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DESCRIPCION

La sobreexpresion de la metionina aminopeptidasa en la sangre periférica y las células mononucleares de la sangre
periférica son un marcador para la deteccion, el diagnostico y el prondstico del cancer colorrectal

Informacion de la solicitud previa

La presente solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud de Patente Provisional de EE. UU., presentada el 29 de abril
de 2009, numero 61/173.842, titulada “La sobreexpresion de metionina aminopeptidasa en la sangre periférica y
células mononucleares de la sangre periférica es un marcador para la deteccion, el diagndstico y el prondstico del
cancer colorrectal".

Antecedentes de la invencion

El cancer colorrectal (CCR) es la tercera causa de muerte por cancer en Canada [1]. EI CCR surge lentamente de
polipos adenomatosos pre-malignos. Dado que el cancer se desarrolla lentamente, hay un periodo silente sustancial
durante el cual se puede detectar este o su lesion precursora (pélipos adenomatosos). Esto permite el tratamiento en
las fases pre-malignas y malignas tempranas. Mas del 90% de los pacientes diagnosticados con cancer colorrectal
localizado sobreviven mas de cinco afos. Sin embargo, la mayoria de los casos de CCR todavia se diagnostican en
una fase avanzada [2, 3]. Aun cuando el CCR es el tercer cancer de mas fatalidad, hay un 90% de probabilidades de
supervivencia si se trata en una fase temprana. A pesar de esto, mas de 600.000 personas en todo el mundo mueren
cada afio de CCR [4]. Estos datos indican que hay una urgente necesidad insatisfecha de un procedimiento de
deteccién confiable para la deteccion temprana del CCR que pueda implementarse facilmente como un procedimiento
de cribado del CCR basado en la poblacion.

Estrategias de cribado disponibles

La deteccion por cribado es la identificacion de las personas que estan en riesgo de desarrollar CCR antes del
desarrollo de los sintomas reales. Las pruebas de cribado mas comunes para el CCR incluyen la prueba de sangre
oculta en la materia fecal (FOBT), la inmuno prueba fecal (FIT), la sigmoidoscopia y la colonoscopia [5-7]. La tasa de
cumplimiento u observancia de estas pruebas para el cribado esta limitada debido a la baja sensibilidad o a la
naturaleza invasiva de la prueba [8, 9]. Por ejemplo, aunque la FOBT es rentable y relativamente segura, la tasa de
falsos positivos es elevada porque hay factores, como los medicamentos y la dieta, que pueden alterar los resultados.
Para el cribado FOBT, los pacientes deben recoger una muestra de heces en casa y llevarla a un laboratorio para su
analisis. El motivo de la baja observancia es la naturaleza desagradable de la recoleccion de muestras fecales. Por
ejemplo, durante la primera ronda de cribado CRC en Manitoba, Canada, la tasa de captacion fue tan solo el 15% de
la poblacién diana entre los 50 y 75 afios de edad, y en Ontario, Canada, la captacion fue del 29,3%, mientras que el
45,6% de la poblacion objetivo se retrasé para la deteccion [10]. La sigmoidoscopia y la colonoscopia son costosas e
invasivas, y los resultados y riesgos del procedimiento dependen de la experiencia del endoscopista [11].

Un biomarcador ampliamente disponible, antigeno carcinoembrionario (Carcinoembryonic Antigen; CEA) tiene
sensibilidad y especificidad limitadas [12, 13]. Es probable que una prueba de sangre sea mas facilmente aceptable
que las pruebas de heces o endoscoépicas en un procedimiento de cribado basado en la poblacién. Los analisis de
sangre rentables pueden identificar a los pacientes con alto riesgo de CCR y mejorar la observancia del paciente para
procedimientos de diagndstico mas intensivos e invasivos.

Proteolisis y metionina aminopeptidasa (MetAP)

La protedlisis es una importante modificacion proteica esencial para el normal funcionamiento de las células, y las
alteraciones en la protedlisis han sido implicadas en varios canceres. Los eventos de procesamiento mas comunes de
los polipéptidos nacientes son modificaciones amino-terminales que se presentan en casi todas las proteinas. Las
aminopeptidasas pertenecen a la familia de las metaloproteinasas y su funcion es eliminar los aminoacidos de los
términos N de los péptidos o proteinas no bloqueados.

La sintesis de proteinas comienza por un codén de inicio, que es metionina en eucariotas y formilmetionina en
procariotas. Las metionina-aminopeptidasas (MetAP) catalizan la eliminaciéon de la metionina del término N de
proteinas recién sintetizadas [7]. La eliminacién de metionina es esencial para otras modificaciones N-terminales como
la acetilaciéon y la miristoilacion [14, 15]. En las personas, la MetAP existe en dos isoformas, MetAP1 y MetAP2,
codificadas por los genes MetAP1y MetAP2, respectivamente. Ambas isoformas difieren entre si estructuralmente en
la especificidad del sustrato y el control de la expresion, y por tanto no son redundantes en su funcion. La MetAP1 se
expresa de forma constitutiva, mientras que MetAP2 se asocia con la proliferacion celular. La MetAP1 tiene un papel
potencial en la division celular, ya que la inhibicion de MetAP1 da como resultado la induccion de apoptosis en HelLa
asi como en lineas celulares HT-1080. Se ha identificado un nuevo subtipo de MetAP1, concretamente MetAP1D. Se
ha demostrado que MetAP1D esta sobreexpresada en pacientes con CCR y su inhibicion produce una disminucion
del crecimiento celular [16, 17]. La MetAP2, aparte de poseer actividad catalitica de aminopeptidasa, tiene una funcién
adicional como se demostrd anteriormente por Gupta, et. al [18]. Concretamente, regula la traduccién protegiendo la
subunidad a del factor de iniciacion eucariotico 2 (elF2a) de la fosforilacion [19]. La fosforilacion de elF2a tiene como
resultado una reduccién de la iniciacién de la traduccién. La expresion de MetAP2 se correlaciona con el crecimiento
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celular y las células que no se dividen no muestran los niveles de inmunodeteccion de esta proteina. Se ha demostrado
que la MetAP2 esta involucrada en el crecimiento de diferentes tipos de tumores [20]. La MetAP2 escinde la metionina
del c-Src naciente, exponiendo asi su residuo de glicina N-terminal para la miristoilacion.

Se ha demostrado que la MetAP2 desempefa un papel crucial en la angiogénesis. La angiogénesis es de particular
importancia ya que es necesaria para la progresion de tumores solidos y canceres. Varios laboratorios han demostrado
que la inhibicion de MetAP da como resultado la regresion del crecimiento tumoral y la angiogénesis [21, 22]. La
MetAP2 ha sido identificada como diana molecular de agentes angiostaticos como la fumagalina y la ovalicina, que
pueden unirse a MetAP2 e inhibir su actividad de aminopeptidasa [21, 23]. La MetAP2 esta implicada como poseedora
de un papel en el cancer (Wang et al., 2008). Informes anteriores han demostrado la sobreexpresion de MetAP2 en el
cancer de colon, cancer de mama, cancer de pulmoén, cancer de ovario, cancer de prostata y hepatocarcinoma [24,
25]. Se dispone de cierta informacion sobre el papel de la MetAP2 en el cancer segun lo informado por Tucker et al.,
quienes han propuesto que la expresion ectopica de MetAP2 provoca la transformacion celular y promueve la
proliferacion celular, ya que los inhibidores de MetAP2 podrian reducir la transformacion celular [26]. Sin embargo, no
se conoce la expresion de MetAP2 en células de respuesta inmunitaria de un huésped portador de tumores.
Recientemente, los autores de la presente invencién han descubierto que la isoforma NMT2 esta sobreexpresada en
las PBMCs de los pacientes de CCR. Como MetAP2, es un evento previo de miristoilacion, por lo que el interés de los
autores de la presente invencion era estudiar el estado de MetAP2 en la sangre de pacientes de CCR. No hay informes
sobre la intervencion de MetAP2 en la sangre periférica, PBMC y células T de pacientes de CCR. Aqui se reporta por
primera vez la presencia de MetAP2 en sangre periférica, PBMCs y células T. Este estudio indica que la MetAP2 se
sobreexpresa en la sangre periférica y en las PBMCs de los pacientes de CCR en comparacion con los controles
sanos.

MetAP2 y CCR

Estudios previos han investigado la expresion de MetAP2 en tumores de pacientes de CCR utilizando la técnica IHC.
También se ha publicado que la MetAP2 muestra tinciéon moderada en podlipos. Se cree que esta tincion revela que la
MetAP2 esta regulada al alza como parte de los eventos moleculares que tienen lugar durante la formacion maligna
de tejidos colonicos [15]. Tucker et al. usaron también la técnica IHC para estudiar la expresion de MetAP2 en
adenocarcinomas de muestras de CCR [26]. Estas muestras mostraron una tincién entre moderada y fuerte para
MetAP2. Un estudio publicado por Kanno et al. informé de una expresién mas alta de MetAP2 en las células del centro
germinal B y sus contrapartidas neoplasicas [27]. El centro germinal es el sitio donde los linfocitos B proliferan y
experimentan una diferenciacion terminal a través de la estimulacion antigénica.

Compendio de la invencion

De acuerdo con un primer aspecto de la invencion, se proporciona un método de cribado del cancer colorrectal (CCR)
como se especifica en la reivindicacion 1.

El valor umbral puede corresponder a los niveles de MetAP2 para un individuo sano.
Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Promedio de puntuacion de IHC de ocho canceres y siete sujetos de control tefiidos para MetAP2.
El promedio de puntuacién IHC para las muestras de CCR fue 205 + 57,56 y el promedio de puntuacion de
IHC para las muestras de control fue 8,57 + 3,78. Las barras del grafico presentan las desviaciones estandar
de los datos.

Figura 2: Analisis inmunohistoquimico (IHC) de sangre periférica para el paciente de CCR ID0023. Las células
PB se incubaron con anticuerpo anti-MetAP2 (tincion marrén positiva). Las flechas negras apuntan a los
linfocitos tefiidos positivamente, las flechas grises apuntan a los neutréfilos tefiidos positivamente. (20X).

Figura 3: Analisis inmunohistoquimico de sangre periférica para el paciente de CCR ID0023. Las células PB
se incubaron con anticuerpo anti-MetAP2. Las flechas negras apuntan a los linfocitos tefiidos positivamente,
las flechas grises apuntan a los neutrdfilos tefiidos positivamente. (40X).

Figura 4: Analisis inmunohistoquimico de sangre periférica para el sujeto sano de control IDO006. Las células
PB se incubaron con anticuerpo anti-MetAP2. La flecha negra apunta a un linfocito tefido negativamente.
(40X).

Figura 5: Analisis inmunohistoquimico de sangre periférica para el paciente de control IDO006. Las células
PB se incubaron con anticuerpo anti-MetAP2. Este es un campo de vision diferente del sujeto de control
IDO006 que se muestra en la figura 4. Las flechas grises apuntan a neutrofilos tefiidos débilmente positivos.
(40X).

Figura 6. Perfil de expresion del gen de metionina aminopeptidasa 2 (MetAP2) en pacientes con CCR vy
sujetos sanos. La expresion del gen de MetAP2 en las células mononucleares de sangre periférica se
determino en pacientes de CCR (A17 y A19) y en sujetos sanos (C27 y C14) mediante la reaccion en cadena
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de la polimerasa en tiempo real cuantitativa (QRT-PCR) utilizando cebadores PCR Prime validados de
BioRad. Estos cebadores eran especificos para MetAP2. La expresion del gen de MetAP2 en pacientes de
CCR es aproximadamente el doble en comparacion con los sujetos sanos.

Descripcion de las realizaciones preferidas

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en este documento tienen el
mismo significado entendido comunmente por un experto en la técnica a la que pertenece la invencion. Aunque
cualquier método y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento se pueden usar en
la practica o en el ensayo de la presente invencion, ahora se describen los métodos y materiales preferidos.

Los estudios anteriores de los autores de la presente invencion indicaron que la NMT esta sobreexpresada y es
hiperactiva en células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de pacientes de CCR. NMT existe como NMT1 y
NMT2. Recientemente, los autores han demostrado que es la isoforma NMT2 la que se sobreexpresa en las PBMCs
de los pacientes de CCR en comparacion con los sujetos de control sanos. El interés de los autores era observar si
esta sobreexpresion alterada de NMT2 en PBMCs de pacientes de CCR se asocia también con alteraciones en la
expresion de MetAP2, ya que es un objetivo previo de NMT2. El objetivo de los inventores fue estudiar la expresion
de MetAP2 en sangre periférica y PBMC de pacientes de CCR, y si puede servir como marcador para la deteccion, el
diagndstico o el pronoéstico de CCR.

Para estudiar el nivel de MetAP2 en PBMC de pacientes de CCR, se utilizé un anticuerpo monoclonal anti-MetAP2
validado (disponible de Santa Cruz Biotechnology, Inc, EE. UU.) para determinar el perfil de expresion de MetAP2. Se
utilizé la técnica de inmunohistoquimica (IHC) para determinar la expresion de MetAP2 en los frotis de sangre periférica
de los pacientes de CCR. El analisis IHC no solo proporciona informacién sobre la expresién de MetAP2 sino también
sobre la localizacion de MetAP2 en varias células en el frotis de sangre. Se asigné la puntuacion IHC o la puntuacion
H al nivel de expresion de MetAP2 en los frotis de sangre periférica de pacientes de CCR y se compararon con frotis
de sangre de sujetos de control sanos. La puntuacion de IHC se calculé como el producto de la intensidad (en una
escala de 0 a 3) por el porcentaje de células positivas (0-100%), dando por tanto un minimo de IHC = 0 y un maximo
de IHC = 300. El presente estudio revela la sobreexpresion de MetAP2 en tejido no tumoral, tal como sangre periférica,
PBMC, neutrodfilos y linfocitos de pacientes de CCR en comparacion con sujetos sanos. Por consiguiente, puede servir
como biomarcador para el cribado, el diagndstico y el pronodstico del CCR, como se discute en el presente texto.

Se han realizado estudios anteriores utilizando la técnica IHC para evaluar la expresion de MetAP2 en tejidos de
tumores de CCR. La MetAP2 muestra una tincién moderada en los pdlipos de pacientes de CCR, lo que indica el
hecho de que la MetAP2 esta regulada al alza como parte de los eventos moleculares que tienen lugar durante la
formacion maligna de tejidos colénicos [15]. Tucker et al. [26] usaron también la técnica IHC para determinar la
expresion de MetAP2 en adenocarcinomas de muestras de tumores colorrectales y su estudio mostré una tincion entre
moderada y fuerte para MetAP2.

El presente estudio es la primera investigacion que muestra la sobreexpresion de MetAP2 en la sangre periférica,
neutréfilos, PBMC vy linfocitos de pacientes de CCR.

También se investigo el tipo de células dentro de las células de la sangre periférica que mostraron un patrén de tincion
intensa. Los resultados indican que MetAP2 mostré una tincion positiva en linfocitos y neutréfilos de sangre periférica
de pacientes de CCR. En este estudio se cuantifica la expresién de MetAP2 proporcionando puntuaciones IHC, como
se discute en el presente texto.

Como apreciara un experto en la técnica, es sorprendente la sobreexpresion de MetAP2 en sangre periférica y PBMC
de pacientes de CCR. La sobreexpresion de MetAP2 en tejido no tumoral, como sangre periférica o células de
respuesta inmunitaria, como PBMC, neutroéfilos y linfocitos, establece su papel potencial en el inicio y la progresion del
CCR. Aungue no se desea la vinculaciéon con ninguna teoria o hipétesis en particular, se observa que, dado el hecho
de que las PBMC consisten generalmente en ~70% de células T, es posible que la sobreexpresion de MetAP2 en una
elevada proporcion de PBMC de los pacientes de CCR implique la sobreexpresion de esta enzima en un gran nimero
de células T de especificidades antigénicas potencialmente diversas en vez de solo en aquellas especificas para el
CCR. La sobreexpresion de MetAP2 exclusivamente en células T especificas de CCR expandidas clonalmente y
dirigidas por CCR puede no ser un escenario favorable, aunque en la actualidad no se puede descartar esta
posibilidad.

De acuerdo con la invencion, se proporciona un método de cribado del cancer colorrectal (CCR) como se especifica
en la reivindicacion 1.

Por ejemplo, el individuo puede someterse a una prueba de deteccion de CCR adicional o puede tener pruebas
adicionales para confirmar que el individuo tiene CCR.

De acuerdo con lo que se especifica en la reivindicacién 1 de la presente invencion, se proporciona un método de
cribado del cancer colorrectal (CCR) que comprende:

detectar niveles de metionina aminopeptidasa 2 (MetAP2) en una muestra no tumoral de un individuo en
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riesgo de desarrollar CCR o en riesgo de tener CCR; y
determinar si los niveles de MetAP2 estan por encima de un valor umbral,
en donde los niveles de MetAP2 por encima del valor umbral indican que el individuo tiene CCR.

En algunas realizaciones, el valor umbral corresponde a los niveles de MetAP2 para un individuo sano. Como apreciara
un experto en la técnica, este nivel de control no necesita ser determinado o repetido cada vez.

Un individuo en riesgo de desarrollar cancer colorrectal puede ser cualquier individuo mayor de 50 afios de edad y/o
puede ser un individuo que tiene un historial familiar de cancer colorrectal o que se considera que tiene una alta
probabilidad de desarrollar la enfermedad.

Como apreciara un experto en la técnica, este método puede usarse para detectar individuos que tienen niveles de
MetAP2 por encima de un nivel umbral y que en consecuencia deben examinarse con otros procedimientos rigurosos
en relacion con el cancer colorrectal. Sin embargo, el método puede también utilizarse para diagnosticar o identificar
individuos con cancer colorrectal basandose en los niveles de MetAP2 en su muestra de sangre periférica o células
mononucleares de sangre periférica.

Del mismo modo, el método puede usarse para el prondstico del cancer colorrectal por cuanto esos niveles de MetAP2
particularmente altos pueden indicar un estadiaje del cancer particularmente agresivo.

Como apreciara un experto en la técnica, la capacidad de cribar muestras de sangre periférica en busca de cancer
colorrectal representa una mejora significativa con respecto a la técnica anterior que, como se ha explicado
anteriormente, tiene un bajo nivel de cumplimiento. Especificamente, la capacidad de analizar muestras de sangre
periférica significa que las personas podrian someterse a una prueba de detecciéon de cancer colorrectal durante un
analisis de sangre de rutina o anual para el colesterol, la diabetes y otras enfermedades.

La identificacion de biomarcadores en la sangre para el cribado en individuos con o en riesgo de desarrollar CCR es
atractiva, ya que no solo aumentaria el cumplimiento, sino que también reduciria el posible deterioro del estilo de vida
después del diagndstico. Como se discutio anteriormente, la MetAP2 se ha estudiado y se ha identificado en tejidos
de tumores solidos; sin embargo, no hay informes previos sobre la presencia de MetAP2 en la sangre humana. Un
informe sobre el papel esencial de MetAP2 en la hematopoyesis se ha demostrado en el modelo de pez cebra [28];
sin embargo, no hay estudios previos que informen sobre MetAP en células sanguineas humanas o en cualquiera de
los precursores de células sanguineas o sus linajes. Este es el primer informe que demuestra la presencia de MetAP2
en sangre periférica, PBMCs, neutrdfilos y linfocitos humanos (especificamente linfocitos T).

La MetAP2 también ha demostrado ser requerida para la iniciacion y proliferacion de células madre hematopoyéticas
[28]. Los autores demostraron que la actividad de MetAP2 podria reducir significativamente la hematopoyesis definitiva
y la angiogénesis alterada en el desarrollo del pez cebra usando el tratamiento con fumagilina y la desactivacion del
gen morfolino. El estudio encontré también que estos tratamientos reducian los niveles de MetAP2 en la actividad de
las células madre y progenitoras hematopoyéticas (HSPC) en las células CD34* enriquecidas, lo que sugiere un papel
esencial de MetAP2 en la hematopoyesis. A partir de estas observaciones, se puede concluir que la MetAP2 puede
desempenfiar un papel auténomo de la célula en el mantenimiento de la actividad de las HSPC. La sobreexpresion de
MetAP2 en las células sanguineas puede indicar que la actividad/expresion de MetAP2 en las células hematopoyéticas
se altera en CCR y es reflectiva en sangre periférica y/o PBMC. Sin embargo, no se puede descartar la posibilidad de
que la alteracion en la actividad/expresion de MetAP2 en las HSPCs sea responsable del desarrollo y/o la progresion
de CCR.

Estudios anteriores han investigado la relacion entre NMT y MetAP2 en lineas de células de cancer de colon humano.
Selvakumar et al [24] observaron un elevado nivel de NMT y MetAP en Colo320, Colo201 y Colo205. La expresion y
la actividad de la enzima variaron con la densidad celular (confluencia de células o nimero de células en la placa de
cultivo). Para NMT y MetAP, se observo una mayor actividad y expresion enzimatica a baja densidad celular (10%),
mientras que el nivel de expresion de Src se redujo en gran medida en células a baja densidad. Los resultados se
interpretaron como una indicacion de que la regulacion al alza de NMT y MetAP como parte de las fases iniciales de
los eventos moleculares que tienen lugar durante la sobreproducciéon de oncoproteinas.

No hay informes sobre la expresion de MetAP2 en la sangre. El estudio de los autores de la presente invencion muestra
que la expresion de MetAP2 en sangre puede servir como un nuevo marcador molecular potencial para el cribado de
CCR en forma de analisis de sangre. La prueba de sangre para la deteccion de CCR también aumentaria las tasas de
cumplimiento en comparacion con las pruebas no especificas existentes.

Las PBMC de muestras de sangre periférica de ocho pacientes de cancer y siete individuos sanos se tifieron para
MetAP2. Los resultados se tabulan en la Tabla 1 y en la Tabla 2, respectivamente. Los diferentes tipos de células
dentro de las PBMCs, tales como los linfocitos y los monocitos, no se puntuaron de forma diferencial, estas
puntuaciones solo representan un promedio de todas las PBMC asi como de los neutréfilos.

Se realizé una prueba t de muestra independiente en las puntuaciones IHC de la sangre de muestras de pacientes de
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CCR y pacientes testigo. Se observé una diferencia significativa en las puntuaciones IHC para el paciente de CCR
(media = 205, desviacién estandar = 57,56983) y controles sanos (media = 8,57, desviacion estandar = 3,78); t = 6,27
x 107, p < 0,001. La puntuacién IHC de MetAP2 en las muestras de sangre de pacientes de CCR mostr6 una expresion
24 veces mayor que la del control sano.

Aunque anteriormente se han descrito las realizaciones preferidas de la invencion, se reconocera y se entendera que
se pueden realizar varias modificaciones en ellas, y las reivindicaciones adjuntas pretenden cubrir todas estas
modificaciones que puedan caer dentro del espiritu y el alcance de la invencion.

Tabla 1: Sangre periférica de pacientes con cancer colorrectal tefiida para MetAP2. Los valores representan la
puntuacion para el porcentaje de células tefiidas positivamente (0 - 100%), la intensidad de la tincién positiva (O -
3) y la puntuacion IHC (% de células positivas x intensidad).

ID del paciente Tipo de Anticuerpo Intensidad Porcentaje Puntuacién IHC
célula
ID0017 PB MetAP2 3 90 270
ID0019 PB MetAP2 3 70 210
ID0020 PB MetAP2 2 75 150
ID0021 PB MetAP2 3 90 270
ID0023 PB MetAP2 3 90 270
ID0024 PB MetAP2 3 80 160
CCR-BCB00266116 PB MetAP2 2 70 140
ID0014 PB MetAP2 2 85 170

Tabla 2: Sangre periférica sana de control tefiida para MetAP2. Los valores representan la puntuacion para el
porcentaje de células tefiidas positivamente (0 - 100%), la intensidad de la tincion positiva (0 - 3) y la puntuacion
IHC (% de células positivas x intensidad).

ID del paciente Tipo de célula Anticuerpo Intensidad Porcentaje Puntuacién IHC
ID0006 PB MetAP2 1 5 5

ID0008 PB MetAP2 1 10 10

ID0009 PB MetAP2 1 15 15

ID0010 PB MetAP2 1 10 10

ID0012 PB MetAP2 1 5 5

UWAS1 PB MetAP2 1 10 10

UWAS2 PB MetAP2 1 5 5
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REIVINDICACIONES
1. Un método de cribado para el cancer colorrectal (CCR) que comprende:

detectar niveles de metionina aminopeptidasa 2 (MetAP2) en una muestra no tumoral de un individuo en
riesgo de desarrollar CCR, siendo elegida dicha muestra no tumoral entre el grupo consistente en sangre
periférica, células mononucleares de sangre periférica (PBMC), neutréfilos y linfocitos; y

determinar si los niveles de MetAP2 estan por encima de un valor umbral,

en donde los niveles de MetAP2 por encima del valor umbral indican que el individuo es examinado para
CCR.

2. El método segun la reivindicacion 1, en donde el valor umbral corresponde a niveles de MetAP2 para un individuo
sano.

3. El método segun la reivindicacion 1, donde los niveles de MetAP2 por encima del valor umbral indican que el
individuo tiene CCR.
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