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DESCRIPCION
Métodos de base biomecanica de diagndstico de escoliosis
Declaracion respecto a investigacion o desarrollo subvencionados por el gobierno federal
N/A.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al diagndstico de una predisposicion a desarrollar una escoliosis mas grave (por
ejemplo, escoliosis idiopatica del adolescente (EIA)) en un sujeto que tiene escoliosis y a un método para estratificar
un sujeto que tiene escoliosis.

Antecedentes de la invencion

La escoliosis es una afeccién médica en la que la columna vertebral de una persona esta curvada de un lado a otro,
y también puede estar girada. Es una curvatura lateral anormal de la columna vertebral. En una radiografia, la
columna vertebral de un individuo con una escoliosis tipica puede parecer mas una "S" o una "C" que una linea
recta.

Las deformidades de la columna vertebral y la escoliosis en particular representan el tipo mas prevalente de
deformidades ortopédicas en nifios y adolescentes, mientras que la escoliosis idiopatica (El) representa la forma
mas comun de escoliosis. La etiologia de la escoliosis idiopatica del adolescente (EIA) no esta clara. La EIA afecta
principalmente a nifias en ndmero y gravedad pero, a pesar de varios estudios que sugieren una predisposicion
genética, la forma de herencia sigue siendo incierta (Axenovich Tl et al., Am J Med Genet 1999, 86(4): 389-394;
Wise CA et al., Spine 2000, 25(18): 2372-2380; Blank RD et al., Lupus 1999, 8(5): 356-360; Giampietro PF et al., Am
J Med Genet 1999, 83(3):164-177). Se han postulado varias perspectivas divergentes para definir mejor esta
etiologia (Machida M., Spine 1999, 24(24): 2576-2583; Roth JA et al., J Biol Chem 1999, 274(31): 22041-22047;
Hyatt BA et al., Nature 1996, 384(6604): 62-65; von Gall C et al., Eur J Neurosci 2000, 12(3): 964-972). La genética,
la secrecién de hormona del crecimiento, la estructura del tejido conectivo, la fuerza muscular, la disfuncion
vestibular, la secrecion de melatonina y la microestructura de plaquetas son areas de enfoque fundamentales. La
actual opinion es que es un defecto del control o procesamiento central por el sistema nervioso central (SNC) que
afecta a una columna vertebral en crecimiento y que la susceptibilidad de la columna vertebral a la deformacion
varia de un individuo a otro.

Desafortunadamente, ain no existe ningin método aprobado por la FDA para identificar nifios o adolescentes en
riesgo de desarrollar El para predecir qué individuos afectados requieren tratamiento para prevenir o detener la
progresion de la enfermedad (Weinstein SL, Dolan LA, Cheng JC et al. Adolescent idiopathic scoliosis. Lancet 2008;
371: 1527-37). En consecuencia, la aplicacion de tratamientos actuales, tales como inmovilizaciéon ortopédica o
correcciéon quirdrgica, se retrasa hasta la deteccion de una deformidad significativa o una demostracion de
progresion clara, dando como resultado un tratamiento retardado e inferior al 6ptimo (Society SR. Morbidity &
Mortality Committee annual Report 2002-2003). Entre pacientes con El que requieren tratamiento, del 80 al 90 %
seran tratados mediante inmovilizacion ortopédica y aproximadamente el 1 % necesitaran cirugia parta corregir la
deformidad mediante instrumentacion para la columna vertebral y fusiéon a la columna vertebral toracica y/o lumbar
con el riesgo de tener complicaciones (Weiss HR, Goodall D. Rate of complications in scoliosis surgery - a
systematic review of the Pub Med literature. Scoliosis. 2008; 3: 9). Hoy en dia en los Estados Unidos, hay
aproximadamente un millén de nifios entre edades de 10 y 16 afios con cierto grado de El. Uno de cada seis nifios
diagnosticados con escoliosis tendra una curva que progresa hasta un grado que requiere tratamiento activo.
Aproximadamente 29.000 cirugias de escoliosis se realizan cada afio en Norteamérica, dando como resultado
morbilidad psicoldgica vy fisica significativa (Goldberg MS, Mayo NE, Poitras B et al. The Ste-Justine Adolescent
Idiopathic Scoliosis Cohort Study. Part |: Description of the study. Spine 1994; 19: 1551-61; Poitras B, Mayo NE,
Goldberg MS et al. The Ste-Justine Adolescent Idiopathic Scoliosis Cohort Study. Part IV: Surgical correction and
back pain. Spine 1994; 19: 1582-8).

Existe una necesidad de métodos para diagnosticar enfermedades que implican deformidades de columna vertebral
(por ejemplo, escoliosis, tal como EIA), para diagnosticar una predisposicion a escoliosis y para identificar
compuestos para prevenir o tratar estas enfermedades.

Sumario de la invencién

Los inventores de la presente invencion han demostrado que los cambios en los niveles de osteopontina (OPN)
(también llamada fosfoproteina 1 secretada, sialoproteina 6sea |, activacion de linfocitos T temprana 1) inducidos por
fuerza mecanica aplicada por el cuerpo son mas pronunciados en sujetos de control con respecto a pacientes
escolidticos (por ejemplo, pacientes de caso quirurgico (angulo de Cobb = 45°)).
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Mas especificamente, de acuerdo con la presente invencién, se proporciona un método (por ejemplo, un método in
vitro) para diagnosticar una predisposicion a desarrollar una escoliosis mas grave (por ejemplo, una escoliosis
idiopatica (El) tal como escoliosis idiopatica infantil, escoliosis idiopatica juvenil o escoliosis idiopatica del
adolescente (EIA)) en un futuro en un sujeto que tiene escoliosis, que comprende: (a) medir un primer nivel de
osteopontina (OPN) en una muestra bioldgica proveniente de dicho sujeto; (b) medir un segundo nivel de OPN en
una muestra biolégica correspondiente proveniente de dicho sujeto, en el que dicha muestra bioldgica
correspondiente se obtiene después de que se ha aplicado un estimulo o fuerza mecanica a una o mas partes del
cuerpo de dicho sujeto; (c) determinar una variacién entre dicho primer nivel de OPN y dicho segundo nivel de OPN;
(d) comparar dicha variacién con un valor de variacion de control; y (e) determinar si dicho sujeto tiene una
escoliosis o esta predispuesto a desarrollar una escoliosis, basandose en dicha comparacion.

En una realizacion especifica, el valor de variacion de control corresponde a una variacion entre un primer nivel de
OPN vy un segundo nivel de OPN determinado en muestras biolégicas correspondientes provenientes de un sujeto
que no tiene una escoliosis 0 que no es un candidato probable para desarrollar escoliosis. En otra realizacion
especifica, una variacion inferior determinada en dicho sujeto con respecto a dicho valor de variaciéon de control es
indicativa de que dicho sujeto tiene una escoliosis o tiene una predisposicion a desarrollar una escoliosis. En ofra
realizacion especifica, dicha escoliosis es una escoliosis idiopatica. En otra realizacion especifica, dicha escoliosis
idiopatica es escoliosis idiopatica del adolescente (EIA). En otra realizacion especifica, dicha muestra bioldgica es un
fluido biolégico. En otra realizacion especifica, dicho fluido biolégico es una muestra derivada de sangre. En otra
realizacion especifica, dicha muestra derivada de sangre es plasma. En otra realizacién especifica, dicha una o mas
partes del cuerpo es un brazo. En otra realizacion especifica, dicho estimulo o fuerza mecanica es una presion de
compresion pulsatil. En otra realizaciéon especifica, dicha presién de compresion pulsatil se aplica usando una banda
hinchable. En otra realizacion especifica, dicha presion de compresion pulsatil se aplica usando un manguito
hinchable. En otra realizacién especifica, dicho estimulo o fuerza mecanica se aplica durante un periodo de al
menos aproximadamente 15 minutos. En otra realizacion especifica, dicho estimulo o fuerza mecanica se aplica
durante un periodo de entre aproximadamente 30 y aproximadamente 90 minutos. En otra realizacion especifica,
dicho estimulo o fuerza mecanica se aplica durante un periodo de aproximadamente 90 minutos. En otra realizacion
especifica, el sujeto es un candidato probable para desarrollar una escoliosis idiopatica del adolescente mas grave.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un método (por ejemplo, un método in vitro)
para estratificar un sujeto que tiene una escoliosis (por ejemplo, una escoliosis idiopatica (El) tal como escoliosis
idiopatica infantil, escoliosis idiopatica juvenil o escoliosis idiopatica del adolescente (EIA)), comprendiendo dicho
método: (a) medir un primer nivel de osteopontina (OPN) en una muestra bioldgica proveniente de dicho sujeto; (b)
medir un segundo nivel de OPN en una muestra bioldgica correspondiente proveniente de dicho sujeto, en el que
dicha muestra bioldgica correspondiente se obtiene después de que se ha aplicado un estimulo o fuerza mecanica a
una o mas partes del cuerpo de dicho sujeto; (c) determinar una variacion entre dicho primer nivel de OPN y dicho
segundo nivel de OPN; (d) comparar dicha variacion con un valor de variacién de control; y (e) estratificar dicho
sujeto, basandose en dicha comparacion.

De acuerdo con otro aspecto mas de la presente invencion, se proporciona un kit para diagnosticar una
predisposicion a desarrollar una escoliosis mas grave en un futuro en un sujeto que tiene escoliosis, comprendiendo
dicho kit: (a) uno o mas reactivos para determinar niveles de osteopontina (OPN) en una muestra biologica; (b)
instrucciones para diagnosticar una escoliosis 0 una predisposicion a desarrollar una escoliosis en un sujeto; y (c)
una banda hinchable o un manguito para el brazo, para aplicar un estimulo o fuerza mecanica sobre una o mas
partes del cuerpo de dicho sujeto.

De acuerdo con otro aspecto mas de la presente invencion, se proporciona un uso de una banda hinchable para
diagnosticar una predisposicion a desarrollar una escoliosis mas grave en un futuro en un sujeto humano que tiene
escoliosis.

La escoliosis puede ser escoliosis idiopatica, por ejemplo, EIA.

El método de acuerdo con la invencion se realiza para diagnosticar una predisposicion de un sujeto humano que
tiene escoliosis a desarrollar una escoliosis mas grave.

En un método descrito en el presente documento, el sujeto puede ser un candidato probable para desarrollar una
escoliosis, tal como escoliosis idiopatica (por ejemplo, escoliosis idiopatica infantil, escoliosis idiopatica juvenil o
escoliosis idiopatica del adolescente (EIA)). Tal como se usa en el presente documento, las expresiones "candidato
probable para desarrollar escoliosis" incluyen sujetos (por ejemplo, nifios) de los cuales al menos un progenitor tiene
una escoliosis (por ejemplo, escoliosis idiopatica del adolescente) (por ejemplo, los sujetos "en riesgo" asintomaticos
de la figura 1) y/o que tienen otro pariente que padece escoliosis en mas de una generacion. Entre otros factores, la
edad (adolescencia), el género y otros antecedentes familiares son factores que se sabe que contribuyen al riesgo
de desarrollar una escoliosis y se usan en cierto grado para evaluar el riesgo de desarrollar una escoliosis. En
ciertos sujetos, la escoliosis se desarrolla rapidamente durante un corto periodo de tiempo hasta el punto de requerir
una cirugia correctora (a menudo cuando la deformidad alcanza un angulo de Cobb = 50°). Los cursos de accion
actuales disponibles desde el momento en que una escoliosis tal como EIA es diagnosticada (cuando la escoliosis
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es evidente) incluyen observacién (cuando el angulo de Cobb es de aproximadamente 10-25°), dispositivos
ortopédicos (cuando el angulo de Cobb es de aproximadamente 25-30°), y cirugia (angulo de Cobb por encima de
45°). Una determinacion mas fiable del riesgo de progresion podria permitir 1) seleccionar una dieta apropiada para
eliminar ciertos productos alimentarios identificados como contribuyentes a escoliosis; 2) seleccionar el mejor agente
terapéutico; y/o 3) seleccionar el tratamiento disponible menos invasivo tal como ejercicios posturales, dispositivo
ortopédico, o cirugias menos invasivas o cirugias sin fusiones (una cirugia que no fusiona vértebras y preserva la
movilidad de la columna). Después del diagndstico, pueden seleccionarse las acciones o tratamientos preventivos
mas eficientes y menos invasivos conocidos.

Cualquier muestra biolégica (por ejemplo, células, tejidos, fluidos bioldgicos) en la que se encuentra OPN puede
usarse de acuerdo con los métodos descritos en el presente documento. La muestra puede ser un fluido biolégico tal
como orina, saliva, liquido cefalorraquideo, o una muestra derivada de sangre tal como sangre, suero o plasma, que
son particularmente accesibles y posibilitan un analisis mas rapido. En particular, la muestra biolégica puede ser
plasma. En una realizaciéon, la muestra se obtiene o se deriva de un sujeto que tiene una escoliosis idiopatica (por
ejemplo, escoliosis idiopatica infantil, escoliosis idiopatica juvenil o escoliosis idiopatica del adolescente (EIA)).

En una realizacion, el valor de variacion de control es un valor de variacion (correspondiente a la diferencia de los
niveles de OPN medidos antes y después de la aplicacion de un estimulo o fuerza mecanica) determinado en
muestras correspondientes (por ejemplo, una muestra derivada de sangre, tal como plasma) obtenidas o derivadas
de un sujeto de control, tal como un sujeto (por ejemplo, de igual edad y/o género) que no ha desarrollado una
escoliosis (por ejemplo, escoliosis idiopatica tal como escoliosis idiopatica infantil, escoliosis idiopatica juvenil o
escoliosis idiopatica del adolescente (EIA)), o que no es un candidato probable para desarrollar escoliosis. Tal como
se usan en el presente documento, las expresiones "no un candidato probable para desarrollar una escoliosis" se
refieren a la ausencia en el sujeto de factores conocidos que le convierten en un candidato probable para desarrollar
escoliosis (por ejemplo, ningin miembro de la familia que tenga escoliosis"). En ese caso, una variacion inferior en la
muestra proveniente del sujeto con respecto al valor de variacion de control correspondiente es indicativa de que el
sujeto tiene una escoliosis y/o una predisposicion a desarrollar una escoliosis, mientras que una variacion superior o
sustancialmente idéntica es indicativa de que el sujeto no tiene una predisposicion a desarrollar una escoliosis. En
una realizacion, el valor de variaciéon de control es un valor predeterminado derivado de diferencias medidas usando
muestras correspondientes provenientes de uno o mas sujetos de control (por ejemplo, la variacion media o la
mediana de la variacion, calculada a partir de las diferencias medidas usando muestras provenientes de los sujetos
de control).

En una realizacion, el valor de variacién de control mencionado anteriormente corresponde a una variaciéon entre un
primer nivel de OPN y un segundo nivel de OPN determinados en muestras bioldgicas correspondientes
provenientes de un sujeto que no tiene una escoliosis 0 que no es un candidato probable para desarrollar escoliosis,
y en el que una variacion inferior determinada en dicho sujeto con respecto a dicho valor de variacion de control es
indicativa de que dicho sujeto tiene una escoliosis o tiene una predisposicion a desarrollar una escoliosis.

En otra realizacion, el valor de variacién de control mencionado anteriormente es un valor de variaciéon determinado
en muestras correspondientes (por ejemplo, una muestra derivada de sangre, tal como plasma) obtenidas o
derivadas de un sujeto de control (por ejemplo, de igual edad y/o género) que ha desarrollado una escoliosis con un
angulo de Cobb <45° (por ejemplo, escoliosis idiopatica tal como escoliosis idiopatica infantil, escoliosis idiopatica
juvenil o escoliosis idiopatica del adolescente (EIA)), o que es un candidato probable para desarrollar escoliosis con
un angulo de Cobb <45°. En ese caso, una variacion inferior o sustancialmente idéntica determinada en las muestras
provenientes del sujeto con respecto al valor de variacion de control es indicativa de que el sujeto tiene una
escoliosis 0 una predisposicion a desarrollar una escoliosis, mientras que una variacién superior es indicativa de que
el sujeto no tiene una predisposicion a desarrollar una escoliosis con un angulo de Cobb <45°.

En una realizacién, el valor de variacion de control es un valor predeterminado derivado de diferencias medidas
usando muestras correspondientes provenientes de uno o mas sujetos que han desarrollado una escoliosis con un
angulo de Cobb <45° (por ejemplo, escoliosis idiopatica tal como escoliosis idiopatica infantil, escoliosis idiopatica
juvenil o escoliosis idiopatica del adolescente (EIA)), o que son candidatos probables para desarrollar escoliosis con
un angulo de Cobb <45° (por ejemplo, el valor medio o mediano calculado a partir de las diferencias medidas usando
muestras provenientes de estos sujetos).

En una realizacién, la muestra correspondiente usada para determinar el valor de variacién de control es una
muestra del mismo tipo (por ejemplo, las muestras obtenidas antes y después de la aplicaciéon de un estimulo o
fuerza mecanica son muestras de plasma) que la proveniente del sujeto. En una realizacion, la muestra
correspondiente usada para medir el segundo nivel de OPN del sujeto es una muestra del mismo tipo (por ejemplo,
las muestras obtenidas antes y después de la aplicacion de un estimulo o fuerza mecanica son muestras de plasma)
que la usada para medir el primer nivel de OPN del sujeto.

En una realizacién, una variacion inferior o superior se refiere a una variacién de al menos aproximadamente el 10
%, en realizaciones adicionales al menos aproximadamente el 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 % ,50 %, 55
%, 60 %, 65 %, 70 % 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % 100 % (2 veces), 150 % o 200 % entre la variacion de niveles
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de OPN obtenida con las muestras de ensayo/sujeto (muestras obtenidas del sujeto que se esta sometiendo a
ensayo) con respecto al valor de variacion de control. En una realizacién, una variacion sustancialmente idéntica se
refiere a una variacion que difiere en menos del 10 %, en realizaciones adicionales en menos del 9 %, 8 %, 7 %, 6
%, 5 % 0 menos, en comparacion con el valor de variacion de control.

Los cambios en los niveles de OPN pueden detectarse a niveles de acido nucleico o polipéptido usando
cualesquiera métodos conocidos en la técnica para medir niveles de acido nucleico o de polipéptido (por ejemplo,
detectando un acido nucleico o polipéptido que comprende una de las secuencias de la figura 3). Los ejemplos no
limitantes de métodos para medir niveles de acido nucleico incluyen reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
PCR con transcriptasa inversa (RT-PCR), PCR in situ, SAGE, PCR cuantitativa (g-PCR), hibridacién in situ,
transferencia de Southern, transferencia de Northern, analisis de secuencia, analisis de micromatrices, deteccién de
un gen informador, u otras plataformas de hibridacion de ADN/ARN.

En una realizacion, los niveles de OPN se miden a niveles de polipéptido, por ejemplo, detectando un polipéptido
que comprende una secuencia de aminoacidos de la figura 3. Los ejemplos no limitantes de métodos para medir
niveles de polipéptido incluyen transferencia de Western, micromatriz de tejido, inmunotransferencia, ensayo
inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA), radioinmunoensayo (RIA), inmunoprecipitacion, resonancia del
plasmén superficial, quimioluminiscencia, polarizacion fluorescente, fosforescencia, analisis inmunohistoquimico,
espectrometria de masa por desorcion/ionizacion por laser asistida por matriz acoplada a tiempo de vuelo (MALDI-
TOF), microcitometria, microscopia, clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS), citometria de flujo, y
ensayos basados en una propiedad de la proteina incluyendo aunque sin limitarse a uniéon a ADN, unién a ligando, o
interaccion con otros socios de proteina.

Anticuerpos especificos para OPN ("anticuerpos anti-OPN"), que pueden usarse para detectar OPN en una muestra
biolégica en los métodos de la presente invencion, se conocen bien en la técnica y estan disponibles en el mercado
de diversos proveedores tales como Abeam™ (N.° de cat. ab8448, ab14175, ab14176 y ab33046) y ABBIOTEC™
(N.° de cat. 250801). Ademas, la tabla | a continuacion proporciona una lista de kits de ELISA de OPN humana
disponibles en el mercado que pueden usarse en los métodos de la presente invencion.

Tabla 1: kits de ELISA de OPN humana disponibles en el mercado
KITS DE DETECCION DE OSTEOPONTINA DISPONIBLES EN EL MERCADO

Compaiiia Nombre del kit Numero de catalogo Sensibilidad
IBL Hambourg Human Osteopontin JP 17158 3,33 ng/mi
ELISA
IBL America Human Osteopontin N- 27258 3,90 pmol/l
Half Assay Kit- IBL
IBL America Human Osteopontin Assay 27158 3,33 ng/ml
Kit- IBL
Assay Designs Osteopontin (human) EIA 900-142 0,11 ng/ml
kit
American Research Osteopontin human kit 17158 NA
Products Inc.
R & D Systems Human Osteopontin DOSTO00 0,024 ng/ml
(OPN) ELISA Kit
Promokine Human Osteopontin PK-EL-KA4231 3,6 ng/ml
ELISA
USCNK Life Sciences ELISA kit for human E90899HU 0,14 ng/ml
Inc. Osteopontin (OPN)
BioVendor Osteopontin (OPN) BBT0482R < 50 pg/ml
Human ELISA

Pueden usarse anticuerpos tanto monoclonales como policlonales dirigidos a OPN en los métodos de la presente
invencion. Dichos anticuerpos pueden producirse mediante procedimientos bien establecidos conocidos por los
expertos en la materia.
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Tal como se usan en el presente documento, las expresiones "anticuerpo anti-OPN" o "anticuerpo anti-OPN
inmunoldgicamente especifico” se refiere a un anticuerpo que se une especificamente a (interactda con) una
proteina OPN (por ejemplo, un polipéptido OPN que tiene la secuencia expuesta en la figura 6) y no presenta
ninguna union sustancial a otras proteinas de origen natural diferentes de las que comparten los mismos
determinantes antigénicos que la proteina OPN.

El término anticuerpo o inmunoglobulina se usa en el sentido mas amplio, y abarca anticuerpos monoclonales
(incluyendo anticuerpos monoclonales de longitud completa), anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos,
fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmentos Fab y Fab'), y variantes de anticuerpo tales como anticuerpos de
cadena sencilla, anticuerpos humanizados, anticuerpos quiméricos, siempre que muestren la actividad biolégica
deseada.

Los fragmentos de anticuerpo comprenden una parte de un anticuerpo de longitud completa, generalmente una
region de union a antigeno o variable del mismo. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentos
Fab, Fab', F(ab'); y Fv, diacuerpos, anticuerpos lineales, moléculas de anticuerpo de cadena sencilla, anticuerpos de
dominio uUnico (por ejemplo, de camélidos), anticuerpos de dominio Unico NAR de tiburén, y anticuerpos
multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo. Fragmentos de anticuerpo también puede referirse a
moléculas de unién que comprenden CDR o dominios de union al antigeno que incluyen, aunque sin limitarse a,
regiones VH (Vx, Vu-VhH), anticalinas, PepBodies™, fusiones de anticuerpo-epitopo de célula T (Troybodies) or
Peptibodies. Adicionalmente, cualesquiera anticuerpos secundarios, ya sean monoclonales o policlonales, dirigidos a
los primeros anticuerpos también estarian incluidos dentro del alcance de esta invencion.

En general, técnicas para preparar anticuerpos (que incluyen anticuerpos monoclonales e hibridomas) y para
detectar antigenos usando anticuerpos se conocen bien en la técnica (Campbell, 1984, en "Monoclonal Antibody
Technology: Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology", Elsevier Science Publisher, Amsterdam,
Paises Bajos) y en Harlow et al., 1988 (en: Antibody A Laboratory Manual, CSH Laboratories).

Los anticuerpos policlonales se generan preferentemente en animales mediante multiples inyecciones subcutaneas
(sc), intravenosas (iv) o intraperitoneales (ip) del antigeno relevante (por ejemplo, un polipéptido que tiene una
secuencia expuesta en la figura 6 o un fragmento de la misma) con o sin un adyuvante. Puede ser util conjugar el
antigeno relevante a una proteina que es inmundégena en la especie a inmunizar, por ejemplo, hemocianina de lapa
californiana, albumina del suero, tiroglobulina bovina, o inhibidor de tripsina de soja usando un agente bifuncional o
derivatizante, por ejemplo, éster de maleimidobenzoil sulfosuccinimida (conjugacion a través de residuos de
cisteina), N-hidroxisuccinimida (a través de residuos de lisina), glutaraldehido, anhidrido succinico, SOCI,, o
R'N=C=NR, donde Ry R son grupos alquilo diferentes.

Los animales pueden estar inmunizados contra el antigeno, conjugados inmundégenos, o derivados combinando el
antigeno o conjugado (por ejemplo, 100 ug para conejos o 5 pg para ratones) con 3 voliumenes de adyuvante
completo de Freund e inyectando la solucién por via intradérmica en multiples sitios. Un mes después, los animales
reciben un refuerzo con el antigeno o conjugado (por ejemplo, con de 1/5 a 1/10 de la cantidad original usada para
inmunizar) en adyuvante completo de Freund mediante inyeccién subcutanea en multiples sitios. De siete a 14 dias
mas tarde, a los animales se les extrae sangre y el suero se ensaya para el valor cuantitativo de anticuerpo. Los
animales siguen recibiendo refuerzos hasta que el valor cuantitativo se estabiliza. Preferentemente, para
inmunizaciones con conjugado, el animal recibe un refuerzo con el conjugado del mismo antigeno, pero conjugado a
una proteina diferente y/o a través de un agente de reticulacion diferente. Los conjugados también pueden
prepararse en cultivo de células recombinantes como fusiones de proteinas. Ademas, agentes de agregacion tales
como alumbre se usan adecuadamente para intensificar la respuesta inmunitaria.

Pueden prepararse anticuerpos monoclonales usando el método del hibridoma descrito en primer lugar por Kohler et
al., Nature, 256: 495 (1975), o pueden prepararse mediante métodos de ADN recombinante (por ejemplo, patente de
Estados Unidos N.° 6.204.023). También pueden prepararse anticuerpos monoclonales usando las técnicas
descritas en las patentes de Estados Unidos N.° 6.025.155 y 6.077.677 asi como las publicaciones de solicitud de
patente de Estados Unidos N.° 2002/0160970 y 2003/0083293 (véase también, por ejemplo, Lindenbaum et al.,
2004).

En el método del hibridoma, un ratén u otros animal huésped apropiado, tal como una rata, hamster o mono, es
inmunizado (por ejemplo, tal como se ha descrito anteriormente en el presente documento) para producir linfocitos
que producen o son capaces de producir anticuerpos que se uniran especificamente al antigeno usado para
inmunizaciéon. Como alternativa, los linfocitos pueden inmunizarse in vitro. Los linfocitos se fusionan a continuacién
con células de mieloma usando un agente de fusién adecuado, tales como polietilenglicol, para formar una célula de
hibridoma.

Las células de hibridoma preparadas de este modo se siembran y se cultivan en un medio de cultivo adecuado que
preferentemente contiene una o mas sustancias que inhiben el crecimiento o la supervivencia de las células de
mieloma parentales no fusionadas. Por ejemplo, si las células de mieloma parentales carecen de la enzima
hipoxantina guanina fosforribosil transferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo para los hibridomas incluira
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normalmente hipoxantina, aminopterina, y timidina (medio HAT), sustancias que impiden el crecimiento de células
deficientes en HGPRT.

Los métodos pueden realizarse en un formato adecuado para ensayos de alto rendimiento, por ejemplo, formato de
96 o 384 pocillos, y pueden usarse robots e instrumentacion adecuados, (por ejemplo, robots de pipeteo).

Tal como se usa en el presente documento, estimulo o fuerza mecanica se refiere a una estimulacion de una o mas
partes del cuerpo (por ejemplo, dedo(s), brazo(s), muslo(s), pierna(s), una combinacion de cualquiera de las
anteriores, etc.) del sujeto a través de medios mecanicos, por ejemplo usando un aparato/dispositivo tal como una
magquina isocinética, corsé, placas vibratorias o una banda hinchable (por ejemplo, manguito para muslos o brazos,
anillo, etc.), a través del ejercicio fisico (por ejemplo, ejercicios estandarizados) o a través de estimulaciones
biomecanicas mediante manipulacion (por ejemplo, masaje). Los ejemplos de aparatos/dispositivos adecuados para
inducir un estimulo o fuerza mecanica se conocen en la técnica e incluyen dispositivos de terapia por masaje con
compresion de aire, dispositivos de compresion neumatica intermitente, el Air compression therapy system™ (DL-
2002D) y el dispositivo de prevencion de DVT DVT2600 comercializado por Daesung Maref Co., Ltd.; el Petite Basic
System comercializado por Mego Afek AC Ltd, asi como los descritos en la publicacion de patente de Estados
Unidos N.° 20090177127, Galili et al., Thromb Res. 2007 121(1): 37-41. Publicacion en linea del 17 de abril de 2007
17; Colwell et al., J Bone Joint Surg Am. 2010 92(3): 527-35, las patentes de Estados Unidos N.° 6.905.456 y
6.916.298. Tal como se usa en el presente documento, "una o mas partes del cuerpo" se refiere a uno o mas
dedo(s), brazo(s), muslo(s), pierna(s), una combinacion de cualquiera de las anteriores, etc.

El estimulo o fuerza mecanica mencionada anteriormente puede ser una presion de compresion pulsatil, por ejemplo
una presion de compresion pulsatil de aproximadamente 0-41,36854368 kPa (0-6 psi), o una presion de compresion
pulsatii de aproximadamente 0-27,57902912 kPa (0-4 psi). La presion de compresion pulsati mencionada
anteriormente puede aplicarse usando un manguito hinchable. La fuerza o estimulo mecanico mencionado
anteriormente puede aplicarse a uno o ambos brazos del sujeto. La fuerza o estimulo mecanico mencionado
anteriormente puede aplicarse a un brazo del sujeto y la muestra bioldgica (por ejemplo, muestra derivada de
sangre) se recoge/extrae del brazo opuesto. La muestra bioldgica correspondiente a partir de la que se mide el
segundo nivel de OPN es muestreada durante el estimulo o fuerza mecanica, inmediatamente después del estimulo
o fuerza mecanica o poco después de interrumpir la aplicacién del estimulo o fuerza mecanica. Se espera que la
distancia entre la localizacion del muestreo y la localizacion de la aplicacion del estimulo o fuerza mecanica no altere
significativamente la variacion del nivel de OPN dado que OPN es una molécula circulante.

La fuerza o estimulo mecanico mencionado anteriormente puede aplicarse durante un periodo de tiempo suficiente
para inducir una respuesta de OPN (por ejemplo, para incrementar los niveles de OPN circulante) en un sujeto. En
los ejemplos presentados a continuacion, la fuerza o estimulo se aplico sobre un brazo durante 30, 60 y 90 minutos.
La duracién de 90 minutos se seleccion6 como aceptable en un entorno pediatrico, durando otros ensayos
pediatricos hasta esa duracion. Esta duracion se selecciond, por lo tanto, por razones practicas (por ejemplo, los
progenitores y los nifios pueden ser mas reacios a someterse al ensayo si éste dura mas). Se cree, sin embargo,
que la fuerza o estimulo pueden aplicarse durante mucho mas de 90 minutos y. La fuerza o estimulo mecanico
mencionado anteriormente puede aplicarse por ejemplo durante un periodo de al menos aproximadamente 15
minutos, al menos aproximadamente 30 minutos, al menos aproximadamente 60 minutos o al menos
aproximadamente 90 minutos. En una realizacién, el estimulo o fuerza mecanica mencionada anteriormente se
aplica durante un periodo de entre aproximadamente 15 y aproximadamente 200 minutos, en una realizacion
adicional durante un periodo de entre aproximadamente 30 y aproximadamente 90 minutos, en una realizacion
adicional durante aproximadamente 90 minutos. El brazo también se seleccioné como parte del cuerpo sobre la que
se aplicaria presion por razones practicas (por ejemplo, manguitos hinchables son un aparato médico comun, los
progenitores y los nifios estan habituados a este equipo, etc.). Se creyd que equipos mas grandes que podrian
usarse para aplicar presién sobre los muslos por ejemplo podrian haber incrementado la ansiedad de los
progenitores y los nifios y reducir el nimero de participantes. Se espera que aplicar presion sobre una superficie
corporal mas grande pueda incrementar la variacion del nivel de OPN mas rapidamente y reducir el plazo requerido
para realizar el ensayo.

En el presente documento también se describen kits para poner en practica los métodos mencionados
anteriormente. Los kits pueden incluir, por ejemplo, uno o mas reactivos para determinar niveles de OPN en una
muestra, asi como tampones, recipientes, muestras de control (por ejemplo, muestras provenientes de un sujeto que
no tiene y que no es un candidato probable para desarrollar escoliosis), etc., para realizar los ensayos del sujeto.
Los diversos componentes del kit pueden estar presentes en recipientes independientes o ciertos componentes
compatibles pueden combinarse previamente en un Unico recipiente, segun se desee.

Ademas de uno o mas de los componentes mencionados anteriormente, los kits pueden incluir ademas
normalmente instrucciones para usar los componentes del kit para poner en practica los métodos descritos en el
presente documento (instrucciones para correlacionar los niveles de OPN con un diagndéstico de una escoliosis y/o
de una predisposicion a desarrollar una escoliosis). Las instrucciones para poner en practica los métodos se
registran en general en un medio de grabacion adecuado. Por ejemplo, las instrucciones pueden imprimirse sobre un
sustrato, tal como papel o plastico, etc. Por lo tanto, las instrucciones pueden estar presentes en los kits como un
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inserto en el envase, en la etiqueta del recipiente del kit o componentes del mismo (es decir, asociadas con el
envase o subenvase) etc. Las instrucciones pueden estar presentes como un archivo de datos de almacenamiento
electrénico presente en un medio de almacenamiento legible por ordenador adecuado, por ejemplo CD-ROM,
disquete, etc. Las instrucciones fisicas pueden no estar presentes en el kit, pero pueden proporcionarse medios
parta obtener las instrucciones a partir de una fuente remota, por ejemplo, a través de internet. Un ejemplo es un kit
que incluye una direccion de internet donde se pueden ver las instrucciones y/o a partir de la cual se pueden
descargar las instrucciones. Como con las instrucciones, estos medios para obtener las instrucciones estan
registrados en un sustrato adecuado. Ademas de uno o mas de los componentes mencionados anteriormente, los
kits pueden incluir ademas un dispositivo para aplicar el estimulo o fuerza mecanica (por ejemplo, banda hinchable
tal como manguito para el dedo, o manguito hinchable).

Otros objetivos, ventajas y caracteristicas de la presente invencion se volveran mas evidentes tras la lectura de la
siguiente descripcion no restrictiva de realizaciones especificas de la misma, dada a modo de ejemplo solamente
con referencia a los dibujos adjuntos.

Breve descripcion de los dibujos
En los dibujos adjuntos:
La figura 1 muestra una vision de conjunto del disefio de los experimentos descritos en el presente documento;

La figura 2 muestra los cambios en los niveles de OPN en sujetos de control (rombos, izquierda), pacientes
moderadamente afectados de escoliosis (cuadrados, centro) y sujetos de caso quirdrgico (triangulos, derecha)
después de 90 minutos de estimulacion mecanica compresiva periddica, 0-27,57902912 kPa (0-4 psi), 0,006 Hz;

La figura 3 muestra los niveles de OPN circulante inicial promedio (media + SD) entre subgrupos experimentales
antes de la estimulacién mecanica. No se descubrié ninguna diferencia significativa entre grupos (p=0,20,
ANOVA de una via);

La figura 4 muestra el cambio promedio en los niveles de OPN (media + SD) entre subgrupos experimentales
después de 90 minutos de estimulacién mecanica. Se descubrié una diferencia fuertemente significativa entre
grupos (p=0,003441, ANOVA de una via);

La figura 5 muestra el cambio promedio en los niveles de sCD44 (media + SD) entre subgrupos experimentales
después de 90 minutos de estimulacion mecanica. No se descubrié ninguna diferencia significativa entre grupos
(p=0,542, ANOVA de una via); y

La figura 6 presenta las secuencias de nucleétidos de las tres isoformas de OPN humana (variante de transcrito
1, ARNm NM_001040058 (SEQ ID NO: 1); variante de transcrito 2, ARNm NM_000582 (SEQ ID NO: 2); variante
de transcrito 3, ARNm NM_001040060 (SEQ ID NO: 3) y las secuencias de aminoacidos de las tres isoformas de
OPN humana (isoforma a NP_001035147 (SEQ ID NO: 4); isoforma b NP_000573 (SEQ ID NO: 5); e isoforma c
NP_001035149 (SEQ ID NO: 6)).

Descripcion de realizaciones ilustrativas

La presente invencion se ilustra con mas detalle mediante los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplo 1

Materiales y métodos

Se reclutaron veintiun (21) sujetos de ensayo entre las edades de 9-17, cada uno de los cuales estaba en uno de 3
grupos de sujetos: i) casos quirurgicos (pre-cirugia, angulo de Cobb = 45° (n=3), ii) casos moderadamente afectados
(angulo de Cobb 10-44°) (n=12); y iii) controles sanos (n=6). Las caracteristicas clinicas de los sujetos reclutados se

presentan en la tabla Il a continuacion. Una vision de conjunto del disefio experimental se representa en la figura 1y
se describe ademas con mas detalle en el ejemplo 3 a continuacion.
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TABLA Il: CARACTERISTICAS CLINICAS DE SUJETOS RECLUTADOS ANTES DEL 4 DE OCTUBRE DE 2010

ID aleatoria del paciente Caracteristicas
Género Edad (Afios) Grupo clinico

1679 Femenino 13 EIA = 45°

1681 Femenino 13 EIA = 45°

1680 Femenino 15 EIA = 45°

827 Femenino 9 EIA 10-44°

793 Femenino 10 EIA 10-44°

844 Femenino 10 EIA 10-44°

832 Masculino 11 EIA 10-44°

865 Femenino 11 EIA 10-44°

853 Femenino 11 EIA 10-44°

850 Femenino 14 EIA 10-44°

847 Femenino 15 EIA 10-44°

785 Masculino 16 EIA 10-44°

851 Femenino 16 EIA 10-44°

864 Femenino 16 EIA 10-44°

849 Masculino 17 EIA 10-44°

4211 Femenino 10 Sujetos de control sanos
4282 Masculino 12 Sujetos de control sanos
4283 Masculino 15 Sujetos de control sanos
4213 Masculino 15 Sujetos de control sanos
4000A Masculino 9 Sujetos de control sanos
4000B Masculino 15 Sujetos de control sanos

Se tomo una muestra de sangre inicial de los sujetos para establecer un valor inicial de OPN circulante. Uno de los
brazos de cada sujeto se envolvid a continuacién con un manguito hinchable de un ABR Therapeutic Massager™,
que aplicd una presion de compresion, pulsatil y dinamica de amplitud variable de 0-27,57902912 kPa (0-4 psi) a
0,006 Hz al brazo durante un periodo de 90 minutos. A intervalos de 30 minutos después del comienzo de la
aplicacion de fuerza, se tomaron muestras de sangre adicionales con el fin de monitorizar los niveles de OPN
circulante en sujetos. Los niveles de OPN se midieron usando el kit de ELISA de osteopontina humana de IBL
(Hamburgo), N.° de cat. JP 17158.

Usando el paquete de software R, la significacién de los cambios de OPN frente al angulo de Cobb del sujeto se
ajusté en primer lugar a un modelo matematico. A continuacién, se realizé el ensayo ANOVA para analizar la
significacion de la relacion entre los cambios de OPN frente al grupo de angulo de Cobb del paciente o sujetos de
control sanos. Tal como se recomienda generalmente por la bibliografia, como una etapa final se realizé un ensayo
TukeyHSD (post-hoc) para realizar una comparacién multiple de medias (con intervalos de confianza del 95 %) por
pares entre grupos de angulo de Cobb y el grupo de control sano.

Ejemplo 2

Resultados

Tal como se muestra en la figura 2, pueden provocarse respuestas de OPN in vivo mediante fuerza mecanica
aplicada corporalmente. Una diferencia de >2 veces (p = 0,002082) se detect6 en la respuesta de OPN provocada
del promedio del grupo de paciente de control (n = 6) frente al del grupo de caso quirdrgico (n = 3) después de 90
minutos. Ademas, la respuesta promedio del grupo moderadamente afectado (n = 12) también fue inferior en
comparacioén con la de los controles.
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Ejemplo 3

Materiales y métodos
Poblacion de estudio

La junta de revision interna del CHU Sainte-Justine aprob6 el estudio. Los progenitores o tutores legales de todos los
participantes en el estudio dieron su consentimiento informado por escrito, y los menores su asentimiento. Los
sujetos fueron reclutados de entre la poblacion general del paciente de la clinica ortopédica de Sainte-Justine.

Entre enero de 2010 y marzo de 2011, un total de 38 sujetos (edad media 13,69 + 2,25) de diversas etnias se
reclutaron incluyendo los 21 sujetos enumerados en la tabla Il anterior. Se buscaron cuatro clases particulares de
pacientes de 9-17 afios de edad: i) controles (edad media 13,87 + 2,41) (n=10); ii) sujetos "en riesgo" asintomaticos
(n=7) (edad media 13,16 + 2,78); iii) moderadamente afectados (angulo de Cobb 10-44°) (edad media 13,43 + 2,50)
(n=13); y iv) individuos afectados gravemente (angulo de Cobb > 45°) (edad media 14,26 + 1,27) (n=9).

Se consideré que una persona estaba afectada si los antecedentes y el examen fisico eran coherentes con el
diagndstico de escoliosis idiopatica y se descubrié un minimo de una curvatura de diez grados en el plano coronal
con rotacion vertebral en radiografia. El angulo de Cobb, segun lo medido en la radiografia determiné a continuacion
el estado de un paciente como moderada o gravemente afectado. Se reclutaron nifios en riesgo asintomaticos y se
examinaron en una clinica de cribado temprano especial, definidos como aquellos con una curvatura de menos de
10 grados pero con antecedentes familiares de EIA. Los controles no tenian ningln antecedente familiar de EIA, y
una curvatura de la columna vertebral de menos de 10 grados. Los criterios de exclusion de un sujeto de analisis de
datos incluian: i) utilizacion regular de farmacos anticonceptivos; ii) IMC mayor de 35; iii) empleo de cualquier
aparato fisico externo para ayudar a estabilizar la columna vertebral. Los datos de pacientes y sujetos de control se
resumen en la tabla Ill a continuacién.

TABLA Ill. CARACTERISTICAS CLINICAS DE SUJETOS RECLUTADOS ANTES DEL 22 DE SEPTIEMBRE DE

2011
Grupo Edad en el ’
Experimental momento del Género Tipo de curva Angulo de Cobb
ensayo
1 >45° 12,6 F ITrTIL 30-71-34
2 >45° 13,8 F
3 >45° 13,6 F
4 >45° 13,6 F rTIL 57-44
5 >45° 13,8 F ITL 54
6 >45° 13,7 F ITrTIL 32-51-24
7 >45° 15,3 F
8 >45° 15 F
9 >45° 16,9 M rTITL 39-59
10 10-44 9,56 F rT 11
11 10-44° 10,9 F rTIL 36-40
12 10-44° 12 F rT 16
13 10-44° 11,7 F ITrT 23-25
14 10-44° 11 F ITL 11
15 10-44° 11,6 M rTIL 18-14
16 10-44° 13,7 F ITL 16
17 10-44° 13,8 F rTITL 43-24
18 10-44° 14,7 F ITL 16
19 10-44° 16,3 F rTIL 16-16
20 10-44° 16,3 M

10
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TABLA Ill. CARACTERISTICAS CLINICAS DE SUJETOS RECLUTADOS ANTES DEL 22 DE SEPTIEMBRE DE

2011
Grupo Edad en el ’
Experimental momento del Género Tipo de curva Angulo de Cobb
ensayo
21 10-44° 16,2 M rTL 35
22 10-44° 17 M rTIL 21-30
23 Asintomatico 9.4 M ITL 12
24 Asintomatico 10,8 F rTIL 5-6'
25 Asintomatico 11,5 M N/A 0
26 Asintomatico 12,8 F rTITL 8-8
27 Asintomatico 15,2 F rTIL 4-4
28 Asintomatico 15,4 M rL 6
29 Asintomatico 17 F N/A N/A
30 CTRL 10,8 F N/A N/A
31 CTRL 12,8 M N/A N/A
32 CTRL 13 F N/A N/A
33 CTRL 15 F N/A N/A
34 CTRL 15,7 M N/A N/A
35 CTRL 15,9 M N/A N/A
36 CTRL 15,5 M N/A N/A
37 CTRL 16 F N/A N/A
38 CTRL 9 M N/A N/A
39 CTRL 15 M N/A N/A
Cddigo del tipo de curva: r = derecha; | = izquierda; T = toracica; L = lumbar; TL = toracolumbar; N/A = no

disponible. Sujetos 9 afectados gravemente (edad media 14,26 + 1,27), 13 moderadamente afectados (edad media
13,43 + 2,50), 7 asintomaticos (edad media 13,16 + 2,78), y 10 de control (edad media 13,87 + 2,41).

Estimulacién con fuerza mecanica

Tras la llegada, a los participantes en el estudio se les pididé que se tumbaran en una cama de hospital. Después de
permitir que el paciente se acomodara y descansara sobre la cama durante 5-10 minutos, se extrajo una muestra de
sangre inicial de uno de los brazos del paciente.

Posteriormente, un par de vejigas neumaticas de tamafio medio de un dispositivo ABR Therapeutic Air Massager
(Panacis Medical, Ottawa, Ontario) se dispusieron y se fijaron al otro brazo, de una manera muy similar a como lo
haria un esfigmomandmetro, tal como se describe en la documentacién del producto. Este dispositivo ABR ha sido
certificado por numerosas agencias sanitarias y reguladoras en Norteamérica, la UE, y en todo el mundo, incluyendo
una autorizacion de la agencia sanitaria canadiense (Health Canada) para uso clinico en pacientes. El dispositivo
masajeador se reprogramo a partir de los ajustes preestablecidos del fabricante con el fin de producir ciclos de
hinchado/deshinchado de las vejigas a una frecuencia de aproximadamente 0,006 Hz, suministrar una tension de
compresion pulsatil que variaba entre 0-27,57902912 kPa (0-4 psi) a la zona del brazo cubierta por las vejigas
neumaticas de tamafio medio. Los pacientes experimentaron la estimulacion durante un total de 90 minutos, tiempo
durante el cual se tomaron muestras de sangre del brazo no estimulado, cada treinta minutos, haciendo un total de
cuatro muestras de sangre (aproximadamente 5-6 ml cada una) extraidas por paciente, incluyendo la inicial a t=0
min.

Ensayos inmunoadsorbentes ligados a enzima de OPN y sCD44

Se obtuvieron muestras de sangre de pacientes de EIA, nifios en riesgo, asintomaticos y sujetos de control sanos
con el fin de determinar los niveles plasmaticos de OPN y sCD44. Estas se recogieron en tubos tratados con EDTA y
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a continuacion se centrifugaron. Las muestras de plasma derivadas se dividieron en partes alicuotas y se guardaron
congeladas a -80 °C hasta que se descongelaron y se analizaron. Las concentraciones plasmaticas de OPN y
sCD44std (isoforma estandar) se midieron mediante ensayos inmunoadsorbentes ligados a enzimas de captura
(ELISA) de acuerdo con protocolos suministrados por el fabricante (IBL, Hamburgo, Alemania). El kit de ELISA para
OPN mide la concentracion total de formas tanto fosforiladas como no fosforiladas de OPN en plasma mientras que
el kit de ELISA para sCD44std detecta todas las isoformas de CD44 circulante. Todos los ensayos de ELISA se
realizaron por duplicado y la densidad o6ptica se midié a 450 nm usando un lector de microplacas AsysHiTech™
Expert-96 (Biochrom, Cambridge, Reino Unido).

Analisis estadistico

Los niveles de grupo promedio de OPN y sCD44 se presentan como la media + SD. Los valores p de significacion
estadistica de diferencias en niveles de grupo de OPN y sCD44 entre pacientes de control, asintomaticos,
moderadamente afectados, y gravemente afectados se evaluaron respectivamente en primera instancia usando
modelos de regresion lineal con un ANOVA de una via. Los efectos de la edad y el género se estudiaron
individualmente a continuacién, cada uno en combinacion con agrupamiento, usando una ANOVA de dos vias con
medias ponderadas y sumas de Tipo | de cuadrados para explicar tamafios de muestra desequilibrados (es decir
edad y grupo, seguidos por género y grupo como factores en los analisis), donde se definieron grupos de edad para
analisis de ANOVA como sujetos mas jovenes entre 9-12 afos de edad y aquellos entre 13-17 afios. Se compararon
factores ambientales del paciente entre grupos experimentales con el test exacto de Fisher para variables discretas
y de nuevo post-hoc para cualesquiera factores identificados como significativos, y un ANOVA de una via para
variables continuas (edad promedio en cada grupo). Los valores p < 0,05 se consideraron estadisticamente
significativos. El software usado para todos los calculos estadisticos era R, versién 2.13.1 (Team, R.D.C., R: A
language and environment for statistical computing, version 2.13. 1, 2011, R Foundation for Statistical Computing
Vienna: Viena, Austria.).

Ejemplo 4

Resultados
Niveles de OPN y sCD44 circulantes

No se descubri6 que los valores de partida iniciales de niveles de OPN circulante en sangre fueran
significativamente diferentes entre grupos experimentales (ANOVA de una via p=0,20), tal como se muestra en la
figura 3. Los niveles promedio de OPN circulante de los 4 grupos experimentales aumentaban en el transcurso de
los 90 minutos de estimulacion mecanica. Un diagrama de caja en bruto de la variacion del nivel de OPN del sujeto
por grupo experimental se muestra en la figura 4. Curiosamente, se descubrid una tendencia, que el agrupamiento
de pacientes y la variacion del nivel de OPN estaban correlacionados de forma fuertemente significativa (ANOVA de
una via p=0,003441), con la variacién del nivel de OPN promedio por grupo disminuyendo a medida que la gravedad
de curva del grupo aumenta. El test HSD post-hoc de Tukey mostraba que habia una variacién muy significativa
estadisticamente entre el grupo afectado gravemente y el control (p=0,0029), pero no entre otras combinaciones de
grupos por parejas, aunque habia una correlacion en el limite de la significacion estadistica sugerida entre grupos
moderada y gravemente afectados (p=0,084) asi como entre los grupos de control y asintomatico (p=0,0593). Se
observé una homogeneidad relativa dentro de cada grupo experimental en términos de la variacion del nivel de
OPN, tal como se pone de manifiesto mediante las desviaciones estandar razonables en cada uno, y la ausencia de
ningun valor extremo particularmente marcado.

No se observo ninguna correlacion estadisticamente significativa entre agrupamiento de pacientes y la variacion del
nivel de sCD44 (p=0,542), tal como se muestra en la figura 5.

Efectos de la edad y el género

Para estudiar si la variacion del nivel de OPN (AOPN) estaba afectada por la edad y el sexo de los sujetos, se
llevaron a cabo analisis de ANOVA de dos vias con tamafos de muestra desequilibrados y sumas de cuadrados de
Tipo I, en primer lugar con género y el grupo experimental como factores. Usando esta construccion modelo, se
descubrié que el género tenia un efecto estadisticamente significativo sobre AOPN, junto con el grupo experimental
(p del género = 0,004664, p del grupo experimental = 0,002664, con el género como el primer factor).Los datos se
analizaron a continuacion con el orden de los factores invertido, y se descubrié que el género seguia teniendo un
efecto estadisticamente significativo sobre AOPN, junto con el grupo experimental (p del género = 0,0215275, p del
grupo experimental = 0,0009763, con el grupo experimental como el primer factor). Se descubrid una interaccion
estadisticamente significativa entre el género y el grupo experimental (p de la interaccion = 0,028523). En contraste,
el agrupamiento por edad era estadisticamente significativo, junto con el grupo experimental, cuando el grupo de
edad se consideré como el primer factor (p del grupo de edad = 0,028624, p del grupo experimental = 0,006385),
pero solo en el limite de la significacion estadistica cuando se consideré como el segundo (p del grupo de edad =
0,052138, p del grupo experimental = 0,004397), sin ninguna interaccion significativa entre los dos factores (p de la
interaccion = 0,793477).
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ctcecctgtgt tggtggagga tgtctgecage agecatttaaa ttetgggagg gettggttgt &0
cagcagcage aggaggagge agageacagce atcgtoggga ccagactcgt ctcaggecag 120
ttgecagectt cteagecaaa cgecgaccaa ggaaaactca ctaccatgag aattgeagtg 180
atttgetttit gectectagg catcacctgt gecataccag ttaaacagge tgattcetgga 240
agttctgagg aaaageaget ttacaacaaa tacccagatg ctghtggecac atggetaaac 300
cctgacccat ctcagaagceca gaatctocta gocccacaga atgeotgtgte ctctgaagaa 360
accaatgact ttaaacaaga gacccttcca agtaagtcca acgaaagcecca tgaccacatg 420
gatgatatgg atgatgaaga tgatgatgac catgtbggaca gceccaggactc cattgactcg 4380
aacgactetyg atgatgtaga tgacactgat gattetceace agtetgatga gtetcaccat 540
tectgatgaat ctgatgaact ggtcactgat ttteccacgg acctgecage aaccgaagtt 600
tteactecag ttgtecccac agtagacaca tatgatggee gaggtgatag tgtggtttat 6460
ggactgaggt caaaatctaa gaagtttcge agacctgaca tccagtaccce tgatgetaca 720
gacgaggaca tcacctcaca catggaaagc gaggagttga atggtgcata caaggecatce 780
ccegttgeeoe aggacctgaa cgogecttet gattgggaca geocgtgggaa ggacagttat 840
gaaacgagte agetggatga ccagagtgot gaaacccaca gecacaagea gtecagatta 900
tataagegga aagocaatga tgagagceaat gageattecg atgtgattga tagtcaggaa 960
ctittecaaag teagecghtga attocacage catgaattte acagecatga agatatgetg 1020
gkttgtagacc ccaaaagtaa ggaagaagat aaacacctga aatttcgtat ttctcatgaa 1080
ttagatagtg catcttctga ggtcaattaa aaggagaaaa aatacaattt ctcactttge 1140
atttagtecaa aagaaaaaat getttatage aaaatgaaag agaacatgaa atgettettt 1200
cteagtttat tggttgaatg tgtatetatt tgaghtotgga aataactaat gtgtttgata 1260
attagtttag tttgtggett catggaaact cectgtaaac taaaagette agggttatgt 1320
ctatgttcat tctatagaag aaatgcaaac tatcactgta ttttaatatt tgttattcte 1380
tcatgaatag aaatttatgt agaagcaaac aaaatacttt tacccactta aaaagagaat 1440
ataacatttt atgtcactat aatcttttgt tttttaagtt agtgtatatt ttgttgtgat 1500
tatettttig tggtgtgaat aaatetttta tettgaatgt aataagaatt tggtggtgte 1560
aattgettat ttgttttece acggttgtoe ageaattaat aaaacataac cttttttact 1620
goctaaaaaa aaaaaaaaaa a le64l

<210> 2

<211> 1616

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2
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ES 2616 808 T3

tgtctgecage
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daaaaaaaaa
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ctocctgtgt tggtggagga tgtcotgcage agcatttaaa ttcotgggagg gottggttgt 60
cagcagcagc aggaggaggc agagcacage atcgtoggga ccagactcogt ctcaggocag 120
ttgcagectt ctcagccaaa cgccgaccaa ggaaaactca ctaccatgag aattgcagtg 180
atttgetttt gectectagg catcacctgt geocataccag ttaaacagge tgattcoctgga 240
agttctgagyg aaaagragaa tgctgtgtece teotgaagaaa ccaatgactt taaacaagag 300
acccetteocaa gtaagteccaa cgaaageccat gaccacatgg atgatatgga tgatgaagat 360
gatgatgacc atgtggacag ccaggactcc attgactecga acgactctga tgatgtagat 420
gacactgatg attctcacca gtctgatgag tctcaccatt ctgatgaatc tgatgaactg 480
gtcactgatt ttcccacgga ccoctgccagca accgaaghbit tcactcocagt tgtccccaca 540
gtagacacat atgatggceg aggtgatagt gtggtttatg gactgaggtce aaaatctaag 600
aagtttegea gacctgacat cecagtacect gatgetacag acgaggacat cacctecacac 660
atggaaagcg aggagttgaa tggtgcatac aaggeccatec cegttgeoeca ggacctgaac 720
gegecttotg attgggacag cogtgggaag gacagtiatg aaacgagtca gctggatgac 780
cagagtgctyg aaacccacag ccacaagcayg tccagattat ataagoggaa agccaatgat 840
gagagcaatyg agcattccga tgtgattgat agtcaggaac tttccaaagt cagecghbgaa 200
ttecacagoee atgaatttea cagecatgaa gatatgetgg ttgtagaccoe caaaagtaag 960
gaagaagata aacacctgaa atttcgtatt teotcatgaat tagatagtge atettetgag 1020
gtcaattaaa aggagaaaaa atacaattte tcactttgea tttagtcaaa agaaaaaatg 1080
ctttatagca aaatgaaaga gaacatgaaa tgcttctttc tcagtttatt ggttgaatgt 1140
gtatctattt gagtctggaa ataactaatg tgtttgataa ttagtttagt ttgtggcttc 1200
atggaaacte cctgtaaact aaaagettca gggbttatgte tatgttcecatt ctatagaaga 1260
aatgcaaact atcactgtat tttaatattt gttattetet catgaataga aatttatgta 1320
gaagcaaaca aaatactttt acccacttaa aaagagaata taacatttta tgtcactata 1380
atcttttgtt ttitaagtta gtgtatattt tgttgtgatt atctttttgt ggtgtgaata 1440
aatcttttat cttgaatgta ataagaattt ggtggtgtca attgcttatt tgttttccca 1500
cggttgtcocca geaattaata aaacataacc ttttttactg cctaaasaaaa asaaaaaaaaa 1560

<210>4

<211> 314

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4
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REIVINDICACIONES

1. Un método para diagnosticar una predisposicion a desarrollar una escoliosis mas grave en un futuro en un sujeto
que tiene una escoliosis, comprendiendo dicho método:

(a) medir un primer nivel de osteopontina (OPN) en una muestra biolégica proveniente de dicho sujeto;

(b) medir un segundo nivel de OPN en una muestra biolégica correspondiente proveniente de dicho sujeto, en el
que dicha muestra biolégica correspondiente se obtiene después de que se ha aplicado un estimulo o fuerza
mecanica a una o mas partes del cuerpo de dicho sujeto;

(c) determinar una variacion entre dicho primer nivel de OPN y dicho segundo nivel de OPN;

(d) comparar dicha variacion con un valor de variacion de control; y

(e) determinar si dicho sujeto esta predispuesto a desarrollar una escoliosis mas grave en un futuro, basandose
en dicha comparacion.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que dicho valor de variacién de control corresponde a una variacion entre
un primer nivel de OPN y un segundo nivel de OPN determinado en muestras biolégicas correspondientes
provenientes de un sujeto que no tiene una escoliosis o que no es un candidato probable para desarrollar escoliosis.

3. El método de la reivindicacion 2, en el que una variacion inferior determinada en dicho sujeto con respecto a dicho
valor de variacién de control es indicativa de que dicho sujeto tiene una predisposicion a desarrollar una escoliosis.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha escoliosis es una escoliosis idiopatica,
preferentemente escoliosis idiopatica del adolescente (EIA).

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicha muestra biolégica es un fluido
bioldgico, preferentemente una muestra derivada de sangre, mas preferentemente plasma.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicha una o mas partes del cuerpo es un
brazo.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicho estimulo o fuerza mecanica es una
presion de compresion pulsatil.

8. El método de la reivindicacion 7, en el que dicha presion de compresiéon pulsatil se aplica usando una banda
hinchable.

9. El método de la reivindicacion 7, en el que dicha presion de compresion pulsatil se aplica usando un manguito
hinchable.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicho estimulo o fuerza mecanica se aplica
durante un periodo de al menos 15 minutos, preferentemente durante un periodo de entre 30 y 90 minutos, mas
preferentemente durante un periodo de 90 minutos.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el sujeto es un candidato probable para
desarrollar escoliosis idiopatica del adolescente.

12. Un método para estratificar un sujeto que tiene una escoliosis, comprendiendo dicho método:

(a) medir un primer nivel de osteopontina (OPN) en una muestra biolégica proveniente de dicho sujeto;

(b) medir un segundo nivel de OPN en una muestra biolégica correspondiente proveniente de dicho sujeto, en el
que dicha muestra biolégica correspondiente se obtiene después de que se ha aplicado un estimulo o fuerza
mecanica a una o mas partes del cuerpo de dicho sujeto;

(c) determinar una variacion entre dicho primer nivel de OPN y dicho segundo nivel de OPN;

(d) comparar dicha variacion con un valor de variacion de control; y

(e) estratificar dicho sujeto, basandose en dicha comparacion.

13. Un kit para diagnosticar una predisposicion a desarrollar una escoliosis mas grave en un futuro, en un sujeto que
tiene una escoliosis, comprendiendo dicho kit: (a) uno o mas reactivos especificos para determinar niveles de
osteopontina (OPN) en una muestra bioldgica; (b) instrucciones para diagnosticar una escoliosis o una
predisposicion a desarrollar una escoliosis en un sujeto; y (c) una banda hinchable o un manguito para el brazo, para
aplicar un estimulo o fuerza mecanica sobre una o mas partes del cuerpo de dicho sujeto.

14. Uso de una banda hinchable para diagnosticar una predisposicion a desarrollar una escoliosis mas grave en un
futuro en un sujeto humano que tiene una escoliosis.
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24 Sujetos voluntarios
reclutados en total

12 voluntarios,

12 voluntari
voluntarios, edades 13-17

edades 9-12

3 sujetos, 3 sujetos, 6 sujetos, 3 sujetos, 3 sujetos, 6 sujetos,
controles I asir ““en fi ] controles normales, | | asintc i “an
sin antecedentes riesgo”, al menos actualmente sin antecedentes riesgo”, al menos actualmente
familiares de EIA 1 progenitor por EIA familiares de EIA 1 progenitor por EIA
con EIA con EIA
Angulo de Cobb < 10 grados Angulo de Cobb < 10 grados Angulo de Cobb < 10 grados Angulo de Cobb < 10 grados
b
3 sujet 3 sujetos, 3 sujetos, 3 sujetos,
‘suje ?s’ afectados afectados
N 3 o r EIA, angulo de | [por EIA, dngulo de
por EIA, angulo de| [por EIA, angulo de poi
ICobb 10-44 grados Cobb >45 grados Cobb 10-44 grados Cobb »45 grados

a interfaz tdctil del usuario del ABR Therapeutic Massager

d
Fig. 4 Vistade

1

Estimulaciéon mecanica

FIG. 1
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Cambios de los niveles de OPN en pacientes después de 90 minutos
de estimulacién mecanica compresiva periddica, 0-4 psi, 0,006 Hz (p=0,002082)
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FIG. 2
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Concentracién de OPN (ng/ml)

600

500

400

300

200

100

Niveles de partida iniciales promedio de OPN circulante de clases de pacientes
antes de la estimulacién mecéanica (p=0,20)

477,85+67,84

396,54+ 96,81

381,37£113,.30

376,98+84,23

S
Controles (n = 10) Asintomaticos (n = 7)

10-44 grados (n = 13) > 45 grados (n = 9)

FIG. 3
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Cambio de la concentracion de OPN [ng/ml]
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Cambios de los niveles de OPN en pacientes (valores extremos excluidos) después de
90 minutos de estimulacion mecanica compresiva periédica, 0-4 psi, 0,006 Hz (p=

0,003441)

187,16 £62,71]

¢ Controles sanos (n = 10)

® Asintomaticos (n=7)

W 10-44 grados (n = 13)

4 =45 grados (n=9)

117,44 65,50 #

#-196,73 + 34,35

FIG. 4
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Cambio de la concentracion de sCD44 [ng/ml]

150

100

50 -

-150

Cambios de los niveles de sCD44 en pacientes (valores extremos excldidos) después de 90
minutos de estimulacion mecanica compresiva periodica, 0-4 psi, 0,006 Hz (p=0,542)
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| 3 W 10-44 grados (n = 12)
L W & > 45 grados (n = 8)
4
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NM 001040058 variante de transcrito 1

NM_000582

1

€l
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
66l
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561

1

el
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
121
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621

ctecectgtgt
cagcagcagc
ttgcageett
atttgetttt
agttctgagg
cctgacceat
accaatgact
gatgatatgg
aacgaclbcly
tctgatgaal
ttcacteccag
ggactgaggt
gacgaggaca
ccecgttgece
gaaacgagtc
tataagcgga
ctttccaaag
gttgtagacc
ttagatagtg
atttagtcaa
ctcagtttat
attagtttag
ctatgttcat
tcatgaatag
ataacatttt
tatetttttg
aattgcttat
gcctaaaaaa

tggtggagga
aggaggaggc
ctcageccaaa
gcctectagg
aaaagcagcet
ctcagaagea
ttaaacaaga
atgatgaaga
akbgatgtaga
cbtgatgaact
ttgtccoceccac
caaaatctaa
tcacctcaca
aggacctgaa
agctggatga
asgccaatga
tcagcecgtga
ccaaaagtaa
catcttctga
aagaaaaaat
tggttgaatg
tttgtggett
tectatagaag
aaatttatgt
atgtcactat
tggtgtgaat
ttgttttece
azazazaaaa

tgtctgcage
agagcacagce
cgecgaccaa
catcacctgt
ttacaacaaa
gaatctcecta
gaccctteca
tgatgatgac
tgacactgat
ggtcactgat
agtagacaca
gaagtttcge
catggaaagc
cgcgecttot
ccagagtgct
tgagagcaat
attccacage
ggaagaagat
ggtcaattaa
gctttatage
tgtatctatt
catggaaact
aaatgcaaac
agaagcaaac
aatcttttgt
aaatctttta
acggttgtec
a

agcatttaaa
atcgteggga
ggaaaactca
gccataccag
tacccagatg
gccccacaga
agtaagtcca
catgtggaca
gattctcacce
tttcececacgg
tatgatggeoe
agacctgaca
gaggagttga
gattgggaca
gaaacccaca
gagcattccg
catgaatttc
aaacacctga
aaggagaaaa
aaaatgaaag
tgagtctgga
ccetgtaaac
tatcactgta
aaaatacttt
Lttttaagtt
tcttgaatgt
agcaattaat

ttetgggagy
ccagactcgt
ctaccatgag
ttaaacaggc
ctgtggceac
atgctgtgtce
acgaaagcca
gcecaggacte
agtctgatga
acctgccage
gaggtgatag
tccagtacce
atggtgcata
goegtgggaa
gccacaagca
atgtgattga
acagccatga
aatttcgtat
aatacaattt
agaacatgaa
aataactaat
taaaagcttc
ttttaatatt
tacccactta
agtgtatatt
aataagaatt
agaacataac

gcttggttgt
ctcaggccag
aattgcagtg
tgattctgga
atggctaaac
ctctgaagaa
tgaccacatyg
cattgactcg
gtctcaceat
aaccgaagtt
tgtggtttat
tgatgctaca
caaggceatce
ggacagttat
gtceocagatta
tagtcaggaa
agatatgcetyg
ttcteatgaa
ctecactttge
atgcttettt
gtgtttgata
agggttatgt
tgttattcte
aaaagagaat
ttgttgtgat
tggtggtgte
cttttttact

ctcecctgtgt
cagcagcadgac
ttgcagcett
atttgetttt
agttctgagg
cctgaccceat
gaaagccatyg
caggactcca
tctgatgagt
ctgccagcaa
ggtgatagtyg
cagtaccctg
ggtgcataca
cgtgggaagg
cacaagcagt
gtgattgata
agccatgaag
tttegtattt
tacaatttet
aacatgaaat
taactaatgt
aaagcttcag
ttaatatttg
cccacttaaa
tgtatatttt
taagaatttg
aacataacct

tggtggagga
aggaggaggc
ctcagccaaa
gcctcectagyg
aaaagcagct
ctcagaagca
accacatgga
ttgactcgaa
ctcaccattc
ccgaagtttt
tggtttatgg
atgctacaga
aggccatece
acagttatga
ccagattata
gtcaggaact
atatgectggt
ctecatgaatt
cactttgeat
gettetttet
gtttgataat
ggttatgtct
ttattctcte
aagagaatat
gttgtgatta
gtggtgtcaa
tttttactge

Variante de transcrito 2

tgtctgcage
agagcacadgc
cgccgaccaa
catcacctgt
ttacaacaaa
gaatctccta
tgatatggat
cgactctgat
tgatgaatct
cactccagtt
actgaggtca
cgaggacatc
cgttgeccag
aacgagtcag
taagcggaaa
ttccaaagte
tgtagaccac
agatagtgcea
ttagtcaaaa
cagtttattyg
tagtttagtt
atgttcattc
atgaatagaa
aacattttat
tctttttgtg
ttgettattt
ctaaaaaaaa

F
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agcatttaaa
atcgtcggga
ggaaaactca
gccataccag
tacccagatg
gccccacaga
gatgaagatg
gatgtagatg
gatgaactgg
gtceccacag
aaatctaaga
acctcacaca
gacctgaacg
ctggatgacce
gccaatgatg
agccocgtgaat
aaaagtaagqg
tettotgagg
gaaaaaatgc
gttgaatgtg
tgtggcttca
tatagaagaa
atttatgtag
gtcactataa
gtgtgaataa
gttttccecac
aaaaaaaaaa

IG. 6

ttctgggagg
ccagactcgt

ctaccatgag
ttaaacaggc
ctgtgogccac
cccttcecaag
atgatgacca
acactgatga
tcactgattt
tagacacata
agtttecgecag
tggaaagcga
cgcecttetga
agagtgctga
agagcaatga
tccacagecca
aagaagataa
tcaattaaaa
tttatagecaa
tatctatttg
tggaaactcc
atgcaaacta
dagCdaacada
tettttgttt
atcttttate
ggttgtccag
aaaaaaaaaa

gettggttgt
ctcaggaocag
aattgcagtyg
tgattctgga
atggctaaac
taagtccaac
tgtggacage
ttctcaccag
tcececacggac
tgatggcecga
acctgacatc
ggagttgaat
ttgggacagce
aacccacage
gecattceogat
tgaatttecac
acacctgaaa
ggagaaaaaa
aatgaaagag
agtctggaaa
ctgtaaacta
tcactgtatt
aatactttta
tttaagttag
ttgaatgtaa
caattaataa
asaaaa
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NM 001040060 Variante de transcrito 3

1

61
121
181
241
301
361
421
431
541
601
661
721
781
841
901
9¢1
1021
1081
1141
1201
126l
1321
1381
1441
1501

ctcectgtgt
cagcagcagce
ttgeagecett
atttgetttt
agttctgagg
acccttcecaa
gatgatgacc
gacactgatg
gtecactgatt
gtagacacat
aagtttcgea
atggaaagcg
gcgecttetg
cagagtgctyg
gagagcaatg
ttccacagcee
gaagaagata
gtcaattaaa
ctttatagea
gtatctattt
atggaaacte
aatgcaaact
gaagcaaaca
atcttttgtt
aatcttttat
cggttgteoca

tggtggagga
aggaggaggc
ctcagccaaa
gcctcectagg
aaaagcagaa
gtaagtccaa
atgtggacag
attctcacca
Licceacgga
atgatggcceg
gacctgacat
aggagttgaa
attgggacag
aaacccacadg
agcattccga
atgaatttca
aacacctgaa
aggagaaaaa
aaatgaaaca
gagtctggaa
cctgtaaact
atcactgtat
aaatactttt
ttttaagtta
cttgaatgta
gcaattaata

NP_001035147 Isoforma a

1
61
121
181
241
301

mriavicfcl
vsseetndfk
deshhsdesd
ypdatdedit
kgsrlykrka
risheldsas

lgitcaipvk
getlpsksne
elvtdfptdl
shmeseelng
ndesnehsdv
sevn

NP 000573 Isoforma b

1
6l
121
181
241

mriavicfcl
psksneshdh
dfptdlpate
seelngayka
nehsdvidsg

lgitcaipvk
nddmddeddd
vitpvvptvd
ipvagdlnap
elskvsrefh

NP_001035149 Isoforma c

1
61
121
181
241

mriavicfcl
mddeddddhwv
pvvptvdtyd
agdlnapsdw
kvsrefhshe

lgitcaipvk
dsqgdsidsnd
grgdsvvygl
dsrgkdsyet
fhshedmlvv

tgtectgecage
agagcacagc
cgccgaccaa
catcacctgt
tgectgtgtece
cgaaagccat
ccaggactcc
gtctgatgag
cetgeoecagea
aggtgatagt
ccagtaccct
tggtgcatac
cecgtgggaaqg
ccacaagcadg
tgzgattgat
cagccatgaa
atTttegtatt
atacaattte
gaacatgaaa
ataactaatg
aaaagcttea
tttaatattt
acccacttaa
gtgtatattt
ataagaattt
aaacataacc

gadsgsseek
shdhmddmdd
patevitpvv
aykaipvaqgd
idsgelskvs

gadsgsseek
cdhvdsqgdsid
tydgrgdsvv
sdwdsrgkds
shefhshedm

gadsgsseek
sddvddtdds
rskskkfrrp
sglddgsaet
cdpkskeedkh

agcatttaaa
atcgteggga
ggaaaactca
gccataccag
tctgaagaaa
gaccacatgg
attgactcga
tcocteoaccatt
accgaagttt
gtggtttatg
gatgctacag
aaggccatce
gacagttatg
tccagattat
agtcaggaac
gatatgctgg
tctcatgaat
tcactttgca
tgettettte
tgtttgataa
gggttatgtc
gttattctct
aaagagaata
tgttgtgatt
ggtggtgtca
ttttttactyg

glynkypdav
eddddhvdsg
ptvdtydaorg
lnapsdwdsr
refhshefhs

clynkypdav
sndsddvddt
yaglrskskkf
vetsglddgs
lvvdpkskee

gnavsseetn
hgsdeshhsd
digypdatde
hshkgsrlyk
lkfrisheld

ttectgggagg
ccagactcat
ctaccatgag
ttaaacaggce
ccaatgactt
atgatatgga
acgactctga
ctgatgaate
tcacteecagt
gactgaggte
acgaggacat
cegttgoeca
aaacgagtca
ataagcggaa
tttccaaagt
ttgtagacce
tagatagtge
tttagtcaaa
tcagtttatt
ttagtttagt
tatgttcatt
catgaataga
taacatttta
atctttttgt
attgcttatt
cctaaaaaaa

atwlnpdpsqg
dsidsndsdd
dsvvyglrsk
gkdsyetsgl
hedmlvvdpk

atwlnpdpsqg
ddshgsdesh
rrpdigypda
aethshkgsr
dkhlkfrish

dfkgetlpsk
esdelvtdfp
ditshnesee
rkandesneh
sassevn

FIG. 6 (continuacién)
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gcttggttgt
ctcaggccag
aattgcagtg
tgattctgga
taaacaagag
tgatgaagat
tgatgtagat
tgatgaactg
tgtececcaca
azaatctaag
cacclbcacac
ggacctgaac
gctggatgac
agccaatgat
cagccgtgaa
caaaagtaag
atcttetogag
acaaaaaatg
gottgaatgt
ttgtggctte
ctatagaaga
aatttatgta
tgtcactata
ggtgtgaata
tgttttcecca
aaaaaaaaaa

kgnllapgna
vddtddshgs
skkfrrpdig
ddgsaethsh
skeedkhlkf

kgnllapgtl
hesdesdelvt
tdeditshme
lykrkandes
eldsassevn

sneshdhmdd
tdlpatevft
Ingaykaipv
sdvidsqgels
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