fc con una afinidad aparente mas alta debido al efecto de
avidez. Por el contrario, El mAb 13H8 solo puede unirse a AMHRII-Fc/Fc de forma bivalente a mayores
concentraciones, cuando dos moléculas de AMHRII-Fc Fc estan lo suficientemente cerca una de la otra en la placa
de ELISA para permitir la unién por un anticuerpo 13H8.

A continuacion se comparé AMHRII-Fc/Fc con AMHRII-Fc en términos de su capacidad para unirse a AMH escindida
bioactiva, utilizando el formato ELISA mostrado en la Figura 9. Sorprendentemente, Los resultados fueron
exactamente opuestos a los observados con mAb 13H8: AMHRII-Fc/Fc se unié a un nivel superior a AMH escindida
bioactiva y con una afinidad mayor que AMHRII-Fc. El nivel de AMH escindida bioactiva unida a altas
concentraciones de dos receptores proporciona una indicaciéon del numero de DEC funcionales en cada preparacion
de receptor (es decir, aquellos capaces de unirse a AMH escindida). Por ejemplo, si la preparacion de AMHRII-Fc
contiene dos DEC funcionales, entonces deberia poder unirse al doble de AMH escindida bioactiva que la
preparacién de AMHRII-Fc/Fc, que solo tiene un DEC. Pero, tal y como se muestra en la figura 9, la preparacion de
AMHRII-Fc se unié a menos AMH escindida que la preparacion de AMHRII-Fc/Fc, lo que indica que, en promedio,
solo uno de cada dos (0 menos) de los DEC es funcional en la preparacion de AMHRII-Fc. Esto se puede deber
al(los) enlace(s) disulfuro intercatenario(s) formado(s) entre dos DEC mondmeros de cada dimero AMHRII-Fc, lo que
hace que algunos DEC sean inactivos para unirse a AMH.

AMHRII-Fc/Fc también se uni6 a AMH escindida bioactiva con una afinidad aparente mayor que AMHRII-Fc
(aproximadamente 10-20 veces mayor). Esto puede indicar que la proteina AMHRII-Fc/Fc es mas capaz de realizar
una interaccién bivalente con AMH escindida bioactiva que la proteina AMHRII-Fc, lo que deberia permitir que se
una con una afinidad aparente mayor. La menor afinidad de AMHRII-Fc por AMH escindida bioactiva también puede
deberse a el(los) enlace(s) disulfuro intercatenario(s) formado(s) entre dos DEC monémeros de un dimero AMHRII-
Fc. Es posible que el (los) enlace(s) disulfuro(s) intercatenario(s) comprometa(n) la capacidad de AMHRII-Fc para
unirse a AMH escindida bioactiva de forma bivalente, de manera tan facil como los receptores AMHRII-Fc/Fc.

Para probar nuestra hipétesis de que la mayor afinidad de AMHRII-Fc/Fc en comparacién con AMHRII-Fc se debe a
su capacidad para formar mas facilmente una interaccion bivalente con AMH escindida bioactiva, se evalué la
capacidad de ambos receptores solubles de unirse a AMH escindida bioactiva en una placa ELISA. En este formato,
los receptores solubles se presentan en solucién, en un estado en el que un receptor monomérico no puede unirse a
AMH escindida bioactiva de forma bivalente. Como se muestra en la figura 10, ambos receptores solubles se
comportaron de forma similar en este formato en su capacidad para unirse a AMH, en términos de afinidad y
estequiometria. Este resultado permite una serie de conclusiones. 1) La AMHRII-Fc dimérica es funcionalmente
monomeérica, ya que se une a la AMH escindida bioactiva con una afinidad similar a la AMHRII-Fc/Fc monomérica.
Esto es consistente con los resultados de la Figura 9, que indican que AMHRII-Fc se une a menos AMH escindida
bioactiva que AMHRII-Fc/Fc y que al menos un DEC de cada dimero AMHRII-Fc no es funcional. 2) La afinidad de
AMHRII-Fc/Fc por AMH escindida bioactiva es menor cuando el receptor soluble se presenta en solucion y no puede
unirse a AMH escindida bioactiva de forma bivalente, indicando que la mayor afinidad de AMHRII-Fc/Fc por AMH
escindida bioactiva observada en la Figura 9 se debe a su capacidad para unirse a AMH escindida bioactiva de
forma bivalente y, por lo tanto, con una afinidad aparente mayor cuando se presenta sobre una superficie. 3) Por el
contrario, la menor afinidad de AMHRII-Fc por AMH escindida bioactiva en comparacién con AMHRII-Fc/Fc (Figura
9) implica que no puede formar una interaccion bivalente con AMH escindida bioactiva tan facilmente como AMHRII-
Fc/Fc cuando se presenta en una superficie. El(Los) enlace(s) disulfuro intercatenario(s) es(son) la explicacion mas
probable para esta observacion.

En su conjunto, estos resultados muestran que la proteina AMHRII-Fc esta comprometida en su capacidad para
unirse a AMH escindida bioactiva, presumiblemente debido a el(los) enlace(s) disulfuro formado(s) entre los DEC.
Debido a que AMHRII también forma oligémeros unidos por disulfuro en las células, una porciéon del receptor
AMHRII enddgeno en las células también puede verse comprometida para unirse a AMH escindida bioactiva. Este
es un hallazgo muy inesperado. Ademas, también se ha demostrado que se puede expresar una version soluble del
DEC del AMHRII, que no tiene este enlace disulfuro intercatenario y se une a AMH escindida bioactiva con una
afinidad aparente mayor.

Desarrollo de un ELISA sensible para AMH escindida activa. Con el fin de desarrollar un ELISA para la AMH
escindida activa, se probaron varios formatos diferentes usando la proteina de fusién AMHRII-Fc. Un formato de
ELISA que se probd consistié en capturar AMH escindida en mAb anti-AMH recubierto en placas de ELISA, seguido
de unidén y deteccion de AMHRII-Fc. Sin embargo, la sensibilidad en este formato nunca fue mejor que 10 ng/ml
(datos no mostrados). Por el contrario, la captura de la proteina de fusion AMHRII-Fc en un Ac Fc antihumano,
seguido de unién y deteccién de AMH escindida, produjo una mejor sensibilidad, permitiendo la deteccion por debajo
de 10 ng/ml (Figura 11B). Aunque este nivel de sensibilidad fue adecuado para detectar AMH escindida en el
tampon de ensayo, no fue suficiente para detectar de forma reproducible AMH en suero humano (datos no
mostrados). Debido a que la proteina AMHRII-Fc/Fc tiene una mayor afinidad y estequiometria para unirse con AMH
escindida que AMHRII-Fc, se us6 para mejorar la sensibilidad del ELISA para AMH escindida, que se muestra en el
diagrama esquematico en la Figura 11A. Se afiadieron las dos proteinas de fusién a una concentracién constante (1
pg/ml) a las placas recubiertas con un Ac Fc antihumano. Después de lavar la placa, se afiadi6 AMH escindida a las
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concentraciones indicadas y se detectdé AMH unida a los receptores solubles con mAb biotinilado de AMH anti-C-
terminal 22A2 y un conjugado de estreptavidina-HRP. Tal como se muestra en la Figura 11B, AMHRII-Fc/Fc produjo
una sefal mayor que AMHRII-Fc en todas las concentraciones de AMH escindidas analizadas y la respuesta fue
lineal en los intervalos de 1 a 10 ng/ml (recuadro). En la Figura 11C, se probaron tres preparaciones diferentes de
AMHRII-Fc y todas dieron resultados consistentes. Las sefiales mas bajas observadas con el Lote nimero 2 podrian
deberse al mayor nivel de proteina Fc contaminante en comparacion con los otros dos lotes (Figura 11C; recuadro).

Como se muestra en la Figura 11D, este formato ELISA que emplea la proteina de fusion AMHRII-Fc/Fc también
podria detectar la AMH escindida que se habia diluido en suero humano, en el mismo intervalo de concentracion. El
suero humano utilizado en este experimento y en los experimentos posteriores fue de un individuo con un nivel
practicamente indetectable de AMH (medido con el ELISA que detecta tanto AMH escindida como no escindida).
Hubo una ligera disminucion en la sefial cuando se diluyd AMH en suero humano, pero el efecto no causé un
problema con la reproducibilidad. También se realizé un control negativo: AMHRII-Fc tratado con meta-peryodato de
sodio, que hemos demostrado que inactiva casi por completo el receptor para unirse a AMH. Cuando se usoé esta
proteina de fusion en lugar de AMHRII-Fc/Fc (Figura 11D), se observé poca o ninguna uniéon de AMH escindida,
indicando que la sefial observada con AMHRII-Fc/Fc es el resultado de la unién especifica a la AMH escindida. Nos
referimos a este ELISA como cAMH-ELISA, para distinguirlo de los ELISA que miden la AMH total (escindida y no
escindida).

El cAMH-ELISA puede usarse para medir el nivel de escision de AMH en una muestra que contiene una mezcla de
AMH no escindida y escindida. Se queria probar si el cAMH-ELISA podria usarse para medir el nivel de AMH
escindida en una muestra que contiene una mezcla de AMH no escindida y escindida. Pero primero fue necesario
demostrar que el cAMH-ELISA solo detecta AMH escindida y no AMH no escindida, en un intervalo de
concentraciones de AMH. Para hacer esto, comparamos el cAMH-ELISA con el ELISA convencional, que detecta
ambas formas de AMH. El total de AMH ELISA (Figura 12A) que utilizamos es similar a los que se usan actualmente
para medir los niveles de AMH en muestras de pacientes: se usa un mAb biotinilado de AMH anti-C-terminal (22A2)
para detectar AMH capturada en un mAb de AMH anti-N-terminal (10.6). Para AMH no escindida, utilizamos AMH
producida en células transfectadas con un ADNc de AMH, que contiene una mutaciéon en el sitio de escision
monobasico; la AMH producida por estas células transfectadas no muestra evidencia de escisién por SDS-PAGE v,
por lo tanto, estd completamente no escindida. Tal como se muestra en la Figura 12B, el ELISA para AMH total
detecté AMH escindida y no escindida con similar sensibilidad. Por el contrario, solamente se detect6 AMH escindida
con el cAMH-ELISA(Figuras 12C, D). En estos ELISA, la AMH escindida y no escindida se habia diluido en suero
humano, lo que demuestra que el suero o los componentes en el suero, no afectan la capacidad de AMHRII-Fc/Fc
para interactuar especificamente con AMH escindida o hacer que no se una especificamente a AMH no escindida.

Para probar si el cAMH-ELISA podria medir con precisién el nivel de AMH escindida en muestras que contienen una
mezcla de AMH escindida y no escindida, preparamos una serie de muestras que contenian varios niveles de AMH
escindida combinada con AMH no escindida (en suero humano al 90%), de modo que todas las muestras tenian casi
el mismo nivel de AMH total. Por consiguiente, se prepararon muestras que contenian aproximadamente el 0, 20, 40,
60, 80 y 100% de AMH escindida. Se midieron primero los niveles totales de AMH en estas seis muestras usando el
ELISA para AMH total y los resultados se muestran en la Figura 13A, donde los niveles determinados
experimentalmente se comparan con los niveles reales. Los niveles reales de AMH total y escindida en cada
muestra se recalcularon usando los valores determinados experimentalmente para AMH total en las muestras
Control 0 (0% escindida) y Control 100 (100% escindida), que contenian unicamente AMH no escindida o escindida,
respectivamente. Hubo una concordancia bastante estrecha entre los niveles de AMH total experimental y real.

En la Figura 13B se muestra una comparacién de los niveles determinados experimentalmente de AMH escindida
medida con el cAMH-ELISA con los niveles reales de AMH escindida en cada muestra. Al igual que con las
mediciones de AMH total, hubo una concordancia bastante estrecha entre los niveles experimentales y reales de
AMH escindida, aunque se observo una mayor diferencia en la muestra que contenia el nivel mas bajo de AMH
escindida. Al dividir el nivel de AMH escindida con el nivel de AMH total para cada muestra (experimental y real), se
puede calcular el nivel de escision AMH (experimental y real) en cada muestra. Como se muestra en la Figura 13C,
los niveles de escision de AMH determinados experimentalmente estan en concordancia bastante estrecha con los
niveles de escision reales, mostrando una mayor divergencia con la muestra que contiene el nivel mas bajo de
escision de AMH. Estos resultados muestran que el cAMH-ELISA puede detectar con precisiéon el nivel de AMH
escindida en una muestra que contiene una mezcla de AMH escindida y no escindida, aunque la precisién disminuye
algo a niveles bajos de escisién de AMH. Los experimentos de ELISA mostrados en la Figura 13 se realizaron con
AMH diluida en suero humano, lo que indica que deberian ser posibles mediciones similares en muestras de
pacientes.

Medicion de niveles de division de AMH escindida y de escision de AMH en muestras de pacientes. Antes de utilizar
el cAMH-ELISA para medir el nivel de AMH escindida activa en muestras de pacientes, se caracterizaron las formas
de AMH en una serie de muestras de pacientes utilizando un enfoque bioquimico. Se usé un mAb de AMH anti-N-
terminal (10.6), conjugado con Sefarosa para capturar AMH en muestras de pacientes, ya sea suero o fluido
folicular. La AMH capturada se analizé después mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras y se realizé una
transferencia Western utilizando un Ac policlonal anti-AMH (L44). Las dos transferencias Western en la Figura 14

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2675040 T3

muestran el anadlisis de cuatro muestras de pacientes; se cargaron diferentes cantidades de proteina recuperadas de
las precipitaciones de 10.6-Sefarosa en cada transferencia Western para permitir una mejor cuantificacion del
procesamiento de AMH. Se hizo migrar AMH no escindida y escindida como controles para mostrar las posiciones
del precursor de AMH no escindida y la pro-region N-terminal producida después de la escision. La banda inferior
que migra en las muestras del paciente es cadena pesada de IgG humana, que reacciona de forma cruzada con el
anticuerpo secundario. La banda pro-region N-terminal se detecté en muestras de los pacientes 399, 400 y 3, lo que
indica que estas muestras contienen algun nivel de AMH escindida. Se observdé muy poca o ninguna banda pro-
region en el paciente 208, indicando que contiene ninguna o muy poca AMH escindida activa. El analisis de
densitometria de estas transferencias Western permitié una evaluacion de los niveles relativos de precursor de no
escindida y bandas pro-regién vy, por lo tanto, un calculo del nivel de escision AMH, que se muestra debajo de las
transferencias Western. Las muestras de pacientes muestran varios niveles de escision de AMH, que varian del 0 al
50%.

En la Tabla 1, se muestran los niveles de AMH total y escindida determinada mediante ELISA para AMH total y
escindida, junto con los niveles calculados de escision de AMH. También se muestra en la Figura 14 el nivel de
escision de AMH determinado a partir de las transferencias Western y se correlaciona bastante bien con los valores
determinados por ELISA. Mientras que el paciente 399 contiene un nivel mucho mas bajo de AMH total que los
pacientes 400 y 3, tiene un nivel relativamente alto de AMH escindida en comparacion con las otras muestras de
pacientes. La estrecha concordancia entre los niveles de escision de AMH determinados por ELISA y el analisis
bioquimico valida el cAMH-ELISA como una herramienta precisa para evaluar los niveles de escision de AMH en
muestras de pacientes.

Tabla 1: Medicién de los niveles de AMH total y escindida en muestras de pacientes.

Paciente 399 Paciente Paciente 3 | Paciente 208 Suero. Suero .
400 femenino | masculino

[AMH Total ] (ng/ml) (N) 8,5+ 0,7 (8) (2f)'° +3.3 %’6 63 192414 (7) (1é? +03 (7263’0 £
[AMH Escindida] (ng/ml) (N) | 4,0£0.2(6) |3,5+06 (5)|2.3%1.2(4) 0,0 (2) ?2")‘ 02 I\p
% de escision determinada por 473+48 125427 |62+35 00 218+11 |ND
ensayos ELISA T T o ’ T
% de escision estimada a partir
de analisis bioquimicos (Figura | 50,0 15,0 0,0 0,0 ND >70

14)

Las concentraciones de AMH total se determinaron usando el ELISA mostrado en la Figura 12A. Las
concentraciones de AMH escindida se determinaron usando el cAMH-ELISA que se muestra en la Figura 12B. (N:

numero de réplicas; ND: no hecho)
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de fusion monomérica soluble del AMHRII que consiste en una primera cadena que tiene un dominio
extracelular del AMHRII que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 80% de identidad con
la secuencia de aminoacidos que varia desde el resto en la posicién 18 hasta el resto en la posicién 145 en la SEQ
ID NO: 1 fusionado a un dominio Fc que comprende una secuencia de aminoacidos que varia desde el resto en la
posicion 104 hasta el resto en la posicién 330 en la SEQ ID NO: 2 y una segunda cadena que consiste en un
dominio Fc donde las cadenas estan unidas por disulfuro dentro de su dominios Fc, en donde dicha proteina de
fusion monomérica soluble del AMHRII es soluble en fluidos bioldgicos, tiene la capacidad de unirse a AMH
escindida bioactiva.

2. La proteina de fusidn monomérica soluble del AMHRII de la reivindicacién 1 que se produce en una célula
eucariota.

3. La proteina de fusion monomérica soluble del AMHRII de la reivindicacion 1 en donde el extremo C-terminal del
dominio extracelular del AMHRII se fusiona al extremo N-terminal del dominio Fc.

4. Una célula hospedadora eucariota para preparar la proteina de fusion monomérica soluble del AMHRII de la
reivindicacion 1 que se transforma con un vector que comprende una molécula de acido nucleico que codifica una
cadena que tiene un dominio extracelular del AMHRII fusionado a un dominio Fc y con un vector que comprende una
molécula de acido nucleico que codifica una segunda cadena que tiene un Unico dominio Fc.

5. Un método para detectar o cuantificar la presencia de AMH escindida bioactiva en una muestra que comprende la
etapa de poner en contacto la muestra con una proteina de fusién monomeérica soluble del AMHRII de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

6. El método de la reivindicacion 5 en el que la deteccidon o cuantificacion de la AMH escindida bioactiva en una
muestra se logra con un soporte sélido en el que la proteina de fusién monomeérica soluble del AMHRII se inmoviliza
en él.

7. El método de la reivindicacion 5 en el que la proteina de fusibn monomérica soluble del AMHRII se usa en
combinacién con un anticuerpo anti-AMH.

8. El método de la reivindicacion 7 que comprende las etapas de i) proporcionar un recubrimiento de soporte solido
con una cantidad de anticuerpos especificos para el dominio Fc de la proteina de fusion monomérica soluble del
AMHRII, ii) afadir una cantidad de la proteina de fusién monomeérica soluble del AMHRII de la invencidn, iii) poner la
muestra que contiene AMH en contacto con el soporte solido, iv) afiadir una cantidad del anticuerpo anti-AMH que
esta conjugado a un primer marcador y v) agregar una cantidad de un compafiero de unién que es especifico para el
marcador del anticuerpo AMH y que esta conjugado con el segundo marcador en donde mientras la proteina de
fusion monomérica soluble del AMHRII captura la AMH escindida bioactiva presente en la muestra, el anticuerpo
anti-AMH se une a la AMH y el compariero de unién conjugado con el segundo marcador se une al primer marcador
conjugado con el anticuerpo anti-AMH y en donde, la medicion de la cantidad de compariero de unién unido que es
especifico para el marcador del anticuerpo anti-AMH revela la cantidad de AMH presente en la muestra.

9. El método de la reivindicaciéon 8 en donde el anticuerpo anti-AMH se dirige a un epitopo dirigido a la region C-
terminal de la AMH, que no evita la interaccion entre la AMH escindida bioactiva y el dominio extracelular de la
proteina de fusion del AMHRII.

10. El método de la reivindicacién 9, en el que el primer marcador es biotina y el compafiero de union es
estreptavidina conjugada con HRP.

11. Un método de diagnéstico para determinar la fertilidad de un sujeto que es un ser humano o no o para
diagnosticar y/o controlar la presencia de un cancer en un sujeto que lo necesite, comprendiendo dicho método
cuantificar la AMH escindida bioactiva en una muestra obtenida de dicho sujeto de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 5 a 10.

12. El método de diagndstico de la reivindicacion 11 que comprende las etapas de i) proporcionar una muestra
obtenida de un sujeto, ii) poner en contacto la muestra con una proteina de fusién monomérica soluble del AMHRII
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en condiciones apropiadas para la formacion de un complejo
entre la proteina de fusién monomérica soluble del AMHRII y la AMH escindida bioactiva presente en la muestra, iii)
cuantificar la cantidad de complejos formados para determinar la cantidad de AMH escindida bioactiva presente en la
muestra y iv) correlacionar la cantidad de AMH escindida bioactiva con la determinacién de la fertilidad de un sujeto
o con el diagndstico y/o el control de un cancer.

13. Un kit para su uso en el método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10 que comprende
una proteina de fusidn monomeérica soluble del AMHRII de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.
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14. La proteina de fusién monomérica soluble del AMHRII de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3
para su uso en un método terapéutico para mejorar la fertilidad femenina y/o para tratar trastornos de infertilidad
femenina y/o para mejorar o tratar la infertilidad masculina.

15. Una composicién farmacéutica que comprende una proteina de fusién monomérica soluble del AMHRII de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.
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Coexpresion de AMHRII-Fc y ADNc de Fc en celulas 293E
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Absorbancia (450 nm)
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Absorbancia (450 nm)
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