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DESCRIPCION

Nivel de expresion de pro-EPIL en una muestra biolégica como biomarcador del cancer de testiculo, particularmente
en combinacion con los biomarcadores HCGBeta y AFP.

La presente invencion se refiere a la utilizacion del nivel de expresion del gen de pro-EPIL como biomarcador para el
diagnodstico del cancer de testiculo, particularmente de un tumor testicular de células germinales. La presente
invencion también se refiere a un método in vitro para la deteccién y/o clasificacion de un cancer de testiculo en un
individuo, que comprende una etapa de determinacion del nivel de expresién del gen que codifica el péptido pro-
EPIL en una muestra bioldgica, particularmente en combinacion con la determinacion de la subunidad bete -HCG y
la alfa-fetoproteina AFP humana. La invencion también se refiere a un kit o soporte sélido que comprende acidos
nucleicos o anticuerpos que pueden determinar la presencia o el nivel de expresion de estos tres marcadores
bioldgicos.

El tratamiento de pacientes que padecen cancer de testiculo es un éxito de la oncologia moderna, pues mas del 90
por ciento de los pacientes con diagnéstico reciente de tumores de células germinales se curan y la tasa de
mortalidad por cancer de testlculo ha disminuido aproximadamente 70% en los Estados Unidos y Europa Occidental
desde la década de los setenta'”. Este éxito se debe a dos importantes avances en el tratamiento de estas
neoplasias: la introduccion de qu|m|oterap|a combinada con cisplatino, que mejord espectacularmente la tasa de
curacion, y la introduccién simultanea de marcadores tumorales séricos, concretamente la gonadotropina coridnica
humana (HCG), su subunidad beta libre (R-HCG) y la alfa-fetoproteina (AFP). Estos marcadores tumorales facilitan
el dlagnostlco y tienen un papel importante en la evaluacion de la respuesta al tratamiento y en el seguimiento de la
remision®. La lactato- -deshidrogenasa (LDH) también es un producto de los tumores de células germinales, pero
constituye un marcador tumoral menos especifico.

Un factor que afecta al prondstico es el retraso en el diagnéstico de los tumores testiculares, hecho que afecta al
estadio de la enfermedad vy, por lo tanto, a su pronostlco En los ultimos veinte afos, se ha acentuado la tendencia
hacia la reduccion de este retraso dlagnostlco Sin embargo, los recientes resultados de un amplio estudio
poblacional ponen de manifiesto que un retraso dlagnostlco prolongado esta asociado a una menor supervivencia de
los pacientes que padecen tumores no semlnomatosos Por otro lado, la incidencia mundial del cancer de testiculo
ha aumentado mas del doble en Ios ultimos 40 afios®. Recientemente, su incidencia ha aumentado practicamente en
todos los paises industrializados’. A pesar de los avances alcanzados hace 30 afos, en los ultimos afios la
disminucion de la tasa de mortalidad se ha empezado a frenar en Europa, Estados Unidos y Japén, lo que indica el
posible acercamiento a una asintota en la mortalidad por cancer de testiculo®. Los pacientes que padecen un estadio
avanzado de la enfermedad tienen que ser tratados con pautas quimioterapéuticas que presentan una toxicidad
importante y algunos de ellos no responden al tratamiento.

En este contexto, valdria la pena reducir aun mas el retraso diagndstico y seguir mejorando las modalidades
terapéuticas para los tumores testiculares con el fin de reducir la aplicacion de este tipo de tratamientos y las
molestias derivadas de su toxicidad. El desarrollo de nuevos biomarcadores puede contribuir a alcanzar este
objetivo.

Este es el objeto de la presente invencion.

Se ha demostrado que se puede utilizar el péptido pro-EPIL, o fragmentos especificos del mismo, como biomarcador
tumoral para la deteccion y/o clasificacion de un cancer de testiculo en un individuo, particularmente una clase de
tumor testicular de células germinales.

El péptido EPIL esta codificado por el gen insulinoide 4 (INSL4). Dicho gen se ha identificado mediante el cribado de
una biblioteca de ADNc de placenta humana de primer trimestre. El gen INSL4 esta muy expresado en la placenta
temprana y, salvo una débil expresion en los tejidos uterinos normales, no se ha detectado expresion de
transcripciones de INSL4 en ningun otro tejido normal examinado hasta el momento®. El péptido insulinoide de
placenta temprana (EPIL) codificado por el gen insulinoide 4 es un miembro de la familia génica de los insulinoides,
que comprende la insulina, la relaxina (RLX), los factores de crecimiento insulinoides | y Il (IGF | e IGF 1), el péptido
insulinoide de Leydig (LEY I-L) codificado por el gen INSL3 y los péptidos codificados por los genes INSL5 e INSL6.

El EPIL es un polipéptido de 139 aminoacidos que se sintetiza como preprohormona y esté caracterizado por un
péptido sefial, una cadena B, un péptido C de conexiéon y una cadena A terminal (figura 1). Se ha puesto de
manifiesto en la placenta que las células del trofoblasto traducen los ARNm del INSL4 en péptidos pro-EPIL
inmunorreactivos que comprenden las cadenas B, C y A°. En un principio, el péptido pro-EPIL se detecté en el
liquido amniético y el suero materno durante el embarazo normal, y el patron de excrecién del mismo era parecido al
de la B-HCG, lo que sugiri6 vias de regulacion comunes'®.

se ha demostrado que el péptido pro-EPIL (PEP) esta expresado y secretado por los tumores testiculares de células
germinales (TCGT). Se ha investigado la expresion sérica y celular de PEP en pacientes con cancer de testiculo, lo
que ha puesto de manifiesto que el PEP es un nuevo biomarcador que proporciona informacion adicional con
respecto a la obtenida gracias a la 3-HCG y la AFP.
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De este modo, la presente invencion se refiere a un procedimiento in vitro para la deteccion y/o clasificacion de un
cancer de testiculo en un individuo, que comprende una etapa de determinacion del nivel de expresion del gen que
codifica el péptido pro-EPIL en una muestra bioldgica aislada de dicho individuo, en el que la sobreexpresién de
dicho gen que codifica el péptido pro-EPIL indica la presencia de un cancer de testiculo y/o una clase de tumor
testicular de células germinales.

En una forma de realizacion preferida, el procedimiento segun la presente invencion comprende ademas una etapa
de determinacién del nivel de expresion de por lo menos un gen seleccionado entre el grupo formado por los genes
que codifican la gonadotropina humana HCG, su subunidad beta R-HCG y la y alfa-fetoproteina humana AFP en una
muestra bioldgica aislada de dicho individuo, en el que la sobreexpresion de por lo menos uno de dichos genes que
codifican la HCG, su subunidad beta R-HCG o la AFP humana indica la presencia de un cancer de testiculo y/o una
clase de tumor testicular de células germinales.

En una forma de realizaciéon mas preferida, dicho cancer de testiculo y/o clase de tumor testicular de células
germinales es seminomatoso 0 no seminomatoso.

Los métodos de determinacion del nivel de expresién de los genes que codifican el pro-EPIL humano, la HCG
humana o su subunidad R-HCG y la AFP humana en una muestra bioldgica aislada de dicho individuo son bien
conocidos por el experto en la materia.

En una forma de realizacion mas preferida, en el procedimiento segun la presente invencion, la presencia de una
sobreexpresion del gen que codifica el péptido pro-EPIL, una sobreexpresion del gen que codifica la R-HCG y una
sobreexpresion del gen que codifica la alfa-fetoproteina AFP en una muestra bioldgica aislada de dicho individuo
indica la presencia de un cancer de testiculo y/o una clase de tumor testicular de células germinales no
seminomatoso.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un procedimiento de identificacién de un compuesto candidato
para un agente farmacoldgico util en el tratamiento del cancer de testiculo, particularmente de un tumor testicular de
células germinales, que comprende las etapas siguientes:

a) poner en contacto un individuo mamifero no humano que presenta cancer de testiculo, particularmente un tumor
testicular de células germinales, con un agente farmacolégico candidato;

b) determinar el nivel de expresion del gen que codifica el péptido pro-EPIL en una muestra biolégica aislada de
dicho individuo;

c) opcionalmente, determinar ademas el nivel de expresion de por lo menos un gen seleccionado entre el grupo
formado por los genes que codifican la HCG, su subunidad R-HCG y la AFP humana en una muestra bioldgica
aislada de dicho individuo,

en el que una disminucion de la cantidad determinada de expresion del gen que codifica el péptido pro-EPIL vy,
opcionalmente, una disminucion de la expresion del gen determinada en la etapa c) indica que el agente
farmacoldgico candidato es un compuesto potencial para un agente farmacoldgico util en el tratamiento del cancer
de testiculo, particularmente de un tumor testicular de células germinales.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un procedimiento de evaluacion del efecto sobre un individuo de
un tratamiento del cancer de testiculo, particularmente de un tumor testicular de células germinales, que comprende
las etapas siguientes:

a) determinacion del nivel de expresion del gen que codifica el péptido pro-EPIL en una muestra bioldgica aislada
de dicho individuo;

b) determinacién de un segundo nivel de expresion del gen que codifica el péptido pro-EPIL en una muestra
bioldgica aislada de dicho individuo;

c) comparacioén de la primera y la segunda cantidades de nivel de expresion del gen que codifica el péptido pro-
EPIL en una muestra bioldgica aislada de dicho individuo;

en el que una disminucion del nivel de expresion del gen que codifica el péptido pro-EPIL en la segunda muestra
biolégica aislada de dicho individuo indica la regresion de dicho cancer de testiculo, particularmente del tumor
testicular de células germinales.

En los procedimientos segun la presente invencion, tal como se han definido anteriormente, resulta preferente que el
nivel de expresiéon se determine mediante la deteccion de la presencia, ausencia o el nivel de ARNm transcrito a
partir de dicho gen INSL4 o del péptido pro-EPIL codificado por dicho gen, o un fragmento peptidico especifico del
mismo. Resulta mas preferida la deteccion de la presencia, ausencia o el nivel de péptido pro-EPIL codificado por
dicho gen o un fragmento peptidico especifico del mismo.
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La secuencia de aminoacidos y del ARNm de la proteina insulinoide humana de placenta temprana (INSL4 o EPIL,
véase numero de entrada NP-002186 de GenPep) es la siguiente:

Secuencia de aminoacidos completa de pro-EPIL (SEC ID n°: 1)
1 MASLFRSYLP AIWLLLSQLL RESLAAELRG CGPRFGKHLL SYCPMPEKTF
51 TTTPGGWLLE SGRPKEMVST SNNKDGQALG TTSEFIPNLS PELKKPLSEG

101  QPSLKKIILS RKKRSGRHRF DPFCCEVICD DGTSVKLCT

aa1-22: péptido senal (SEC ID n°:; 2)

aa23-52: “cadena B” (SEC ID n°: 3)

aa59-108: “cadena C” (SEC ID n°: 4)

aa115-139: “cadena A” (SEC ID n°: 5).

Insulinoide 4 (placenta) (INSL4), ARNm (véase numero de entrada NM002195 de GenBank, SEC ID n°: 6

1 agtctggagc ccagaaggga cacaccagea cagtctggta ggctacagca gcaagtetct
61 aaagaaaggc tgagaacacc cagaacagga gagttcaggt ccaggatggce cagectgttc
121  cggtcctatc tgccageaat ctggetgetg ctgagecaac tecttagaga aagectagea
181  gcagagctga ggggatgtgg tcccegattt ggaaaacact tgetgteata ttgecccatg
241  cctgagaaga cattcaccac caccccagga gggtggetge tggaatctgg acgtcccaaa
301 gaaatggtgt caacctccaa caacaaagat ggacaagcct taggtacgac atcagaattc
361  attcctaatt tgtcaccaga gctgaagaaa ccactgtctg aagggceagcc atcattgaag
421 aaaataatac tttcccgcaa aaagagaagt ggacgtcaca gatttgatcc attctgttgt

481 gaagtaattt gtgacgatgg aacttcagtt aaattatgta catagtagag taatcatgga

541  ctggacatct catccattct catatgtatt ctcaatgaca aattcactga tgcccaatta

601  aatgattgct gtttaaa

nt106-522: secuencia de codificacion de pro-EPIL (SEC ID n°: 7)
nt106-171: péptido sefal (SEC ID n°: 8)

nt172-261: “cadena B” (SEC ID n°: 9)

nt280-429: “cadena C” (SEC ID n°: 10)

nt448-522: “cadena A” (SEC ID n°: 11).

El gen INSL4 codifica un precursor que sufre segmentacion postraduccional y da lugar a 3 cadenas polipeptidicas A-
C que forman estructuras terciarias compuestas por las tres cadenas o Unicamente por las cadenas A y B (Chassin,
D., Laurent, A., Janneau, J.L., Berger,R. y Bellet, D., Genomics 29 (2), 465-470 (1995)).

Debe apreciarse que el término “fragmento peptidico especifico” designa particularmente un fragmento de una
secuencia de aminoacidos de un polipéptido que tiene por lo menos una de las caracteristicas funcionales o
propiedades del polipéptido completo, concretamente es que puede ser reconocido por un anticuerpo especifico y/o
el nivel de expresion de dicho fragmento peptidico especifico esta correlacionado con el nivel de expresion del pro-
EPIL completo o parcial expresado.

Debe apreciarse que el término “fragmento peptidico especifico” designa particularmente un polipéptido que incluye
un minimo de 9 aminoacidos, preferentemente 10, 11 o 12 aminoacidos, y mas preferidamente 15, 20 o 25
aminoacidos con la secuencia SEC ID n°: 1. Preferentemente, dicho fragmento contiene un fragmento de por lo
menos la cadena A, B o C del pro-EPIL humano.

El experto en la materia dispone de anticuerpos monoclonales o policlonales especificos anti-pro-EPIL. Se puede
utilizar un pro-EPIL aislado, o un fragmento especifico del mismo, como inmundgeno para generar anticuerpos que
se unen a dicha proteina utilizando técnicas estandares para la preparacién de anticuerpos policlonales y
monoclonales. También se puede utilizar cualquier fragmento de dicha proteina que contenga por lo menos un
determinante antigénico para generar estos anticuerpos especificos.
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Habitualmente, se utilizan inmundgenos proteinicos para preparar anticuerpos mediante la inmunizacion de un
individuo adecuado (por ejemplo, un conejo, una cabra, un ratén u otro mamifero) con el inmundgeno en cuestion.
Una preparacion inmundgena adecuada puede contener dicho polipéptido pro-EPIL o un fragmento del mismo, e
incluir ademas un adyuvante, tal como el adyuvante completo o incompleto de Freund, o un agente
inmunoestimulante de este tipo.

Asi, los anticuerpos adecuados para su utilizacion en la presente invencién incluyen anticuerpos policlonales,
monoclonales quiméricos o humanizados que pueden capturar selectivamente o unirse selectivamente a un epitopo
que contiene un polipéptido pro-EPIL que comprende un tramo contiguo de como minimo 9 a 10 aminoacidos de un
fragmento de pro-EPIL, particularmente de un fragmento que comprende por lo menos la cadena A, B o C del pro-
EPIL humano.

Un agente preferido para la deteccidon y cuantificacion del ARNm o el ADNc que codifican el pro-EPIL humano es
una sonda de acido nucleico marcada o cebadores que pueden hibridarse con dicho ARNm o ADNc. La sonda de
acido nucleico puede ser un oligonucleétido con una longitud de por lo menos 10, 15, 30, 50 o 100 nucledtidos y
suficiente para hibridarse especificamente en condiciones estrictas con el ARNm o ADNc. El cebador de acido
nucleico puede ser un oligonucleétido con una longitud de por lo menos 10, 15 o 20 nucleétidos y suficiente para
hibridarse especificamente en condiciones estrictas con el ARNm o ADNc, o una secuencia complementaria del
mismo.

Un agente preferido para la deteccion y cuantificacion del pro-EPIL humano es un anticuerpo que puede unirse
especificamente a dicha proteina, preferentemente un anticuerpo con un marcaje detectable. Dichos anticuerpos
pueden ser policlonales o, mas preferidamente, monoclonales. Tal como se utiliza en la presente memoria, el
término comprende no solo anticuerpos policlonales o monoclonales intactos, sino también fragmentos de los
mismos (tales como Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv), fragmentos monocatenarios (ScFv), mutantes de los mismos, proteinas
de fusién que comprenden una regién de anticuerpo, anticuerpos humanizados, anticuerpos quiméricos, diacuerpos
lineales, anticuerpos monocatenarios, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos) y
cualquier otra configuracion modificada de la molécula de inmunoglobulina que comprenda un sitio de
reconocimiento de antigeno con la especificidad necesaria. El término anticuerpo incluye anticuerpos de cualquier
clase, tales como IgG, IgA o IgM (o una subclase de los mismos), y no debe ser de ninguna clase en particular.

El término “marcado”, referido a la sonda o el anticuerpo, pretende comprender el marcaje directo de la sonda o
anticuerpo por acoplamiento (es decir, por unién fisica) de una sustancia detectable a la sonda o anticuerpo, asi
como el marcaje indirecto de la sonda o anticuerpo por reactividad con otro reactivo marcado directamente. Los
ejemplos de marcaje indirecto incluyen la deteccion de un anticuerpo primario mediante un anticuerpo secundario
marcado con fluorescencia y el marcaje final de una sonda de ADN con biotina de tal modo que la misma se puede
detectar con estreptavidina marcada con fluorescencia.

Por ejemplo, entre las técnicas in vitro para la deteccion de ARNm se incluyen hibridaciones de tipo Northern e
hibridaciones in situ. Entre las técnicas in vitro para la deteccion de la proteina candidata se incluyen
enzimoinmunoanalisis de adsorcidon (ELISA), transferencias Western, inmunoprecipitaciones e inmunofluorescencia.
Entre las técnicas in vitro para la deteccion del ADNc candidato se incluyen las hibridaciones de tipo Southern.

Si la presente invencién comprende kits para la cuantificacién de la concentraciéon del polipéptido pro-EPIL humano
o un fragmento especifico del mismo, el kit en cuestion puede comprender un compuesto o agente marcado que
puede cuantificar dicho polipéptido. Dichos agentes se pueden envasar en un recipiente adecuado. El kit puede
comprender ademas instrucciones para su utilizacion a fin de cuantificar la concentraciéon de pro-EPIL humano o de
transcripcion de pro-EPIL humano.

En algunas formas de realizacion del procedimiento segun la presente invencion, la determinacion de las
transcripciones de pro-EPIL humano comprende la utilizacion de una sonda/cebador en una reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR), tales como PCR de anclaje o RACE-PCR, o, alternativamente, en una reaccién en cadena de
la ligasa (LCR) (véase, por ejemplo, Landegran et al, 1988, Science 241:23-1080; y Nakazawa et al, 1994, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 91:360-364), o, alternativamente, RT-PCR cuantitativa en tiempo real. Este método puede
incluir las etapas de recogida de una muestra de células de un paciente, aislamiento del acido nucleico (por ejemplo,
ARNmM) a partir de las células de la muestra, opcionalmente transformacién del ARNm en el correspondiente ADNc,
puesta en contacto de la muestra de acido nucleico con uno o mas cebadores que se hibridan especificamente con
el ARNm del pro-EPIL o con su ADNc correspondiente en condiciones en las que tiene lugar la hibridacion y
amplificacion del ARNm o el ADNc del pro-EPIL, y cuantificacion de la presencia de los productos de amplificacion.
Se prevé que puede resultar deseable utilizar PCR y/o LCR como etapa de amplificacion junto con cualquiera de las
técnicas utilizadas para la cuantificacion y deteccién de acidos nucleicos.

Los procedimientos descritos en la presente memoria se pueden llevar a cabo, por ejemplo, mediante la utilizacion
de kits de diagnéstico preembalados que comprenden por lo menos una sonda de acido nucleico o un conjunto de
cebador o reactivo de anticuerpo descritos anteriormente en el presente documento, que pueden ser utilizados
convenientemente, por ejemplo, en entornos clinicos para el seguimiento o el diagnéstico de los pacientes.
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En otra forma de realizacion preferida, el péptido pro-EPIL o fragmento peptidico especifico del mismo se detecta o
se cuantifica por analisis de transferencia Western, cromatografia, inmunoensayo o ensayo inmunohistoquimico.

En una forma de realizacion mas preferida, dicho péptido pro-EPIL se detecta o cuantifica mediante inmunoensayo
ELISA o por radioinmunoensayo.

En el procedimiento segun la presente invencion, resulta preferido seleccionar la muestra biolégica obtenida del
individuo entre el grupo formado por sangre completa, suero o plasma sanguineo, biopsia del tumor o
combinaciones de los mismos, siendo mas preferida el suero o plasma sanguineo.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un kit que comprende:
a) un anticuerpo dirigido especificamente contra el péptido pro-EPIL; y

b) un anticuerpo dirigido especificamente, como minimo, contra un polipéptido seleccionado entre el grupo formado
por los polipéptidos HCG, su subunidad R-HCG y el ARN o ADNc de AFP humana, preferentemente:

a) un anticuerpo dirigido especificamente contra el péptido pro-EPIL;
b) un anticuerpo dirigido especificamente contra el polipéptido HCG o su subunidad B-HCG; y
c) un anticuerpo dirigido especificamente contra el polipéptido AFP humano.
La presente descripcion da a conocer ademas un kit que comprende:
a) un conjunto de cebadores que pueden amplificar especificamente el ARN o ADNc del pro-EPIL; y

b) un conjunto de cebadores que pueden amplificar especificamente el ARN o el ADNc del grupo formado por la
HCG humana, su subunidad R-HCG y la alfa-fetoproteina AFP humana.

La presente invencion se refiere ademas a un kit que comprende:
a) un conjunto de cebadores que pueden amplificar especificamente el ARN o ADNc del pro-EPIL;

b) un conjunto de cebadores que pueden amplificar especificamente el ARN o ADNc de la HCG o su subunidad R-
HCG;y

€) un conjunto de cebadores que pueden amplificar especificamente el ARN o ADNc de la AFP humana;
La presente descripcion da a conocer un kit que comprende:
a) una sonda de acido nucleico que puede hibridarse especificamente con el ARN del pro-EPIL; y

b) una sonda de &acido nucleico que puede hibridarse especificamente, como minimo, con uno de los ARN
seleccionados entre el grupo formado por el ARN de la gonadotropina HCG humana, su subunidad beta 3-HCG y
la alfa-fetoproteina AFP humana.

Preferentemente, la presente invencion se refiere ademas a un kit que comprende:
a) una sonda de acido nucleico que puede hibridarse especificamente con el ARN del pro-EPIL;

b) una sonda de acido nucleico que puede hibridarse especificamente con el ARN de la HCG o su subunidad
beta B-HCG; y

c) una sonda de acido nucleico que puede hibridarse especificamente con el ARN de la AFP humana;

En los procedimientos o kits segun la presente invencion, los anticuerpos o la sonda se pueden marcar cuando sea
necesario.

También estan comprendidos en la presente invencién los kits segun la presente invencién que resultan adecuados
para llevar a cabo el procedimiento para la deteccion y/o clasificacion de un cancer de testiculo en un individuo, para
la identificacion de un compuesto de interés o para el control de la eficacia de un tratamiento contra el cancer segun
la invencion reivindicada anteriormente.

Se pueden inmovilizar uno o mas reactivos necesarios para la deteccién o la cuantificacion del biomarcador sobre un
soporte sdlido, tal como un biochip, a fin de formar una matriz de dos dimensiones, por ejemplo, una matriz de 9 mm
x 9 mm, una matriz de 12 mm x 12 mm o una matriz de 15 mm x 15 mm. Se pueden disponer una 0 mas matrices en
un biochip y se pueden analizar una o mas muestras utilizando un solo biochip. En algunas formas de realizacion, el
soporte solido del biochip comprende una superficie seleccionada entre el grupo formado por ceramica, vidrio, silice,
cuarzo, nailon, plastico, poliestireno, nitrocelulosa y metal. Este tipo de soportes y de procedimientos por biochip
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(biochip proteinico o de acido nucleico) son bien conocidos por el experto en la materia para llevar a cabo pruebas
de diagndstico.

Asi, también se describe una matriz de molécula de acido nucleico en fase sélida o un soporte sélido que
comprende:

a) una molécula de acido nucleico que puede hibridarse especificamente con el ARN del pro-EPIL; y

b) una molécula de acido nucleico que puede hibridarse especificamente, como minimo, con uno de los ARN
seleccionados entre el grupo formado por el ARN de la gonadotropina HCG humana, de su subunidad beta -
HCG y de la alfa-fetoproteina AFP humana,

fijada sobre un sustrato sdlido.
Preferentemente, se describe una matriz proteinica en fase sélida o soporte soélido que comprende:
a) un anticuerpo dirigido especificamente contra el péptido pro-EPIL; y

b) un anticuerpo dirigido especificamente, como minimo, contra un polipéptido seleccionado entre el grupo formado
por los polipéptidos HCG, su subunidad R-HCG y la AFP humana,

fijada sobre un sustrato solido.

La presente invencion se refiere ademas a matrices en fase sélida tal como se reivindican en las reivindicaciones 13
y 14.

Finalmente, la presente invencion se refiere a la utilizacion de la expresion del gen del pro-EPIL como biomarcador,
preferentemente como biomarcador sérico (0 plasmatico) o celular, para el diagnostico del cancer de testiculo,
particularmente de un tumor testicular de células germinales.

Debe apreciarse que, aunque la presente invencion se ha descrito haciendo referencia a las formas de realizacion
anteriores, la descripcion anterior y los ejemplos siguientes pretenden ilustrar y no limitar el alcance de la misma.
Otros aspectos, ventajas y modificaciones comprendidos en el alcance de la presente invencion resultaran evidentes
para el experto en la materia a la que pertenece la invencion.

Leyendas de las figuras

Figura 1: Representacion esquematica de la estructura primaria del péptido pro-EPIL y localizacién de los sitios de
union de anticuerpos reconocidos por los anticuerpos monoclonales EPIL15 y EPIL02. Los residuos aminoacidos se
indican por su codigo de una letra.

Figura 2: Concentraciones séricas de PEP en varones sanos y en pacientes con tumores testiculares de células
germinales seminomatosos y no seminomatosos. o, 10 casos; e, 1 caso.

Figuras 3A-3B: Ejemplos representativos de los concentraciones séricas de PEP y R-HCG en dos pacientes con
tumores testiculares de células germinales no seminomatosos: paciente con un tumor mixto compuesto por
carcinoma embrionario y seminoma. (A) Paciente con un tumor mixto compuesto por coriocarcinoma, tumor del saco
vitelino, teratoma y seminoma.

Figuras 4A-4F: Tinciéon inmunohistoquimica de PEP (figuras 4A, 4C, 4E) y R-HCG (figuras 4B, 4D, 4F) en un tumor
mixto compuesto por carcinoma embrionario, teratoma y coriocarcinoma (A, B), y en un tumor mixto compuesto por
carcinoma embrionario, tumor del saco vitelino y seminoma con células sincitiotrofoblasticas (figuras 4C a 4F). Se
tomaron fotografias con un aumento de 10x (figuras 4A a 4D) o de 20x (figuras 4E, 4F).

Ejemplos

1) PACIENTES Y PROCEDIMIENTOS

a) Poblacion de estudio y recogida de muestras

Todas las muestras de suero se seleccionaron de entre las muestras de nuestro banco, aprobado por el comité ético
de investigacion clinica. Todas ellas se recogieron, se trataron y se almacenaron a -20°C de un modo similar. Se
estudiaron las muestras de suero de 52 pacientes con cancer de testiculo de células germinales a los que se habia
realizado un seguimiento durante 10 afios y de 104 varones sanos, previa obtencion de su consentimiento
informado. Los datos demograficos e histolégicos de los pacientes se recogen en la tabla 1.

Tabla 1: datos demograficos de los pacientes y datos histolégicos de los tumores testiculares de células germinales
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Pacientes Numero de pacientes
Datos Edad en anos 34,8 +10,9 52
demograficos Intervalo 17- 69
Medicion de concentraciones séricas antes de la orquiectomia 9
tras la orquiectomia 43
Periodo transcurrido entre la orquiectomia y la medicién del suero
Dias 59 + 66,2
Intervalo 1-303
Tumores
Datos Seminomatosos 25
histologicos Seminoma 21
Seminoma con células sincitiotrofoblasticas 4
No seminomatosos 27
Formas puras 5
Carcinoma embrionario 4
Saco vitelino 1
Formas mixtas 22
Carcinoma embrionario + seminoma 5
Carcinoma embrionario + saco vitelino 2
Carcinoma embrionario + teratoma 1
Teratoma + seminoma 1
Coriocarcinoma + seminoma 1
Otros (mas de dos tipos histoldgicos) 12

Se disponia de los datos clinicos de todos los pacientes cuyo suero se utilizoé en el estudio, incluidos el estadio en el
momento del diagnéstico, los datos histolégicos, las modalidades terapéuticas y el desenlace. Ademas, se
seleccionaron dos muestras de tejido de dos pacientes con cancer de testiculo de la biblioteca de tumores del
Centro Integral del Cancer, de acuerdo con los protocolos aprobados por el comité ético local. Las muestras de
tejido se fijaron en formalina tamponada a pH neutro al 10% y se integraron en parafina mediante procedimientos
convencionales. Se obtuvieron cortes seriados (5 ym) para el estudio histolégico e inmunohistoquimico.

Enzimoinmunoanalisis de adsorciéon e inmunoensayos de PEP para la deteccion de R-HCG y AFP.

Se midieron las concentraciones séricas de PEP en los sueros mediante un ensayo ELISA basado en el anticuerpo
monoclonal (mAb) EPIL15 (cedido amablemente por el profesor Bidart del Institut Gustave-Roussy, Villejuif, Francia)
dirigido a la region 98-108 de la cadena C del EPIL, tal como se ha descrito anteriormente’". Este anticuerpo actua
como anticuerpo de captura sobre un soporte en fase sélida, mientras que el mAb EPILO2 biotinilado (cedido
amablemente por el profesor Bidart del Institut Gustave-Roussy, Villejuif, Francia) dirigido a la region 125-137 de la
cadena A del EPIL se utiliza como trazador. La curva estandar se construyé con un péptido que abarca la region 76-
139 del pro-EPIL utilizado en concentraciones crecientes comprendidas entre 0,7 ng/ml y 100 ng/ml. Se puso de
manifiesto una linealidad constante interanalitica e intraanalitica en el intervalo comprendido entre 0,7 ng/ml y 100
ng/ml. Los coeficientes de variacion interanalitica (n = 10) e intraanalitica (n = 33) fueron del 12% y el 13,3%,
respectivamente, a 6,6 ng/ml, y del 6% y el 7,5%, respectivamente, a 50 ng/ml. La sensibilidad de este ensayo
ELISA es de 1 ng/ml.

Se utilizé un ensayo comercial IRMA (ELSA-FRHCG, CIS bio international, Gif-sur-Yvette, Francia) basado en el
anticuerpo monoclonal altamente especifico mAb FBT11 para medir la B-HCG. El inmunoensayo para la 3-HCG
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tiene una sensibilidad de 100 pg/mi'. Se midieron las concentraciones séricas de AFP mediante un inmunoensayo

comercial (BRAHMS-AFP Kryptor, Hennigsdorf, Alemania) basado en el anticuerpo altamente especifico mAb
AF01™. Este ensayo tiene una sensibilidad de 0,23 ng/ml.

b) Datos histoldgicos e inmunohistoquimicos

Los datos histolégicos de cada muestra se determinaron mediante el examen visual de los cortes tisulares tefidos
con hematoxilina, eosina y azafran. La inmunotincidon se llevé a cabo mediante un dispositivo automatico de
inmunotincién (Dako Autostainer) y un método de estreptavidina-biotina-peroxidasa (Dako Real™ Detection System
LSAB+, Dako SAS, Trappes, Francia) con el mAb EPIL15 dirigido a PEP, un anticuerpo policlonal dirigido a la HCG
(Dako SAS, Trappes, Francia) y un anticuerpo policlonal dirigido a la AFP (Dako SAS, Trappes, Francia).

c) Analisis estadistico

Se llevaron a cabo analisis estadisticos mediante el programa GraphPad Prism version 4.0. Las correlaciones se
estudiaron con pruebas no paramétricas (Spearman).

2) RESULTADOS

a) Concentraciones séricas de PEP, 3-HCG y AFP en la primera determinacion

Se midieron las concentraciones séricas de PEP, RB-HCG y AFP en 25 pacientes con tumores testiculares de células
germinales seminomatosos y en 27 pacientes con tumores no seminomatosos (tabla 1). Se recogieron muestras de
suero antes de la orquiectomia en 9 pacientes y tras la misma en 43 pacientes. Paralelamente, se midieron las
concentraciones séricas de PEP en 104 varones sanos. Los valores séricos de PEP se muestran en la figura 2. En
los individuos sanos, unicamente 2 de 104 (1,9%) presentaban valores séricos superiores a 1 ng/ml, mientras que 13
de 52 pacientes (25%) mostraron concentraciones séricas de PEP superiores a 1 ng/ml. En pacientes con tumores
de células germinales seminomatosos y no seminomatosos, el PEP estaba presente en el 24% y el 25% de las
muestras de suero en la primera determinacién, respectivamente. En esta serie de 52 pacientes, se detectaron
concentraciones séricas de B-HCG en 17 pacientes (32,6%) y la AFP fue elevada en el suero de 12 pacientes
(23%). El analisis de los datos con pruebas no paramétricas (Spearman) puso de manifiesto que los valores séricos
de PEP no correlacionaban con las concentraciones séricas de R-HCG (r = 0,0076) o de AFP (r = -0,0548). De
hecho, uno y/o dos de estos biomarcadores estaban presentes en el 44,2% de los pacientes, mientras que el PEP,
la R-HCG y/o la AFP se detectaron en el suero del 59,6% de los pacientes con canceres testiculares seminomatosos
0 no seminomatosos (tabla 2).

Tabla 2: pacientes con concentraciones séricas elevadas de PEP (> 1 ng/ml), R-HCG (> 0,1 ng/ml) y/o AFP (> 10
ng/ml)

Datos histolégicos Numero de pacientes Biomarcador o biomarcadores en suero
PEP R-HCG AFP R-HCG PEP
o o
AFP libres R-HCG
o
AFP
Seminomatosos 25 6 9 0 10 13
No seminomatosos 27 7 8 12 13 17
13 17 12 23 31
Total 52
(25%) (32,6%) (23%) (44,2%) (59,6%)

b) Mediciones seriadas de concentraciones séricas de PEP y R-HCG

La determinacion seriada de PEP y R-HCG se llevé a cabo en dos pacientes a los que se realizé un seguimiento
durante un minimo de cuatro afios y que se tomaron como representativos (figuras 3A y 3B). Uno de los pacientes
presentd valores séricos elevados de PEP durante 42 meses tras la orquiectomia, mientras que nunca se le detecté
R-HCG ni AFP (figura 3). Sin embargo, en este paciente, la muestra de suero inicial disponible para el estudio se
habia extraido 3 meses después de la intervencion. Cabe destacar que, tras un descenso inicial de los valores de
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PEP tras la orquiectomia, este paciente, que presentaba una forma mixta de tumor de células germinales no
seminomatoso compuesto por carcinoma embrionario y seminoma, experimentd simultdneamente un aumento de
las concentraciones séricas de PEP y recidiva ganglionar. El otro paciente representativo presentaba
concentraciones medibles de PEP, 3-HCG y AFP (116 Ul/ml) en la muestra de suero inicial extraida antes de la
orquiectomia. Tras la intervencion, las concentraciones de AFP se mantuweron por debajo del limite superior de los
valores habituales que se encuentran en los individuos sanos (< 5 ng/ml) Se siguié detectando una concentracion
baja de B-HCG (0,122 pg/ml) incluso 3 meses después de la intervencion. En contraste con esto, se detectaron
concentraciones elevadas de PEP hasta 3 afios después de la intervencion quirtrgica para este tumor, que consistia
en un tumor de células germinales no seminomatoso compuesto por coriocarcinoma, tumor del saco vitelino,
teratoma y seminoma.

c) Expresion de PEP en células

Con el fin de identificar las células productoras de PEP, se llevaron a cabo estudios inmunohistoquimicos en cortes
histolégicos de dos tumores testiculares que excretaban concentraciones séricas medibles de PEP. Un tumor era
una forma mixta de tumor de células germinales no seminomatoso compuesto por carcinoma embrionario, teratoma
y coriocarcinoma (figuras 4A y 4B), y el otro consistia en una forma mixta de un tumor de células germinales no
seminomatoso compuesto por carcinoma embrionario, tumor del saco vitelino y seminoma con células
sincitiotrofoblasticas (figuras 4C a 4F). En los cortes tisulares estudiados no estaban presentes células productoras
de AFP. En cambio, las células productoras de - HCG se tifieron fuertemente con mAb dirigido a R-HCG. En estos
tumores, se detecto tincion de PEP con mAb EPIL™ en células multinucleadas (sincitiotrofoblasticas), mientras que,
en un tumor, también se detecto tincion en las células mononucleadas (figuras 4E y 4F). En este tumor, la intensidad
de la tincién fue mas fuerte en las células mononucleadas que en las multinucleadas.

3) CONCLUSION

El cancer de testiculo es el tumor sélido mas comun en hombres jévenes con edades comprendidas entre los 15 y
los 34 afios, y el 95% de estos canceres son tumores de células germinales, un término que indica su origen en las
células germinales primordiales1. Los marcadores tumorales sensibles y las modalidades terapéuticas eficaces han
transformado el prondstico de estos canceres, que actualmente son en gran medida curables. Sin embargo,
permanecen abiertos varios aspectos de estos tumores testiculares de células germinales: La incidencia de este tipo
de cancer va en aumento y el retraso en el diagnéstico todavia puede ser demasiado prolongado para algunos
pacientes, lo que afecta a su prondstico. Aunque dicho prondstico se considera bueno en una gran mayoria de los
pacientes, sigue existiendo un grupo con mal prondstico. Desde una perspectiva mas amplia, la desaceleracion
observada recientemente en la disminucion de la tasa de mortalidad genera preocupacion. Otro problema es la
necesidad de minimizar los efectos toxicos del tratamiento a largo plazo sin mermar su eficacia. Aunque los tres
biomarcadores HCG, R-HCG y AFP contribuyen eficazmente al tratamiento de los canceres de testiculo, dicho
tratamiento se podria mejorar mediante nuevos biomarcadores. Entre estos tres biomarcadores, cabe destacar que,
en términos de expresion, la HCG y la R-HCG comparten similitudes con un grupo particular de antigenos
denominados antigenos cancer/testiculo (C/T). Para que una proteina se considere un antigeno C/T, ésta debe estar
expresada en los tumores asi como en los testiculos y/o la placenta, pero no en mas de dos tejidos normales no de
linea germinal. Por lo general, si se detecta expresion en tejidos normales no de linea germinal, ésta representa
Unicamente una pequefia fraccion de la detectada en los testiculos'®. Como la B-HCG, el antigeno tumoral MZ2-E,
que fue el primer antigeno C/T que se describid, junto con un cremente namero de antigenos C/T (mé&s de 40)
identificados hasta el momento, estan muy expresados en la placenta y los tumores'® . Analogamente, el PEP esta
expresado en la placenta y los tumores: se ha documentado que las células de cancer de mama positivas para c-
erbB-2 con un alto potencial invasivo expresan y secretan PEP'®. Por otra parte, tal como se espera de un antigeno
C/T, la expresion de PEP se detectdé unicamente en un tejido normal no de linea germinal, siendo ademas una
expresion deébil. Asi, la expresion de PEP presenta la mayor parte de caracteristicas de los antigenos
cancer/testiculo (C/T), y el presente estudio se disefié con el fin de determinar si este antigeno constituye también
un biomarcador de los canceres de testiculo.

El PEP se detecta en aproximadamente la mitad de los varones que presentan tumores testiculares seminomatosos
(24%) o no seminomatosos (25,9%) (tabla 2). En cambio, se detectaron concentraciones séricas medibles
unicamente en 2 de cada 104 (1,9%) varones sanos. No es infrecuente que los marcadores tumorales, incluidas la
HCG y la B-HCG, estén presentes en un niumero limitado de varones sanos. De hecho, los sueros de los hombres y
de las mujeres no embarazadas contienen concentraciones bajas de HCG y R-HCG que se pueden detectar
mediante pruebas sensibles; es probable que la deteccion de PEP en menos del 2% de los varones sanos esté
relacionada con la sensibilidad del inmunoensayo utilizado para la medicion de PEP' "8 Lo que es mas importante,
resulta sorprendente que 8 de cada 13 (61,5%) tumores productores de PEP no segregaron concentraciones
detectables de R-HCG ni de AFP. De hecho, en esta serie de 52 pacientes con cancer de testiculo de células
germinales, el 44,2% de los pacientes presentaban concentraciones séricas medibles de 3-HCG y/o AFP, mientras
que las concentraciones de R-HCG, AFP y/o PEP fueron elevadas en el suero del 59,6% de los pacientes. Es
probable que estos porcentajes estuvieran subestimados, ya que la mayor parte de las muestras de suero se
recogieron entre 1 y 303 dias después de la orquiectomia: en esta serie, el 48,1% de los pacientes con tumores no
seminomatosos presentaban concentraciones séricas elevadas de R-HCG y/o AFP, mientras que anteriormente se
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habia observado que uno de estos marcadores, o ambos, estan expresados aproximadamente en las tres cuartas
partes de los tumores no seminomatosos?.

Otra observacion inesperada fue la persistencia de concentraciones séricas medibles de PEP en algunos pacientes
incluso 42 meses después del final del tratamiento. Es probable que esta persistencia de concentraciones séricas
medibles de PEP indique la presencia de células tumorales residuales. La intervencion quirurgica de las masas
residuales tras la quimioterapia en pacientes con cancer de testiculo muestra que el 45% y el 10% de dichas masas
residuales contienen teratomas o la enfermedad activa, respectivamente1 . Ademas, se documenté que los
pacientes que presentan variedad de tumores primarios de células germinales en los testiculos y han sido tratados
con radioterapia y/o quimioterapia ademas del tratamiento quirirgico pueden desarrollar teratomas maduros en
diferentes zonas anatémicas®. Curiosamente, un paciente con un tumor de células germinales no seminomatoso
compuesto por carcinoma embrionario y seminoma experimentdé un aumento en las concentraciones séricas de PEP
antes de la recidiva ganglionar, seguido por concentraciones séricas persistentes de PEP tras la finalizacion de la
quimioterapia (figura 3A). Otro paciente con concentraciones persistentes de PEP no recibié radioterapia ni
quimioterapia (figura 3B). Dicho paciente presentaba un tumor de células germinales no seminomatoso compuesto
por coriocarcinoma, tumor del saco vitelino, teratoma y seminoma. Por consiguiente, permanecen a la espera de
determinar los tipos de células tumorales que continian produciendo PEP. De hecho, el PEP es excretado en
canceres de testiculo con una amplia variedad de tipos histologicos. En nuestra serie, el PEP fue excretado por 6
seminomas puros sin células sincitiotrofoblasticas, 1 carcinoma embrionario y 6 tumores mixtos que contenian dos o
tres tipos histolégicos diferentes; (1 carcinoma embrionario y seminoma, 1 coriocarcinoma y seminoma, 1 teratoma y
seminoma, 1 carcinoma embrionario, teratoma y coriocarcinoma, 1 carcinoma embrionario, tumor del saco vitelino y
seminoma con células sincitiotrofoblasticas y 1 coriocarcinoma, tumor del saco vitelino, teratoma y seminoma). A fin
de caracterizar el tipo histologico de las células expresoras, se llevé a cabo una tinciéon inmunohistoquimica en dos
tumores mixtos con anticuerpos dirigidos a R-HCG, AFP y PEP: un tumor de testiculo contenia carcinoma
embrionario, teratoma y coriocarcinoma (figuras 4A y 4B), y el otro era una forma mixta de tumor de células
germinales no seminomatoso compuesto por carcinoma embrionario, tumor del saco vitelino y seminoma con células
sincitiotrofoblasticas (figuras 4C a 4F). En estos cortes tisulares, las células multinucleadas parecian producir tanto
3-HCG como PEP con intensidades de tincion idénticas (figuras 4A y 4B) o diferentes (figuras 4C y 4D). En las
células mononucleadas, estas dos proteinas pueden ser producidas por células mononucleadas idénticas o distintas.

Consideradas en conjunto, las observaciones en suero y en células muestran que, al contrario que en la placenta
normal, en la que la biosintesis de R-HCG y PEP puede estar regulada por vias 1comunes, en los tumores
testiculares de células germinales su produccion puede estar regulada por vias diferentes 0

En conclusion, el PEP es un biomarcador sérico que proporciona informacion adicional sobre los canceres de
testiculo de células germinales. EI PEP puede ser el Unico biomarcador presente en el suero de los tumores
testiculares seminomatosos y no seminomatosos que indica la presencia de células tumorales no detectadas con
anterioridad mediante otros biomarcadores séricos en el diagnostico clinico. EI PEP también puede indicar la
presencia de células tumorales residuales que contintan presentes varios afos después de finalizar el tratamiento.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento in vitro para la deteccion y/o clasificacion de un cancer de testiculo en un individuo, que comprende
la etapa que consiste en determinar el nivel de expresion del gen que codifica el péptido pro-EPIL en una muestra
bioldgica aislada de dicho individuo, en el que la sobreexpresion de dicho gen que codifica el péptido pro-EPIL indica
la presencia de un cancer de testiculo y/o de una clase de tumor testicular de células germinales, preferentemente
un cancer de testiculo y/o una clase de tumor testicular de células germinales seminomatosos o no seminomatosos.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que dicho procedimiento comprende ademas una etapa de
determinacion del nivel de expresion de por lo menos un gen seleccionado entre el grupo constituido por los genes
que codifican la gonadotropina humana HCG, su subunidad beta R-HCG vy la alfa-fetoproteina AFP humana en una
muestra bioldgica aislada de dicho individuo, en el que la sobreexpresion de por lo menos uno de dichos genes que
codifican la HCG, su subunidad beta R-HCG o la AFP humana indica la presencia de un cancer de testiculo y/o una
clase de tumor testicular de células germinales.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 2, en el que dicho procedimiento comprende ademas una etapa de
determinacion del nivel de expresion de los genes que codifican la HCG, o su subunidad R-HCG, y la AFP humana
en una muestra bioldgica aislada de dicho individuo, en el que la sobreexpresién de por lo menos uno de dichos
genes que cadifican la HCG, o su subunidad beta R-HCG, o la AFP humana, indica la presencia de un cancer de
testiculo y/o una clase de tumor testicular de células germinales.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 3, en el que la presencia de una sobreexpresion del gen que codifica el
péptido pro-EPIL, una sobreexpresion del gen que codifica la R-HCG y una sobreexpresion del gen que codifica la
alfa-fetoproteina AFP en una muestra bioldgica aislada de dicho individuo indica la presencia de un cancer de
testiculo y/o una clase de tumor testicular de células germinales no seminomatosos.

5. Procedimiento de identificacion de un compuesto candidato para un agente farmacoldgico util en el tratamiento del
cancer de testiculo, particularmente de un tumor testicular de células germinales, que comprende las etapas
siguientes:

a) poner en contacto un individuo mamifero no humano que presenta cancer de testiculo, particularmente un tumor
testicular de células germinales, con un agente farmacolégico candidato;

b) determinar el nivel de expresion del gen que codifica el péptido pro-EPIL en una muestra bioldgica aislada de
dicho individuo;

c) opcionalmente, determinar ademas el nivel de expresion de por lo menos un gen seleccionado entre el grupo
constituido por los genes que codifican la HCG, su subunidad R-HCG y la AFP humana en una muestra bioldgica
aislada de dicho individuo,

en el que una disminucidon de la cantidad de prueba de expresion del gen que codifica el péptido pro-EPIL vy,
opcionalmente, una disminucidon de la expresion del gen determinada en la etapa c) indica que el agente
farmacolégico candidato es un compuesto potencial para un agente farmacolégico util en el tratamiento del cancer
de testiculo, particularmente de un tumor testicular de células germinales.

6. Procedimiento para evaluar el efecto en un individuo de un tratamiento del cancer de testiculo, particularmente de
un tumor testicular de células germinales, que comprende las etapas siguientes:

a) determinar el nivel de expresion del gen que codifica el péptido pro-EPIL en una muestra bioldgica aislada de
dicho individuo;

b) determinar un segundo nivel de expresion del gen que codifica el péptido pro-EPIL en una muestra biolégica
aislada de dicho individuo;

c) comparar las primera y segunda cantidades de nivel de expresion del gen que codifica el péptido pro-EPIL en
una muestra bioldgica aislada de dicho individuo;

en el que una disminucién del nivel de expresion del gen que codifica el péptido pro-EPIL en la segunda muestra
biolégica aislada de dicho individuo indica la regresiéon de dicho cancer de testiculo, particularmente un tumor
testicular de células germinales.

7. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el nivel de expresién se determina
mediante la deteccién de la presencia, la ausencia o el nivel de ARNm transcrito de dicho gen o de polipéptido
codificado por dicho gen, o un fragmento especifico del mismo.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 7, en el que dicho polipéptido se detecta o cuantifica por analisis de
transferencia Western, cromatografia, inmunoensayo o ensayo inmunohistoquimico.
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9. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la muestra bioldgica obtenida del
individuo se selecciona entre el grupo que comprende sangre completa, suero o plasma sanguineos, biopsia del
tumor o combinaciones de los mismos.

10.

Kit para la deteccién y/o clasificacion de un cancer de testiculo, particularmente un tumor testicular de células

germinales, que comprende:

11.

un anticuerpo dirigido especificamente contra el péptido pro-EPIL;
un anticuerpo dirigido especificamente contra el polipéptido HCG o su subunidad R-HCG; y
un anticuerpo dirigido especificamente contra el polipéptido AFP humano.

Kit para la deteccién y/o clasificacion de un cancer de testiculo, particularmente un tumor testicular de células

germinales, que comprende:

12.

un conjunto de cebadores que pueden ampliar especificamente el ARN o ADNc del pro-EPIL; y

un conjunto de cebadores que pueden ampliar especificamente el ARN o el ADNc del grupo constituido por la
HCG, su subunidad R-HCG; y

un conjunto de cebadores que pueden amplificar el ARN o ADNc de la alfa-fetoproteina AFP humana.

Kit para la deteccién y/o clasificacion de un cancer de testiculo, particularmente un tumor testicular de células

germinales, constituido por:

13.

una sonda nucleica que puede hibridarse especificamente con el ARN del pro-EPIL;

una sonda nucleica que puede hibridarse especificamente con el ARN de la gonadotropina HCG humana o su
subunidad beta B-HCG; y

una sonda nucleica que puede hibridarse especificamente con el ARN de la alfa-fetoproteina AFP humana.

Matriz de moléculas de acido nucleico en fase sélida para la deteccion y/o clasificacién de un cancer de testiculo,

particularmente un tumor testicular de células germinales, que comprende:

14.

una molécula de acido nucleico que puede hibridarse especificamente con el ARN del pro-EPIL;

una molécula de acido nucleico que puede hibridarse especificamente con el ARN de la gonadotropina HCG
humana o su subunidad beta B3-HCG; y

una molécula de acido nucleico que puede hibridarse especificamente con el ARN de la alfa-fetoproteina AFP
humana.

Micromatriz proteinica en fase solida para la deteccidon y/o clasificacion de un cancer de testiculo,

particularmente un tumor testicular de células germinales, que comprende:

a)
b)

c)

un anticuerpo dirigido especificamente contra el péptido pro-EPIL;
un anticuerpo dirigido especificamente contra el polipéptido HCG o su subunidad R-HCG; y

un anticuerpo dirigido especificamente contra el polipéptido AFP humano.

fijada sobre un sustrato solido.

15.

Utilizacion de la expresion del gen del pro-EPIL como biomarcador para el diagnéstico del cancer de testiculo,

particularmente un tumor testicular de células germinales.
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