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DESCRIPCION

Sobreexpresion de N-miristoiltransferasa 2 en sangre periférica y células mononucleares de la sangre periférica
como marcador del cancer colorrectal

Informacion de la solicitud anterior

La presente solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud de Patente Provisional de EE.UU. 61/730.694, presentada
el 28 de noviembre de 2012.

Antecedentes de la invencion

El cancer es la principal causa de muerte en Canada. El cancer colorrectal (CCR), el segundo mas mortal, tiene un
90% de supervivencia si se trata en un estadio temprano (CancerCare Manitoba, 2007; Population screening for
colorectal cancer, 2006). Sin embargo, cada afio mueren mas de 600.000 personas en todo el mundo debido a CCR
(Canadian Cancer Society, 2010). El CCR surge a partir de polipos adenomatosos premalignos, que pueden tardar
varios afios en convertirse en cancer. La genética también puede desempeifiar un papel, ya que el 30% de los casos
de CCR son hereditarios (CancerCare Manitoba, 2007; Population screening for colorectal cancer, 2006). Sin
embargo, no todos los poélipos se convierten en CCR y la gran mayoria de los casos de CCR no son hereditarios.
Estas estadisticas destacan la necesidad urgente de métodos de deteccion fiables para una deteccion temprana del
CCR.

Estrategias actuales para la detecciéon del CCR

La deteccion es el medio para identificar individuos que tienen riesgo de padecer una enfermedad antes del
desarrollo de los sintomas. Las pruebas de deteccion mas comunes para el CCR incluyen pruebas de sangre oculta
en heces (FOBT), sigmoidoscopia y colonoscopia (Screening, 2001) (Winawer, et al., 2003). La tasa de
cumplimiento de estas pruebas para la deteccion es limitada debido a la baja sensibilidad o a la naturaleza invasiva
(Moayyedi, 2007; Nicholson, et al., 2005). Por ejemplo, aunque FOBT es rentable y relativamente segura, las tasas
de falsos positivos son altas y factores tales como la medicacion o la dieta pueden sesgar los resultados. Para la
deteccion con FOBT, los pacientes deben recoger una muestra de heces en casa y llevarla a un laboratorio para su
analisis. La naturaleza desagradable de la recogida de muestras fecales ha conducido a una baja aceptacion por
parte del paciente. En Manitoba, la deteccion del cancer de colon ha fracasado en gran medida, ya que el 85% de
los pacientes seleccionados optaron por no someterse al proceso. La sigmoidoscopia y la colonoscopia son ambas
costosas e invasivas, y los resultados y los riesgos del procedimiento dependen de la experiencia del endoscopista
asistente (Baxter y Rabeneck, 2009; Singh et al., 2010; Singh et al., 2009).

El biomarcador antigeno carcinoembrionario (CEA), ampliamente disponible tiene una sensibilidad y especificidad
limitadas (Duffy, et al., 2003; Ouyang, et al., 2005). Sin embargo, es probable que los analisis de sangre se acepten
mas facilmente que las pruebas con heces o endoscdpicas. Los analisis de sangre rentables pueden identificar
pacientes con alto riesgo de CCR y mejorar el cumplimiento por parte del paciente de procedimientos de diagnostico
mas intensivos e invasivos.

N-miristoilacion

La N-miristoilacion es la unién covalente de una cadena de acido graso saturado de 14 carbonos con el residuo de
glicina N-terminal de una proteina, que esta catalizada por la enzima N-miristoiltransferasa (NMT). Se ha observado
una miristoilacion de proteinas entre diversos taxones, incluidos mamiferos, plantas, virus y hongos (Farazai, et al.,
2001). En eucariotas inferiores, un solo gen codifica la NMT. Los eucariotas superiores, tales como los seres
humanos, tienen dos genes (Giang y Cravatt, 1998).

La N-miristoilacion es una modificacion proteinica cotraduccional irreversible (Towler, et al., 1987). Algunos informes
recientes han sugerido excepciones a esta regla con pruebas de una miristoilacion posterior a la traduccién. Por
ejemplo, la proteina proapoptética BID es escindida por la Caspasa 8 antes de la apoptosis para mostrar un motivo
de miristoilacion. Otra proteina que se miristoiliza de modo postraduccional es la proteina cinasa activada por P21,
que esta involucrada en el mantenimiento del citoesqueleto (Zha, et al., 2000; Vilar, et al., 2006). Las proteinas
implicadas en las cascadas de sefales, la transformacion celular y la oncogénesis estan miristoilizadas
frecuentemente. Estas incluyen la subunidad catalitica de la proteina cinasa dependiente de AMPc (Carr, et al.,
1982), la subunidad B de Calcineurina (Aitken, et al., 1982), la subunidad a de varias proteinas G (Schultz, et al.,
1987), las formas transformantes celulares de pp60'SrC (Schultz, et al., 1985), varias tirosina cinasas y proteinas
importantes para el ensamblaje, la maduracion y la infectividad de particulas viricas maduras, como el precursor
Pr65gag del virus de la leucemia murina (Rein, et al., 1986) y el precursor del polipéptido VPO del virus de la polio
(Marc, et al., 1989).

Con respecto a las infecciones viricas, se ha encontrado que el ARNm de NMT1 y NMT2 asi como la actividad de
NMT1 y NMT2 disminuyen con el curso de una infecciéon con VIH-1 en la linea de linfocitos T humanos CEM.
Ademas, se han encontrado inhibidores de NMT que muestran un efecto citotdxico sobre células CEM infectadas
con VIH-1 (Takamune et al., 2002).
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Sobreexpresion de NMT en CCR

La NMT eucariota es un miembro de la superfamilia de proteinas N-acetiltransferasas relacionadas con GCN5
(GNAT) (Resh, 1999) (Boutin, 1997) (Farazai, et al., 2001). La N-acetiltransferasa usa la acetil coenzima A (CoA)
para transferir un grupo acetilo desde el donante a la amina primaria del aceptor. Dos genes codifican NMT en los
eucariotas superiores, tales como animales bovinos, seres humanos y plantas. El segundo ADNc de NMT2
genéticamente distinto (NMT-2) se ha clonado a partir de una genoteca de higado humano. Los homodlogos
respectivos de ratdon para las dos NMTs humanas también se han clonado (Giang DK y col., 1998, J Biol Chem.;
273:6595-8). La proteina NMT2 es un producto de un gen diferente (gen NMT2) a NMT1.

Se ha notificado una actividad elevada de NMT en el tejido tumoral del colon, en comparacién con tejido adyacente
al tumor y tejido de pacientes de control (Magnuson, et al., 1995). Estudios recientes también han mostrado que la
expresion de NMT1 en tumores de colon es mayor durante los estadios tempranos del cancer de colon y también es
alta en los pdlipos (Selvakumar, et al., 2006). Sin embargo, en estudios previos, las mediciones de la actividad y la
expresion de NMT en los tejidos tumorales mediante IHC (inmunohistoquimica), probablemente representaban la
expresion de NMT total en lugar de solo la de NMT1 (King y Sharma, 1991).

Sobreexpresion de NMT

La sobreexpresion de NMT en los tumores de colon no se conoce bien. Sin embargo, es coherente con el aumento
de la demanda de miristoilacion de las oncoproteinas como respuesta a una divisidon celular rapida durante la
tumorogénesis. Se puede establecer un vinculo entre el cancer colorrectal (CCR) y el sistema inmune a través de
sus respectivas demandas de NMT. Se ha encontrado que la actividad de NMT y la expresiéon de NMT1 son
esenciales para el desarrollo adecuado de la estirpe monocitica y, por lo tanto, pueden estar implicadas en la
diferenciacion de otros leucocitos (Shrivastav, et al., 2008). Shrivastav et al. (2007) han establecido una
inmunotincion de NMT1 fuertemente positiva en sangre periférica de CCR de pacientes con CCR (n = 18). La
inmunotincion se realizé usando un anticuerpo policlonal que se habia generado contra la proteina NMT1 de longitud
completa. Dado que NMT1 comparte aproximadamente el 77% de homologia de secuencia de aminoacidos con
NMT2, este anticuerpo policlonal de NMT1 podria haber reconocido ambas proteinas NMT1 y NMT2 en las muestras
de sangre periférica o también debido a la activacion de la respuesta inmune que conduce a una expresion
incrementada de NMT1 debido a una infeccién y/o al cancer.

Compendio de la invencion

Previamente, se habia notificado que la proteina NMT1 se sobreexpresa en las PBMCs de pacientes con cancer
colorrectal debido a una inmunotincién positiva usando un anticuerpo policlonal producido contra la proteina NMT1
de longitud completa.

El estudio actual de los inventores sobre el patron de expresion de las isoformas NMT1 y NMT2 (productos de dos
genes diferentes) en las PBMCs de pacientes con CCR, empleando anticuerpos especificos de NMT1 o NMT2, ha
mostrado que la proteina NMT2 y no la proteina NMT1 se sobreexpresa en las PBMC de los pacientes con CCR. La
proteina NMT2 es el producto de un gen distinto a NMT1. Después de un aislamiento adicional de linfocitos T
procedentes de PBMCs, los inventores establecieron claramente que NMT2, no NMT1, se sobreexpresa en los
linfocitos T de pacientes con CCR. Los inventores usaron anticuerpos policlonales reconocidos y validados de Sigma
(Canada), que son especificos de NMT1 o NMT2. El reconocimiento Unico de los anticuerpos policlonales de NMT1
y NMT2 permitié a los inventores delimitar que NMT2 se sobreexpresa en los linfocitos T de pacientes con CCR.
Debido a una falta de anticuerpo especifico de la isoforma NMT en un estudio previo, los inventores de hecho
estaban midiendo la expresion de NMT total (NMT1 y NMT2) mediante inmunohistoquimica, en lugar de solo NMT1.

Ademas, en un estudio reciente, los inventores también observaron un aumento de la expresion de NMT1 cuando
los linfocitos T CD4+ latentes se activaban mediante una ligacion de los linfocitos T usando el anticuerpo anti-
CD3/CD46. Esto afiade mas complejidad a la medicion de NMT1 en pacientes con CCR, ya que sus linfocitos T
CD4+ se activan gracias a la respuesta inmune debido a varias razones, incluida una infeccion o el cancer. (Figura
9).

De acuerdo con un aspecto de la invencién, se proporciona un método para identificar un candidato para una
deteccion adicional del cancer colorrectal (CCR) que comprende: medir los niveles de N-miristoiltransferasa 2
(NMT2) en una muestra de un paciente que tiene riesgo de desarrollar CCR, que es sospechoso de tener CCR o
que tiene CCR, en donde niveles de NMT2 superiores a un nivel umbral indican que el paciente es un candidato
para una deteccién adicional del CCR.

El método para una deteccion adicional de CCR se puede seleccionar a partir del grupo que consiste en:
sigmoidoscopia y colonoscopia.

Los niveles de NMT2 se pueden medir usando un cebador o una sonda que comprende una secuencia de acido
nucleico Unica para NMT2 o empleando un anticuerpo especifico de NMT2.

El paciente puede ser un ser humano
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El paciente puede tener un historial familiar de cancer colorrectal o ser mayor de 55 afios.

La muestra se puede seleccionar a partir del grupo que consiste en: sangre completa, células mononucleares de
sangre periférica, linfocitos T y/o sus subpoblaciones que incluyen células CD8+. Alternativamente, la muestra puede
ser una muestra de células CD4, es decir, una muestra que incluye células CD4 o que esta enriquecida para células
CD4, es decir, que tiene una proporcién mayor de lo normal de células CD4.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, se proporciona un método para medir los niveles de N-
miristoiltransferasa 2 (NMT2) en una muestra de un paciente que comprende: medir los niveles de N-
miristoiltransferasa 2 (NMT2) en una muestra de un paciente usando un reactivo para la medicion que es especifico
de NMT2 en comparacion con NMT1, y determinar si los niveles de NMT2 son superiores a un nivel umbral.

Breve descripcion de los dibujos

FIGURA 1: Perfil de expresion de NMT1 y NMT2 en linfocitos T CD4+ procedentes del control (n = 4) y pacientes
con CCR (n =4). NMT1 y NMT2 parecen ser mas elevadas en los pacientes con CCR. La expresion de NMT1 tiene
un solapamiento elevado entre los pacientes y no es significativa. Mientras que la expresién de NMT2 muestra cierto
solapamiento. Es probable que esto se deba al valor mas bajo del paciente ID023 con una puntuacién H de 30 y al
valor mas alto de la puntuacion H de 40 del grupo de control (CS2).

FIGURA 2: Perfil de expresion de NMT1 y NMT2 en linfocitos T CD8+ de control y pacientes con CCR. NMT1 y
NMT2 parecen ser mas elevadas en pacientes con CCR, pero existe una cantidad considerable de solapamiento. Se
encontré que la prueba T que compara NMT1 en linfocitos T CD8+ no era significativa. Se encontré que la
sobreexpresion de NMT2 era significativa mediante la prueba T.

FIGURA 3: Imagen de IHC representativa de linfocitos T CD4+ con tincion de NMT1 usando el cromégeno DAB
(tincion marrén) con 40X. a) procede del grupo 1 (paciente CS1) y b) procede del grupo 2 (ID018). Los linfocitos T
CD4+ de los pacientes de control (flecha) practicamente no muestran una tincion de NMT1. Los pacientes con CCR
muestran niveles mas bajos de NMT1 y en pocas células (flecha).

FIGURA 4: Imagen de IHC representativa de linfocitos T CD4+ con tincion de NMT2 usando el cromégeno DAB
(tincion marrén) con 40X. a) procede del grupo 1 (paciente CS1) y b) procede del grupo 2 (ID018). Los linfocitos T
CD4+ procedentes del grupo de control practicamente no muestran ninguna tincion. Los linfocitos T CD4+
procedentes de los pacientes con CCR muestran una tincion positiva fuerte de NMT2 (flecha). También se puede
observar que NMT2 esta localizada en el citoplasma de los linfocitos T. Sin embargo, no todas las células parecen
mostrar una sobreexpresion (flecha en negrita).

FIGURA 5: Imagen de IHC representativa de linfocitos T CD8+ con tincion de NMT1 usando el cromégeno DAB
(tincion marrén) con 40X. a) procede del grupo de control (CS1) y b) procede de un paciente con CCR (ID018). Las
células procedentes de los pacientes de control practicamente no muestran ninguna tincion (flecha). Los puntos
rojos esféricos son perlas magnéticas utilizadas en el aislamiento de los linfocitos T. La mayoria de las células
procedentes de pacientes con CCR se tefiian de forma moderada positiva para NMT1 (flecha).

FIGURA 6: Imagen de IHC representativa de linfocitos T CD8+ con tincion de NMT2 usando el cromégeno DAB
(tincion marrén) con 40X. a) procede del grupo de control (CS1) y b) procede de un paciente con CCR (ID017). Las
células procedentes de los pacientes de control practicamente no muestran ninguna tincion (flecha). La mayoria de
las células procedentes de pacientes con CCR se tefiian de forma fuertemente positiva para NMT2 (flecha).

FIGURA 7: Expresion de NMT2 en frotis de sangre periférica: se realizaron frotis de sangre sobre portaobjetos de
vidrio y se realizé un analisis inmunohistoquimico como se describe en la seccion de materiales y métodos. A)
expresion de NMT2 en las células de sangre periférica. Los linfocitos procedentes de un sujeto sano (indicados por
una flecha) muestran una tincién de débil a negativa para NMT2, mientras que B) la expresion de NMT2 es alta
segun se determina por la intensidad de la tincién con un anticuerpo anti-NMT2 en las células de sangre periférica
(linfocito indicado por una flecha) procedentes de un paciente con cancer colorrectal.

FIGURA 8: Expresion de NMT2 en células mononucleares de sangre periférica (PBMC): las PBMCs se separaron de
la sangre completa mediante centrifugacion en gradiente de densidad usando ficoll-hypaque. Se prepararon
portaobjetos de PBMCs para Cytospin y se realizé un analisis inmunohistoquimico como se describe en la seccion
de materiales y métodos. A) La expresion de NMT2 en las PBMCs periféricas de un sujeto sano muestra una tincion
de débil a negativa para NMT2, mientras que B) la expresion de NMT2 es alta segin se determina por la fuerte
intensidad de la tincién con un anticuerpo anti-NMT2 en las PBMCs procedentes de un paciente con cancer
colorrectal.

FIGURA 9. Perfil de la expresion del gen de la N-miristoiltransferasa-2 (NMT2) en pacientes con CCR y sujetos
sanos. La expresion del gen de NMT2 en las células mononucleares de sangre periférica se determino en pacientes
con CCR (A12 y A13) y sujetos sanos (C1 y C2) mediante reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa en
tiempo real (qRT-PCR), utilizando cebadores validados Prime para PCR de BioRad. Estos cebadores eran
especificos de NMT2. La expresion del gen de NMT2 en pacientes con CCR es el doble que en comparacién con
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sujetos sanos.
Breve descripcion de las tablas

TABLA 1: Analisis de los resultados de la prueba T de dos colas a partir de la comparacion de los niveles de
expresion de NMT1 y NMT2 en grupos de pacientes y de control.

TABLA 2: Perfil de la expresion de NMT1 de pacientes en linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+.
TABLA 3: Perfil de la expresion de NMT2 de pacientes en linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+.
TABLA 4: Antecedentes médicos de los participantes.

Descripcion de las realizaciones preferidas

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria tienen
el mismo significado que entiende cominmente un experto habitual en la técnica a la que pertenece la invencion.
Aunque se puede usar cualquier método y material, similar o equivalente a los descritos en este documento, en la
puesta en practica o las pruebas de la presente invencion, los métodos y materiales preferidos se describen a
continuacion. Todas las publicaciones mencionadas a continuacién se incorporan en este documento como
referencia.

Informes anteriores revelaron que la sobreexpresion de NMT1 es mas notable en las células mononucleares de
sangre periférica (PBMC). En los sujetos de control, la expresion de NMT1 en las PBMCs y las células
polimorfonucleares PMN variaba desde negativa a positiva de forma débil y escasa, con no mas del 20%, si acaso,
de las células con tincién positiva. Por el contrario, los pacientes con CCR mostraron una fuerte tinciéon de NMT1 en
las PBMCs y PMNs. Sin embargo, en otro informe, se sugeria que la expresion de NMT1 depende del estado de
activacion de los neutréfilos (Shrivastav et al., 2010 Vet Res. 2010; 41:9). Ademas, los inventores habian informado
anteriormente que NMT1 es la principal enzima durante la embriogénesis y que dos isoformas no son redundantes
en su funcién (Yang et al., 2005, J Biol Chem. 2005; 280:18990-5). Es posible que NMT1 esté implicada en el
funcionamiento normal de las células sanguineas, sin embargo, la sobreexpresion de NMT2 es la caracteristica de
los procesos oncogénicos colorrectales. Es bastante posible que los linfocitos T que sobreexpresan NMT2 puedan
representar un hospedador de especificidades antigénicas, y aquellas contra CCR. Por lo tanto, la sobreexpresion
de NMT2 debida exclusivamente a una expansion clonal dirigida por CCR es uno de los supuestos preferidos. Si la
sobreexpresion de NMT2 también se puede deber a una sobreexpresion constitutiva (es decir, anterior al inicio de la
enfermedad) en individuos que tienen un alto riesgo de desarrollar CCR, es otra posibilidad.

En consecuencia, la base bioldgica para la sobreexpresion de NMT2 en las PBMCs de pacientes con CCR se tiene
que caracterizar mejor para utilizar NMT2 como marcador para una deteccion temprana del CCR.

Tal y como se analiza a continuacion, en este documento se describe la identificacion de la isozima de NMT, es
decir, NMT2, sobreexpresada en PBMCs de pacientes con CCR vy los tipos de células que sobreexpresan NMT2 en
las PBMCs de pacientes con CCR.

De acuerdo con un aspecto de la invencién, se proporciona un método para identificar un candidato para una
deteccion adicional del cancer colorrectal (CCR) que comprende:

medir los niveles de N-miristoiltransferasa 2 (NMT2) en una muestra de un paciente con riesgo de desarrollar
cancer colorrectal, sospechoso de tener cancer colorrectal o que tiene cancer colorrectal, en donde niveles de
NMT2 superiores a un nivel umbral, indican que el paciente es un candidato para una deteccién adicional de
CCR.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, se proporciona un método para medir los niveles de N-
miristoiltransferasa 2 (NMT2) en una muestra de un paciente que comprende:

medir los niveles de N-miristoiltransferasa 2 (NMT2) en una muestra de un paciente mediante el uso de un
reactivo de mediciéon que se dirige a regiones Unicas o especificas de NMT2, en comparacion con NMT1, y

determinar si los niveles de NMT2 son superiores a un nivel umbral.

Tal y como se analiza en este documento, el reactivo de medicion puede ser un cebador, una sonda o un anticuerpo
especifico de NMT2.

De acuerdo con un aspecto de la invencién, se proporciona un método para determinar si un paciente es un
candidato para una deteccion adicional del cancer colorrectal (CCR) que comprende:

medir los niveles de N-miristoiltransferasa 2 (NMT2) en una muestra de un paciente que tiene riesgo de
desarrollar cancer colorrectal, en donde niveles de NMT2 superiores a un nivel umbral indican que el paciente
es un candidato para una deteccion o un diagndstico adicional de CCR.
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De acuerdo con un aspecto de la invencién, se proporciona un método para identificar un candidato para una
deteccion adicional del cancer colorrectal (CCR) que comprende:

proporcionar una muestra de un paciente que tiene riesgo de desarrollar cancer colorrectal y medir los niveles
de N-miristoiltransferasa 2 (NMT2) en dicha muestra, en donde niveles de NMT2 superiores a un nivel umbral
indican que el paciente es un candidato para una deteccion adicional del CCR.

De acuerdo con un aspecto de la invencién, se proporciona un método para determinar si un paciente es un
candidato para una deteccion adicional del cancer colorrectal (CCR) que comprende:

proporcionar una muestra de un paciente que tiene riesgo de desarrollar cancer colorrectal; y medir los niveles
de N-miristoiltransferasa 2 (NMT2) en dicha muestra, en donde niveles de NMT2 superiores a un nivel umbral
indican que el paciente es un candidato para una deteccioén adicional del CCR.

Preferiblemente, en algunas realizaciones, solo se miden los niveles de NMT2. En algunas otras realizaciones, los
niveles de NMT2 se miden de forma aislada o en ausencia de niveles de NMT1.

Como apreciara un experto en la materia, una deteccién adicional del cancer colorrectal comprende cualquier
método de deteccion adecuado conocido en la técnica, por ejemplo, pero de ningin modo limitado a, sigmoidoscopia
y colonoscopia.

Como apreciara un experto en la técnica, los niveles de NMT2 se pueden medir usando cualquier medio adecuado
conocido en la técnica que distinga entre la expresion de NMT2 y la expresion de NMT1. Por ejemplo, como se ha
descrito anteriormente, las secuencias tanto de NMT1 como de NMT2 son conocidas y, por consiguiente, se pueden
detectar los niveles de NMT2, por ejemplo, mediante métodos basados en la amplificacion de acidos nucleicos,
mediante sondas o mediante anticuerpos.

Por ejemplo, se puede emplear un cebador o una sonda especifica de NMT2 para detectar transcritos de NMT2, por
ejemplo, mediante hibridacién y/o amplificacion. Alternativamente, se pueden usar anticuerpos, por ejemplo, un
anticuerpo monoclonal o una preparacion de anticuerpos policlonales producidos contra una o varias regiones
especificas de la secuencia de aminoacidos de NMT2, para detectar los niveles de NMT2. Especificamente, un
cebador o una sonda o un anticuerpo "especifico" de NMT2, es uno que no reacciona de forma cruzada o no detecta
de otra forma NMT1. Los reactivos de este tipo son bien conocidos en la técnica.

En algunas realizaciones de la invencion, la expresiéon de NMT2 se mide con la condicién de que no se midan
simultaneamente los niveles de NMT1.

Como apreciara un experto en la técnica, los ejemplos anteriores no son de ninguna manera exhaustivos y otros
métodos adecuados para medir los niveles de NMT2, por ejemplo, la medicion de los niveles de transcripcion de
NMT2 o los niveles de expresion de NMT2, resultaran evidentes para un experto en la técnica.

Preferiblemente, el paciente o el individuo es un ser humano.

Preferiblemente, el paciente o el individuo es un individuo que se considera que tiene riesgo de desarrollar cancer
colorrectal, que es sospechoso de tener cancer colorrectal o que tiene cancer colorrectal. Tales factores de riesgo
son bien conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, el paciente o el individuo pueden tener antecedentes
familiares de cancer colorrectal o puede tener mas de 55 afios o puede tener un historial de desarrollo de pdlipos.

La muestra puede ser cualquier muestra adecuada a partir de la cual se pueda medir la actividad de NMT2. Como
apreciara un experto en la técnica, el nivel "umbral" al que se ha hecho referencia anteriormente dependera, por
supuesto, del método de medicién de NMT2 y también dependera de la muestra utilizada en esta medicion. Un
umbral de este tipo se puede determinar mediante la comparacién con un control negativo conocido y/o un control
positivo conocido. Ejemplos de muestras adecuadas incluyen, pero de ningin modo se limitan a, sangre completa,
monocitos de sangre periférica, linfocitos T y/o células CD8+.

Alternativamente, la muestra puede ser una muestra de células CD4, es decir, una muestra que incluye células CD4
0 que esta enriquecida para células CD4, es decir, que tiene una proporcion mayor que la normal de células CD4.

Estudios previos han revelado que NMT1 estaba sobreexpresada en la sangre periférica de pacientes con CCR. Un
estudio anterior (Shrivastav et al. 2007) reducia la sobreexpresion exclusiva de NMT en pacientes con CCR a la de
PBMCs. Dado que mas del 60% de las PBMCs son linfocitos T, el inventor llegé a la conclusion de que la
sobreexpresion de NMT2 exclusiva del CCR proviene de una subpoblacion de linfocitos T. Las dos subpoblaciones
mas grandes de linfocitos T, los linfocitos T CD4+ (linfocitos T cooperadores) y los linfocitos T CD8+ (linfocitos T
citotoxicos) se analizaron en busca de una expresion de las dos isoformas de NMT, NMT1 y NMT2. Se usaron
muestras de sangre procedentes de sujetos de control (n = 4) y pacientes con CCR (n = 4) para el analisis
comparativo. También se estudiaron 3 pacientes que no padecian CCR pero que mostraron niveles elevados de
NMT, pero se analizaron por separado.
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Anteriormente se habia informado de que NMT1 estd sobreexpresada en PBMCs de pacientes con CCR
(Shrivastav, et al., 2007). Sin embargo, el anticuerpo policlonal utilizado para el estudio de IHC se genero6 contra
NMT1 de longitud completa. Las isoformas de NMT, NMT1 y NMT2 comparten una homologia de secuencia de
aminoacidos del 77%. Por lo tanto, existe una ambigiiedad acerca de qué isozima se esta sobreexpresando en la
sangre periférica de pacientes con CCR. Por lo tanto, se explor6 la expresion de las isoformas de NMT en una
subpoblacién de linfocitos T y se observd que tanto NMT1 como NMT2 muestran una expresion alterada en
subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y de linfocitos T CD8+ en pacientes con CCR (Tabla 2 y 3).

La expresion de NMT1 en comparacion con la de NMT2 es mucho menor en pacientes con CCR (Figuras 1y 2).
Debido a la variacion de la expresion de NMT1, no se pudo establecer si estaba sobreexpresada. Sin embargo, se
encontré que la expresion de la isozima NMT2 era significativamente mas alta en los linfocitos T CD4+ y los
linfocitos T CD8+ de pacientes con CCR (Tabla 2).

La expresién de NMT2 en linfocitos T CD4+ de pacientes con CCR también era alta, pero existia un amplio intervalo
de expresion (Tabla 2). La variacion procede principalmente del paciente 1D024 cuya expresion de NMT2 en los
linfocitos T CD4+ es inusualmente baja (puntuacion H - 30). ID024 tiene CCR en estadio 4 sin polipos. Podria existir
una conexion entre la presencia de polipos y la expresion de NMT2 en los linfocitos T CD4+. IDO08 no tiene cancer,
pero tiene polipos y un fuerte historial familiar, y posteriormente los linfocitos T CD4+ muestran una puntuaciéon H de
NMT2 elevada de 180 (Tabla 3). Sin embargo, otros pacientes con CCR no parecen tener pdlipos, pero contindan
sobreexpresando NMT2.

Las proteinas miristoiladas estan involucradas en una serie de funciones, desde la divisidon celular hasta la
apoptosis, pero la mayoria no se conoce bien. Shrivastav et al. (2007) encontraron que NMT se localiza en el nucleo
de las células de la médula 6sea (BMC) de pacientes con CCR y de ratas con tumores de colon. En los grupos de
control, la NMT era citoplasmica. Estudiando las funciones de las isoformas de NMT en el CCR, Ducker et al. (2005)
examinaron los efectos del silenciamiento de NMT1 y NMT2 usando ARNSsi en células de CCR. El silenciamiento de
NMT2 inducia 2,5 veces mas muerte celular en las células tumorales que en comparacion con el silenciamiento de
NMT1 (2005), lo que implica que NMT2 es una diana terapéutica mejor. También se ha observado que el cancer
provoca que las células madre hematopoyéticas sufran eventos apoptéticos (Deckers, et al., 1973).

Una posible causa de la sobreexpresion de NMT2 se puede deber al proceso de diferenciacion de los linfocitos T a
través del timo. Durante la diferenciacion de los linfocitos T, hay una etapa positiva doble (linfocitos T doblemente
positivos CD4+/CD8+) en donde las células se someten a ensayo en busca de autoincompatibilidad. Durante este
tiempo, la expresion de CD4 o CD8 cesa en las células. Las células que no superan la prueba de
autoincompatibilidad, alrededor del 96-98% de los linfocitos T positivos dobles, experimentan apoptosis (Orkin y Zon,
2008). Los linfocitos T CD8+, también denominados linfocitos T citotdxicos, actuan en la supresion tumoral al inducir
la apoptosis en las células cancerosas. Si NMT2 suprime la apoptosis, entonces su sobreexpresién podria ser una
indicacion de que los linfocitos T CD8+ defectuosos pueden sobrevivir a los intentos de apoptosis inducidos por el
timo. Este tipo de razonamiento también puede incorporar el papel putativo de la localizaciéon nuclear de NMT en las
células de la médula 6sea que conduce a una sobreexpresion de NMT2 en los linfocitos T de forma directa o
indirecta. Esta hipotesis sugiere por qué muchos linfocitos T CD8+ no muestran una sobreexpresion de NMT2 vy,
posiblemente, las células que no sobreexpresan NMT2 no son defectuosas.

Sobreexpresion de NMT2 debida a una expansion clonal como respuesta al CCR.

Los linfocitos T no expuestos son inducidos mediante CCR para sobreexpresar NMT2 a medida que maduran.
Algunos de estos linfocitos T maduros se diferencian en linfocitos T de memoria que conservan altos niveles de
expresion de NMT2. La expansion clonal a partir de estos linfocitos T de memoria conduce a la producciéon de
células maduras que contindan sobreexpresando NMT2. Esta hipotesis sugiere que la sobreexpresion de NMT2
nunca disminuira en los pacientes, incluso si han sido tratados debido a CCR.

Una explicacién mas simple de la sobreexpresion de NMT2 puede implicar la respuesta inmune mediada por células
frente a CCR. En la respuesta anticancerigena mediada por células, los linfocitos T maduran como respuesta a los
antigenos del tumor. Estos linfocitos T maduros experimentan una expansion clonal (se multiplican) para suprimir el
tumor. Algunos clones procedentes de esta expansion clonal se convierten en linfocitos T de memoria que
permanecen inactivos hasta que hay un nuevo encuentro con el antigeno. Después de la nueva exposicion, estos
linfocitos T de memoria pueden organizar una respuesta mas rapida. Los linfocitos T de memoria pueden ser CD4+
o CD8+. En consecuencia, los linfocitos T que se encontraron con uno o varios antigenos del CCR experimentaron
una transformacion que dio como resultado la sobreexpresion de NMT2 y se expandieron clonalmente a su debido
tiempo. Los linfocitos T de memoria formados en esta respuesta conservaron la sobreexpresion de NMT2. Por lo
tanto, la sobreexpresion de NMT2 persiste después de la reseccion del CCR (Tabla 4). De acuerdo con esta teoria,
la sobreexpresion de NMT2 no tiene relacion con la capacidad de un linfocito T para responder al CCR.

Se encontré que NMT2 en los linfocitos T CD8+ se sobreexpresaba de manera Unica en pacientes con CCR. La
expresion de NMT2 en los linfocitos T CD4+ era comparable a la de los linfocitos T CD8+, pero mostraba un amplio
rango de expresion y no se pudo establecer como estadisticamente significativa, pero sigue siendo de interés. La
expresion de NMT1 era mucho mas baja que la de NMT2 en ambos subtipos de linfocitos T. La expresion de NMT1
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era muy variable en los pacientes con CCR y no se pudo establecer su sobreexpresion como estadisticamente
significativa, la expresion variada podria deberse a la activacion de los linfocitos T debido a una infeccion y/o al
cancer. NMT2 en los linfocitos T CD8+ es claramente una herramienta de deteccioén para el CCR.

La Figura 7 demuestra la expresion de NMT2 en frotis de sangre periférica. Se realizaron frotis de sangre en
portaobjetos de vidrio y se realizé un analisis inmunohistoquimico. En el panel (A) se muestra la expresion de NMT2
en las células de sangre periférica. Los linfocitos del sujeto sano (indicados por una flecha) muestran una tinciéon de
débil a negativa para NMT2 mientras que, como se muestra en el panel (B), la expresién de NMT2 es alta segun se
determina por la intensidad de la tincién con anticuerpo anti-NMT2 en las células de sangre periférica (linfocito
indicado por una flecha) del paciente con cancer colorrectal.

La Figura 8 muestra la expresion de NMT2 en células mononucleares de sangre periférica (PBMCs): las PBMCs se
separaron de la sangre completa mediante centrifugacién en gradiente de densidad usando ficoll-hypaque. Se
prepararon portaobjetos de PBMCs para Cytospin y se realizé un analisis inmunohistoquimico tal y como se describe
en la seccion de materiales y métodos. El panel (A) muestra la expresion de NMT2 en las PBMCs periféricas
procedentes de un sujeto sano que muestra una tincion de débil a negativa para NMT2, mientras que la expresion
de NMT2, mostrada en el panel (B), es alta segun se determina por la fuerte intensidad de la tincién mediante un
anticuerpo anti-NMT2 en las PBMCs de un paciente con cancer colorrectal.

La Figura 9 muestra el perfil de expresion del gen de NMT2 en pacientes con CCR y sujetos sanos. La expresion del
gen de NMT2 en las células mononucleares de sangre periférica se determiné en pacientes con CCR (A12y A13) y
en sujetos sanos (C1 y C2) mediante una reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (qQRT-
PCR) utilizando cebadores Prime para PCR validados de BioRad. Estos cebadores eran especificos de NMT2.
Como se puede observar, la expresion del gen de NMT2 en los pacientes con CCR es dos veces mayor que en los
sujetos sanos.

Distribucion de isoforma de NMT

En los sujetos de control, NMT2 parece que se expresa mas que NMT1 en los linfocitos T CD4+ (Figura 1). NMT1 es
virtualmente indetectable en los linfocitos T CD4+ de los sujetos de control. La expresion de la isoforma de NMT en
los linfocitos T CD8+ era comparable en los sujetos de control (Figura 2). Las isoformas de NMT, cuando se
expresaban a niveles detectables, se localizaban en el citoplasma (Figuras 3 y 4).

Pacientes del grupo 3: expresion alta de NMT y sin CCR

Se encontré que tres sujetos reclutados inicialmente como controles, sobreexpresaban NMT (Tabla 4). ID0O02 habia
tenido un diagnostico previo de CCR y el tumor se habia resecado. ID008 tiene un fuerte historial familiar de CCR.
ID013 se encontrd que tenia un diverticulo, pero se desconocia su historial familiar. Debido a su posicién incierta
como controles o pacientes, o a la falta de historiales, sus resultados no se usaron en los calculos.

Expresion de la isoforma de NMT en pacientes con CCR

En los pacientes con CCR, la expresion de NMT2 es aproximadamente 3 veces mayor que la de NMT1 en ambos
subtipos de linfocitos T. Como promedio, la expresién de NMT1 era casi el doble que la de los grupos de control
(Figura 1). Sin embargo, la expresién de NMT1 en pacientes con CCR varia mucho y estadisticamente no se puede
demostrar aunque sea una sobreexpresion (Tabla 1).

NMT2 se sobreexpresa en ambos subtipos de linfocitos T. En comparacién con el grupo de control, la expresion de
NMT2 es aproximadamente 5 veces mayor que la de los controles (Figuras 1y 2). La sobreexpresion de NMT2 en
linfocitos T CD8+ es estadisticamente significativa (Tabla 1). Sin embargo, la NMT2 procedente de los linfocitos T
CD4+ muestra un amplio rango de expresion tanto en el grupo de control como en el de CCR (Figura 1). La
puntuacion H mas alta procedente del grupo de control, es la del paciente CS2 (puntuacion H = 40), y la expresion
mas baja en el grupo de CCR es la de ID024 (puntuacion H = 30).

Muestras de pacientes

Las muestras de pacientes se obtuvieron a partir del Health Sciences Center, Winnipeg, Manitoba después de la
aprobacion de los requisitos éticos de la Universidad de Winnipeg, la Universidad de Manitoba, el Health Sciences
Center y el consentimiento del paciente. En total se examinaron 4 controles y 4 pacientes con CCR, y 3 pacientes
con una expresion inusual de NMT2. Todos los pacientes se habian sometido a una colonoscopia. Los pacientes a
los que se les habia diagnosticado CCR, se colocaron en el Grupo 1. Los sujetos de control sin evidencia de CCR,
polipos o antecedentes familiares, se colocaron en el Grupo 2. Los pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal
(EIl), diverticulos o antecedentes familiares de CCR que no mostraban sintomas de CCR, se colocaron en el grupo
3. Los anticuerpos policlonales anti-NMT1 humanos y anti-NMT2 humanos se obtuvieron de Sigma Canada. Estos
anticuerpos eran series reconocidas, validadas para IHC. Son especificos de NMT1 o NMT2.

Separacién de PBMCs
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Las PBMCs se aislaron a partir de muestras de pacientes con CCR o sujetos de control. Las muestras de sangre se
transfirieron cuidadosamente a un tubo para centrifuga de 50 ml y se diluyeron con medio RPMI 1640 en una
proporcion de 1:1. RPMI 1640 que se habia complementado con 1% de piruvato de sodio, 1% de L-glutamina se uso
para la dilucion de las muestras de sangre. Se usaron tubos de centrifuga de 15 ml que se llenaron con 4 ml de
Ficoll. Se vertid la sangre lentamente sobre el Ficoll para no alterar la superficie del Ficoll. Estos se centrifugaron a
800 g durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) flotan
en la parte superior de la columna de Ficoll, mientras que los glébulos rojos se depositan en la parte de abajo. El
plasma sanguineo se deposita sobre la capa de PBMCs. El plasma se retiré usando una pipeta. La capa de PBMCs
se recogio6 pipeteando suavemente en un tubo de centrifuga de 15 ml y el resto se descarté. Las PBMCs aisladas se
lavaron dos veces mezclando las células en RPMI 1640 y centrifugando a 320 g durante 10 minutos. Las células se
sedimentaron a continuacion y se resuspendieron en 3 ml de RPMI para el recuento. Se utilizd el método de
exclusiéon con azul tripan para contar las células viables. Basandose en el recuento de las células, las muestras se
diluyeron en consecuencia para permitir el aislamiento de los linfocitos T y la fijacion con Cytospin.

Aislamiento de los linfocitos T CD8+ y CD4+

El aislamiento de los linfocitos T se realizd a través de una seleccion negativa, mediante el uso de perlas magnéticas
(Dynabeads de Invitrogen). Las perlas estan recubiertas con anticuerpos anti-ratén. Estos anticuerpos estan
presentes sobre las PBMCs ademas de la subpoblacion de linfocitos T de interés. Las PBMCs se separaron en dos
partes alicuotas en relacion 1:2 para la separacion de los linfocitos T. El 70% de las PBMCs son linfocitos T, y hay
dos veces mas linfocitos T CD4+ que linfocitos T CD8+. La separacion 1:2 permite recuperar cantidades iguales de
ambos tipos de células. Estas partes alicuotas se incubaron sobre hielo durante 30 minutos con anticuerpos contra
las células que se tenian que eliminar. A continuacioén, las células se lavaron dos veces para eliminar el exceso de
anticuerpos. Las células se diluyeron hasta una concentracién de al menos 10" células/ml para la incubacién con
perlas magnéticas. Cada célula debe estar unida a 4 perlas para obtener una separacion éptima y se usaron las
cantidades apropiadas. Las células se incubaron con las perlas magnéticas durante 30 min sobre hielo. Después de
la incubacion con las perlas, las células se diluyeron hasta un volumen de 5 ml. Para separar las células de interés,
la parte alicuota de PBMCs-perlas se expuso a un iman durante 2 minutos. Las perlas magnéticas unidas a células
no deseadas se coagulan alrededor de los imanes y los linfocitos T se vierten con el material sobrenadante. Se hizo
un recuento de los linfocitos T aislados, se diluyeron y se prepararon para la fijacion usando el procedimiento
mencionado para el aislamiento de PBMCs. Alternativamente, los linfocitos T CD8+ se seleccionaron positivamente
usando anticuerpo de CD8 y las células CD4+ se seleccionaron positivamente mediante anticuerpo de CD4+
conjugado con perlas magnéticas. Después de la deteccion positiva de los linfocitos T CD4+ o los linfocitos T CD8+,
se retiraron las perlas magnéticas mediante un reactivo de desprendimiento de perlas.

Cytospin

Cytospin permite que las células se fijen sobre portaobjetos mediante centrifugacion. Las muestras que contenian al
menos 100.000 células vivas suspendidas en 200 pyl de RPMI 1640, se montaron sobre portaobjetos usando un
aparato Cytospin (camara de Cytospin y acoplador). Cuando se somete a un ciclo de centrifugacion, el fluido en
suspension se dispersa en el papel de filtro sobre la base del embudo y la fuerza centrifuga fija las células sobre los
portaobjetos.

Analisis IHC utilizando el método “Enhanced Polymer One Step” (EPOS)

El anticuerpo primario (anti-humano de conejo) se une al antigeno de interés. Mdltiples anticuerpos secundarios
(anti-conejo de cabra) se unen a una estructura principal de polimero de dextrano y se localizan alrededor del
anticuerpo primario. Multiples enzimas de peroxidasa de rabano picante también se acoplan a la estructura principal
de dextrano. Cuando se introduce el cromégeno 3,3-diaminobencidina (DAB), se oxida en las proximidades de la
proteina diana para producir una tincion marrén oscura (Dako, 2011).

Analisis IHC

Se usaron técnicas convencionales de IHC para localizar los antigenos de interés, es decir NMT1 y NMT2, usando
anticuerpos policlonales especificos de NMT1 o NMT2. El analisis IHC se realiz6é sobre frotis de sangre completa,
PBMC, linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+, usando el sistema Ventanna automatico en el CancerCare Manitoba,
Winnipeg. Los anticuerpos primarios utilizados en este estudio son: NMT1 y NMT2 (policlonal de conejo anti-
humano, dilucion 1:50). Se usaron anticuerpos secundarios conjugados con HRP que reaccionaban con el
cromogeno 3,3'-diaminobencidina (DAB) para producir una tincion marrén. La intensidad de la tinciéon con DAB es
una medida de la cantidad de proteina presente.

Cuantificacion de los resultados de IHC

Los portaobjetos se cuantificaron en funcién de su puntuaciéon de IHC. Una puntuacién de IHC (puntuacién H) es el
producto de la intensidad de la tincion (sobre una escala de 0 a 3, siendo 3 la mas alta) y el porcentaje de células
que se tifien. Por ejemplo, en una muestra en la que el 90% de las células se tifie de forma positiva y la intensidad
de la tincion es 3, la puntuacion H es 3*90 = 270. Las puntuaciones H oscilan de 0 a 300. El analisis estadistico se
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realizé usando una prueba T de dos colas. Una prueba T se usa para establecer si dos conjuntos de datos que se
comparan forman parte de un conjunto de datos original mas grande. Si dos conjuntos de datos pertenecen a los
mismos datos distribuidos normalmente, entonces las diferencias observadas podrian deberse a la casualidad. En
este documento se usa una prueba T para evaluar si una diferencia entre las puntuaciones H entre los grupos de
control y de CCR, es una coincidencia.

El alcance de las reivindicaciones no debe estar limitado por las realizaciones preferidas, establecidas en los
ejemplos, sino que se debe tomar la interpretacion mas amplia consistente con la descripcién como un todo.
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Tabla 1: Comparacion de los grupos de expresion de NMT1 y NMT2 en linfocitos T CD4+ vy linfocitos T CD8+ en
pacientes y controles. Se encuentra que NMT2 se sobreexpresa en los linfocitos T CD8+ mediante una prueba T de
dos colas (Pa = 0,05)

NMT frente a linfocitos T Valor de P (Pa = 0,05) Diferencia significativa
NMT1

CD4 0,091 No

CD8 0,243 No
NMT2

CD4 0,082 No

CD8* 0,026 Si

* NMT2 se encuentra que se sobreexpresa en los linfocitos T CD8+ procedentes de pacientes con
CCR

Tabla 2: Perfil de la expresion de NMT1 de pacientes en linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+ (n = 11)

ID del paciente CD4 CD8
Intensidad | Penetrancia |Puntuaciéon H | Intensidad Penetrancia Puntuacion H

Grupo 1 (Controles)

CS1 01 05 05 01 05 40
CS2 01 05 05 01 05 05
ID012 01 05 05 01 05 05
IDO17 01 05 05 01 20 20

Grupo 2 (Pacientes con CCR)

IDO15 01 20 20 01 30 30
ID018 01 20 20 01 90 90
D023 01 05 05 01 10 10
D024 01 05 05 01 05 05

Grupo 3 (Sin CCR con NMT alta)

ID002 02 40 80 02 30 60
ID0O08 01 30 30 01 30 30
ID013 01 70 70 01 70 70
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Tabla 3: Perfil de la expresién de NMT2 de pacientes en linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+ (n = 11)

ID del paciente | CD4 CD8

Intensidad | Penetrancia |Puntuacién H | Intensidad Penetrancia Puntuacion H
Grupo 1 (Controles)
CS1 01 05 05 01 05 40
CSs2 01 40 40 01 40 40
ID012 01 05 05 01 05 05
D017 01 05 05 01 20 20
Grupo 2 (Pacientes con CCR)
ID015 02 30 60 03 40 120
ID018 03 90 120 03 90 180
D023 01 30 30 03 50 150
D024 03 30 90 03 20 60
Grupo 3 (Sin CCR con NMT alta)
ID002 01 20 20 03 90 120
ID008 02 90 180 02 80 160
D013 02 90 180 03 90 180

13




ES 2659 727 T3

Tabla 4: Antecedentes médicos de los participantes (n = 11)

ID del paciente

Grupo 1 (Controles)

CS1

CS2

ID012

IDO17

Grupo 2 (Pacientes con CCR)

IDO15

ID018

D023

D024

Grupo 3 (Sin CCR con NMT alta)

ID002

ID0O08

ID013

Historial médico

No hay casos conocidos de cancer
Cancer de mama
Cancer de mama

N/A

Cancer sigmoideo en estadio 4. No hay polipos.
CCR en estadio 3c. Tiene polipos
CCR en estadio 4. Antecedentes familiares.

Adenocarcinoma rectal. Inicial.

Madre con cancer de mama. CCR resecado en 2010.

No hay cancer. Antecedentes familiares de CCR. Tiene pdlipos.

No hay cancer. Tiene diverticulitis en el colon sigmoideo
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REIVINDICACIONES

1. Un método para identificar un candidato para una deteccién adicional de cancer colorrectal (CCR) que
comprende:

medir los niveles de N-miristoiltransferasa 2 (NMT2) en una muestra de un paciente que tiene riesgo de
desarrollar cancer colorrectal, que es sospechoso de tener cancer colorrectal o que tiene cancer colorrectal, en
donde niveles de NMT2 superiores a un nivel umbral indica que el paciente es un candidato para una deteccion
adicional de CCR, en donde la muestra se selecciona a partir del grupo que consiste en: sangre completa,
células monociticas de la sangre periférica, linfocitos T y/o células CD8+.

2. El método segun la reivindicacion 1, en el que la deteccion adicional del cancer colorrectal se selecciona a partir
del grupo que consiste en: sigmoidoscopia y colonoscopia.

3. El método segun la reivindicacion 1, en el que los niveles de NMT2 se miden usando un cebador que comprende
una secuencia de acido nucleico exclusiva para NMT2.

4. El método segun la reivindicacion 1, en el que los niveles de NMT2 se miden usando una sonda que comprende
una secuencia de acido nucleico exclusiva para NMT2.

5. El método segun la reivindicacion 1, en el que los niveles de NMT2 se miden usando un anticuerpo especifico de
NMT2.

6. El método segun la reivindicacion 1, en el que el paciente es un ser humano.

7. El método segun la reivindicacion 6, en el que el individuo tiene antecedentes familiares de cancer colorrectal o es
mayor de 55.
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Figura 4
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