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其用于分层脊柱侧凸患者和预测发展脊柱侧凸

的风险的用途

(57)摘要

提供将患有青少年特发性脊柱侧凸(AIS)或

处于发展青少年特发性脊柱侧凸(AIS)的风险的

受试者分层为诊断上或临床上有用的亚类的方

法。所述分层是基于所述受试者的PTPμ表达和/

或活性和/或PIPK1γ表达和/或活性。还提供也

基于所述受试者的PTPμ表达和/或活性和/或

PIPK1γ表达和/或活性预测发展脊柱侧凸的风

险的方法；以及增加有需要的受试者的细胞中的

GiPCR信号传导的方法，所述方法包括向所述受

试者的细胞施用有效量的PIPK1γ酪氨酸磷酸化

的抑制剂；PIPK1Y酪氨酸去磷酸化的活化剂；和/

或PIPK1γ表达和/或活性的抑制剂。
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1.一种用于检测细胞中的蛋白质酪氨酸磷酸酶μ，PTPμ和磷脂酰肌醇(4)磷酸5激酶1型

γ，PIPK1γ表达和/或活性的药剂在制备用于分层患有脊柱侧凸或处于发展脊柱侧凸的风

险的受试者的检测药剂中的用途，所述分层包括：

(i)提供从所述受试者分离的细胞样品；

(ii)(a)用一种所述药剂检测所述细胞样品中的PTPμ表达和/或活性；

(b)用另一种所述药剂检测所述细胞样品中的PIPK1γ表达和/或活性；或

(c)(a)和(b)的组合；以及

(iii)基于所述受试者的所述细胞样品中的PTPμ和/或PIPK1γ的表达或活性的水平将

所述受试者分层为AIS亚类，其中步骤(iii)还包括将所述受试者分层为属于：

(1)第一亚类，其特征在于：

(a)PTPμ蛋白的水平相较于对照中的水平降低；

(b)PTPμ蛋白的磷酸酶活性相较于对照中的水平降低；

(c)PIPK1γ蛋白的水平相较于对照中的水平增加；

(d)PIPK1γ蛋白激酶活性相较于对照中的水平增加；或

(e)(a)至(d)中的至少两者的任何组合；或

(2)第二亚类，其特征在于：

(a)PTPμ蛋白的水平相较于对照中的水平相等或增加；

(b)PTPμ蛋白的磷酸酶活性相较于对照中的水平相等或增加；

(c)PIPK1γ蛋白的水平相较于对照中的水平相等或降低；

(d)PIPK1γ蛋白激酶活性相较于对照中的水平相等或降低；或

(e)(a)至(d)中的至少两者的任何组合。

2.一种用于检测细胞中的PTPμ和PIPK1γ表达和/或活性的药剂在制备用于预测受试

者中发展脊柱侧凸的风险的检测药剂中的用途，所述预测包括：

(i)提供从所述受试者分离的细胞样品；

(ii)(a)用一种所述药剂检测所述细胞样品中的PTPμ表达和/或活性；

(b)用另一种所述药剂检测所述细胞样品中的PIPK1γ表达和/或活性；或

(c  )(a)和(b)的组合；以及

(iii)当：在所述受试者的样品中相较于对照样品中的水平，

(a)PTPμ表达和/或活性降低；和/或

(b)PIPK1γ表达和/或活性增加时；

确定所述受试者处于发展脊柱侧凸的风险。

3.如权利要求2所述的用途，其中确定所述受试者处于发展脊柱侧凸的风险的步骤

(iii)是当：在所述受试者的样品中相较于对照样品中的水平，

(a)PTPμ蛋白水平降低；

(b)PTPμ蛋白磷酸酶活性降低；

(c)PIPK1γ蛋白水平增加；

(d)PIPK1γ蛋白激酶活性增加；或

(e)(a)至(d)中的至少两者的任何组合时。

4.如权利要求1或3所述的用途，其中步骤(iii)中的所述PIPK1γ蛋白水平是酪氨酸磷
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酸化的PIPK1γ蛋白。

5.如权利要求1至3中任一项所述的用途，其中在步骤(ii)(b)中检测PIPK1γ表达和/

或活性包括检测所述样品中的酪氨酸磷酸化的PIPK1γ蛋白的水平。

6.如权利要求1至3中任一项所述的用途，其中所述脊柱侧凸是特发性脊柱侧凸。

7.如权利要求6所述的用途，其中所述特发性脊柱侧凸是青少年特发性脊柱侧凸

(AIS)。

8.如权利要求1至3中任一项所述的用途，其中所述受试者处于发展青少年特发性脊柱

侧凸的风险。

9.如权利要求1至3中任一项所述的用途，其中所述受试者被预先诊断为患有特发性脊

柱侧凸，并且发展所述特发性脊柱侧凸的所述风险是发展更严重的特发性脊柱侧凸的风

险。

10.如权利要求9所述的用途，其中所述受试者被预先诊断为患有青少年特发性脊柱侧

凸(AIS)，并且发展AIS的所述风险是发展更严重的AIS的风险。

11.如权利要求1至3中任一项所述的用途，其中所述细胞样品包含成骨细胞、成肌细胞

或外周血单核细胞(PBMC)。

12.如权利要求11所述的用途，其中所述细胞样品包含PBMC。

13.如权利要求12所述的用途，其中所述PBMC包含淋巴细胞。

14.一种用于检测细胞中的PTPμ和PIPK1γ表达和/或活性的药剂在制备用于选择作为

降低或预防脊柱侧凸的潜在候选物的药剂的检测药剂中的用途，所述用途包括使候选药剂

与表达(i)PTPμ和/或(ii)PIPK1γ的细胞相接触，并且(i)用一种所述药剂检测PTPμ的表达

和/或活性和/或(ii)用另一种所述药剂检测PIPK1γ的表达和/或活性，其中(a)当PTPμ的

所述表达和/或活性在所述候选药剂存在下相较于在所述候选药剂不存在下更高时；和/或

(b)当PIPK1γ的所述表达和/或活性在所述候选药剂存在下相较于在所述候选药剂不存在

下更低时，选择所述候选药剂。

15.一种用于检测细胞中的PTPμ和PIPK1γ表达和/或活性的药剂在制备用于选择作为

增加细胞中的GiPCR信号传导的潜在候选物的药剂的检测药剂中的用途，所述用途包括使

候选药剂与表达(i)PTPμ和/或(ii)PIPK1γ的细胞相接触，并且(i)用一种所述药剂检测

PTPμ的表达和/或活性和/或(ii)用另一种所述药剂检测PIPK1γ的表达和/或活性，其中

(a)当PTPμ的所述表达和/或活性在所述候选药剂存在下相较于在所述候选药剂不存在下

更高时；和/或(b)当PIPK1γ的所述表达和/或活性在所述候选药剂存在下相较于在所述候

选药剂不存在下更低时，选择所述候选药剂。

16.如权利要求14或15所述的用途，其中当PIPK1γ的所述表达在所述候选药剂存在下

相较于在所述候选药剂不存在下更低时，选择所述候选药剂。

17.如权利要求14至15中任一项所述的用途，其中检测PIPK1γ的所述表达包括检测所

述细胞中的酪氨酸磷酸化的PIPK1γ蛋白的水平。
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特发性脊柱侧凸的严重进展的新标记物及其用于分层脊柱侧

凸患者和预测发展脊柱侧凸的风险的用途

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请是2014年6月17日提交并且根据PCT条约第21条(2)款以英文公布的PCT申

请序列号PCT/CA2014/*，本申请要求2013年6月17日提交的美国临时申请序列号61/835 ,

698的权益。以上所有文件以引用的方式整体并入本文。

[0003] 关于联邦资助的研究或开发的声明

[0004] 不适用。

发明领域

[0005] 本发明涉及脊柱侧凸和脊柱侧凸进展的标记物。更具体地说，本发明涉及特发性

脊柱侧凸的进展的新标记物及其用于分层脊柱侧凸患者和预测发展脊柱侧凸的风险的用

途。

[0006] 对序列表的引用

[0007] 本申请含有名称为14033_124_ST25的计算机可读形式的序列表，所述序列表在

2014年6月17日创建且具有95千字节的大小，所述序列表以引用的方式并入本文。

[0008] 发明背景

[0009] 特发性脊柱侧凸是不明原因的脊柱畸形，其通常被定义为伴有脊椎旋转的大于10

度的侧弯1。青少年特发性脊柱侧凸(AIS)是全世界最频繁的幼年期畸形之一，其特征在于

不明原因的3D脊柱畸形，并且既代表直接的医学挑战，又代表终生影响个体的慢性病状。它

是青少年中最常见的需要外科手术的矫形病状，并且影响4％的此群体。所述病状最常见地

在9至13岁的年龄之间被诊断2 ,3 ,4。所述诊断主要是排除并且仅在排除脊柱畸形如椎骨畸

形、神经肌肉病症或综合征病症的其他原因之后进行。传统地，躯干不对称在身体检查期间

通过亚当斯前屈测试揭示并且用脊柱侧凸测量计测量。然后可以使用科布方法通过弯曲的

影像学观察和角度测量来确认所述诊断。

[0010] 一旦诊断，医师在管理脊柱侧凸儿童方面的主要关注是弯曲是否将进展。确实，弯

曲进展经常是不可预测的并且在女孩之中比在男孩中更频繁地观察到。如果未经治疗，弯

曲可能急剧进展，从而产生显著身体畸形且甚至心肺问题。当弯曲超过70度时，这些表现形

式变得威胁生命。用于预防或终止弯曲进展的当前治疗选择包括装矫正架和外科手术。一

般来说，对于在25与40度之间的弯曲推荐装矫正架，而对大于45度的弯曲或对装矫正架无

反应的弯曲保留外科手术。当前在美国，大约一百万的10与16岁之间的儿童具有某种程度

的IS。大约10％的被诊断具有特发性脊柱侧凸的儿童具有需要矫形外科手术的弯曲进展。

每年在北美进行约29 ,000例脊柱侧凸外科手术，从而导致显著的心理和生理发病率。

(Goldberg  MS ,Mayo  NE ,Poitras  B等The  Ste-Justine  Adolescent  Idiopathic 

Scoliosis  Cohort  Study.Part  I:Description  of  the  study.Spine  1994；19:1551-61；

Poitras  B ,Mayo  NE ,Goldberg  MS等The  Ste-Justine  Adolescent  Idiopathic 

Scoliosis  Cohort  Study.Part  IV:Surgical  correction  and  back  pain.Spine  1994；
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19:1582-8)。

[0011] 当前，没有可靠的方法或测试可供用于鉴定处于发展IS的风险的受试者以预测哪

些受影响的个体需要治疗来预防或终止所述疾病的进展，以使得可以尽早提供适当治疗并

且预防外科手术并发症以及心脏和/或呼吸问题。(Weinstein  SL,Dolan  LA,Cheng  JC等

Adolescent  idiopathic  scoliosis.Lancet  2008；371:1527-37)。

[0012] 因此，当前治疗如装矫正架或外科手术矫正的应用被延迟直到检测到显著畸形或

直到清楚地展示显著进展，从而导致延迟的、不太理想的治疗并且通常导致严重的心理后

遗症(Society  SR.Morbidity&Mortality  Committee  annual  Report  1997)。

[0013] 当前，为了检测畸形，使诊断的儿童在几年内经受多次射线照相，通常直到他们达

到骨骼成熟。据估计，患有脊柱侧凸的典型患者将在3年时期内具有大约22次放射学检查。

多次射线照相检查存在潜在风险。也是由于这一原因，能够允许进行特发性脊柱侧凸的预

后的替代方法是强烈合乎需要的。

[0014] 在开发能够有助于患者的治疗选择的诊断测试方面的主要限制是AIS的异质性

质。在临床水平，AIS的异质性通过弯曲形态的变化性、定位和弯曲幅度、甚至在具有多个受

影响的成员的家庭清楚地显示。

[0015] 在不存在可靠的AIS表型的情况下，需要更好地了解与疾病发作和脊柱畸形进展

相关的分子变化。疾病的分子定义正在迅速替代传统的基于病理学的疾病描述，这是部分

由于其在鉴定针对患者的最佳治疗方案中的效用。

[0016] 为此目的，在AIS患者之中报道了差别褪黑激素信号传导功能障碍的存在，从而导

致他们分层为三种功能组或生物内在表型(Moreau等 ,2004)；(Azeddine等 ,2007)；

(Letellier等,2008)以及Moreau的WO2003/073102。更具体地说，AIS患者被分层为代表不

同生物内在表型的三个功能组(FG1、FG2和FG3)。根据此分层，当与健康对照受试者相比时，

脊柱侧凸患者和处于更高发展脊柱侧凸风险的儿童对Gi蛋白刺激的反应较小，并且所述分

层是基于相对于对照组的减少程度的百分比。分类范围对于FG3被固定在10％与40％之间，

对于FG2被固定在40％与60％之间且对于FG1被固定在60％与90％之间。

[0017] 最近，使用细胞介电谱(CDS)技术(其是用于G蛋白以及偶联至所述蛋白的内源性

受体的功能评价的无标记方法(Verdonk等,2006))，据发现，在通过褪黑激素刺激退黑激素

受体之后的细胞反应在正常成骨细胞中主要是Gi依赖性的并且在来源于AIS患者的成骨细

胞中减少至不同程度(Akoume等,2010)。大约33％的被诊断具有缺陷型Gi蛋白功能的无症

状儿童已在许多年之后发展脊柱侧凸(Akoume等,2010)。

[0018] 脊柱侧凸的早期检测/预后不仅是对于成功的和侵入性更小的临床结果来说关键

的，而且扩大临床医师的治疗选择范围。确实，改进患者分层和疾病分期代表在患者的脊柱

畸形太晚期之前选择用于微创外科手术的AIS患者的关键步骤。OPN(多功能细胞因子)已被

鉴定为特发性脊柱侧凸的发展中的潜在关键病理生理促成因素。具体地，患有特发性脊柱

侧凸的患者中和双足小鼠(所述疾病的完善确立的动物模型)中的血浆OPN水平增加与所述

疾病相关(参见Moreau的WO  2008/119170)。

[0019] 普遍认为脊柱侧凸的发展受姿势机制影响。天然地存在于人中或在动物中实验诱

导的双足病状似乎在脊柱侧凸畸形的表现中起重要作用(Machida等,1999)。重要地，据报

道，当C57Bl/6或C3HHe背景的小鼠在其前肢和尾部的切断之后获得40周的双足姿势时，所
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述小鼠发展密切类似于人特发性脊柱侧凸的脊柱侧凸(Machida等,2006)；(Oyama等,

2006)。

[0020] 本说明书参考多个文献，所述文献的内容以引用的方式整体并入本文。

[0021] 发明概述

[0022] 本发明提供以下证据：在高血浆OPN条件下蛋白质酪氨酸磷酸酶μ(PTPμ)的缺乏可

能加剧脊柱畸形进展而不会影响循环OPN水平或OPN受体水平。确实，本文呈现的数据揭示

双足PTPμ-/-小鼠(缺失编码PTPμ的基因受体型酪氨酸-蛋白质磷酸酶μ(PTPRM))展示更高的

脊柱侧凸发病率且表现出比双足WT小鼠更显著的侧弯。更具体地说，PTPμ缺乏导致OPN对

GiPCR信号传导的抑制作用的增大。此外，本文呈现的结果将磷脂酰肌醇(4)磷酸5激酶1型

γ(PIPK1γ)(一种PTPμ底物)由于PTPμ的损失所致的失调鉴别为在高血浆OPN条件下发展

严重侧弯的潜在独特机制：PTPμ的缺乏有利于OPN与整联蛋白经由PIPK1γ作用的相互作

用。

[0023] 整联蛋白与其配体的缔合可以在粘着斑激酶(FAK)依赖性C肉瘤酪氨酸激酶(Src)

活化之后通过PIPK1γ的酪氨酸磷酸化进行调控12
,
13，并且PIPK1γ通过PTPμ去磷酸化14。本

文显示在来自PTPμ-/-小鼠的成骨细胞中观察到增加的酪氨酸磷酸化的PIPK1γ，并且这种

增加的磷酸化通过用药理学抑制剂抑制FAK和Src而减弱。因此，本文呈现的数据证明PIPK1

γ促成在PTPμ不存在下观察到的GiPCR信号传导的降低增加。这由以下观察结果进一步支

持：通过siRNA沉默PIPK1γ消除WT与PTPμ-/-成骨细胞之间的反应程度的差异。不受此假设

的限制，总的来说，这些结果表明PTPμ的损失引起PIPK1γ活性的失调，这进而导致OPN对

GiPCR信号传导的抑制作用的增大以及随后的严重侧弯。

[0024] 来自PTPμ-/-小鼠的成骨细胞显示对OPN对GiPCR信号传导的抑制作用更敏感。此发

现连同PTPμ-/-小鼠表现出更严重的侧弯的事实支持以下见解：阻抑GiPCR信号传导是驱动

脊柱侧凸的发展的生物过程中的重要事件，并且指示PTPμ蛋白的减少促成脊柱侧凸的病理

学的变化且在双足小鼠中脊柱侧凸的严重进展中起重要作用。

[0025] 本申请还显示所检查的脊柱侧凸人患者表现出比对照个体更低水平的PTPμ蛋白

和更高水平的PIPK1γ蛋白。

[0026] 因此，在本发明的一方面，提供一种分层患有青少年特发性脊柱侧凸(AIS)的受试

者的方法，所述方法包括：(i)提供从所述受试者分离的细胞样品；和(ii)(a)检测所述细胞

样品中的PTPμ表达或活性；(b)检测所述细胞样品中酪氨酸磷酸化的PIPK1γ表达或活性；

(c)检测所述细胞样品中的总PIPK1γ表达或活性；或(d)(a)至(c)中的至少两者的任何组

合；由此检测步骤的结果使能够将患有AIS的受试者分层为属于AIS亚类。

[0027] 根据本发明的另一方面，提供一种预测发展脊柱侧凸的风险的方法，所述方法包

括：(i)提供从所述受试者分离的细胞样品；和(ii)(a)检测所述细胞样品中的PTPμ表达或

活性；(b)检测所述细胞样品中酪氨酸磷酸化的PIPK1γ表达或活性；(c)检测所述细胞样品

中的总PIPK1γ表达或活性；或(d)(a)至(c)中的至少两者的任何组合；其中在来自所述受

试者的细胞样品中比对照样品中更低的PTPμ表达或活性和/或在来自所述受试者的细胞样

品中比对照样品中更高的酪氨酸磷酸化的PIPK1γ表达或活性和/或在来自所述受试者的

细胞样品中比对照样品中更高的总PIPK1γ表达或活性指示所述受试者处于发展AIS的风

险。
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[0028] 在一个实施方案中，所述脊柱侧凸是特发性脊柱侧凸。在另一个实施方案中，所述

特发性脊柱侧凸是青少年特发性脊柱侧凸(AIS)。在另一个实施方案中，所述受试者是发展

青少年特发性脊柱侧凸的可能候选者。在另一个实施方案中，所述受试者被预先诊断为患

有特发性脊柱侧凸，并且发展特发性脊柱侧凸的风险是发展更严重的特发性脊柱侧凸的风

险。在另一个实施方案中，所述细胞样品包含成骨细胞、成肌细胞或外周血单核细胞

(PBMC)。在另一个实施方案中，所述细胞样品包含PBMC。在另一个实施方案中，所述细胞样

品包含淋巴细胞。

[0029] 根据本发明的另一方面，提供一种增加有需要的受试者(例如，脊柱侧凸受试者)

的细胞中的GiPCR信号传导的方法，所述方法包括向所述受试者的细胞施用有效量的：(a)

PIPK1γ酪氨酸磷酸化的抑制剂；(b)PIPK1γ酪氨酸去磷酸化的活化剂；(c)PIPK1γ表达

和/或活性的抑制剂；(d)或(a)至(c)的任何组合，由此GiPCR信号传导在所述受试者的细胞

中增加。

[0030] 根据本发明的另一方面，提供一种用途，所述用途包括有效量的：(a)PIPK1γ酪氨

酸磷酸化的抑制剂；(b)PIPK1γ酪氨酸去磷酸化的活化剂；(c)PIPK1γ表达和/或活性的抑

制剂；(d)或(a)至(c)的任何组合用于增加有需要的受试者(例如，脊柱侧凸受试者)的细胞

中的GiPCR信号传导或用于制备用于增加有需要的受试者(例如，脊柱侧凸受试者)的细胞

中的GiPCR信号传导的药剂。

[0031] 在一个实施方案中，PIPK1γ酪氨酸磷酸化的抑制剂是C肉瘤酪氨酸激酶(Src)抑

制剂。在另一个实施方案中，Src抑制剂是PP2。在另一个实施方案中，PIPK1γ酪氨酸磷酸化

的抑制剂是粘着斑激酶(FaK)抑制剂。在另一个实施方案中，所述Fak抑制剂是FAK抑制剂-

14(1,2,4,5-苯四胺四盐酸盐)。在另一个实施方案中，PIPK1γ酪氨酸去磷酸化的活化剂是

PTPμ或PTPμ表达和/或活性的活化剂。在另一个实施方案中，PIPK1γ表达的抑制剂是PIPK1

γsiRNA。在另一个实施方案中，有需要的受试者是被诊断患有脊柱侧凸的受试者。在另一

个实施方案中，有需要的受试者可能发展脊柱侧凸。在另一个实施方案中，所述脊柱侧凸是

青少年特发性脊柱侧凸。在另一个实施方案中，所述方法是在体外。

[0032] 根据本发明的另一方面，提供一种选择作为降低或预防脊柱侧凸的潜在候选物的

药剂的方法，所述方法包括使候选药剂与表达(i)PTPμ和/或(ii)PIPK1γ的细胞相接触，并

且检测PTPμ或PIPK1γ的表达和/或活性，其中(a)当PTPμ的表达和/或活性在所述候选药剂

存在下相较于在所述候选药剂不存在下更高时；和/或(b)当PIPK1γ的表达和/或活性在所

述候选药剂存在下相较于在所述候选药剂不存在下更低时，选择所述候选药剂。

[0033] 在一个实施方案中，当PIPK1γ的表达在所述候选药剂存在下相较于在所述候选

药剂不存在下更低时，选择所述候选药剂。

[0034] 根据本发明的另一方面，提供一种用于分层脊柱侧凸和或用于预测发展脊柱侧凸

的风险的试剂盒，所述试剂盒包括(a)用于检测所述细胞样品中的PTPμ表达或活性的配体；

(b)用于检测所述细胞样品中的酪氨酸磷酸化的PIPK1γ表达或活性的配体；和/或(c)用于

检测所述细胞样品中的总PIPK1γ表达或活性的配体。

[0035] 根据本发明的另一方面，提供一种用于增加有需要的受试者(例如，脊柱侧凸受试

者)的细胞中的GiPCR信号传导的试剂盒，所述试剂盒包括(a)PIPK1γ酪氨酸磷酸化的抑制

剂；(b)PIPK1γ酪氨酸去磷酸化的活化剂；(c)PIPK1γ表达和/或活性的抑制剂；(d)或(a)
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至(c)的任何组合。在具体实施方案中，本发明的试剂盒还包括载体。在一个具体实施方案

中，所述试剂盒还包括用于一种或多种配体抑制剂和/或活化剂的一个或多个容器。所述试

剂盒可另外包括使用所述试剂盒用于以下的说明书：i)用于分层患有AIS的受试者；ii)预

测发展脊柱侧凸的风险和/或iii)用于增加有需要的受试者的细胞中的GiPCR信号传导。

[0036] 根据本发明的另一方面，提供一种(例如，用于增加有需要的受试者(例如，脊柱侧

凸受试者)的细胞中的GiPCR信号传导)的组合物，所述组合物包含(a)PIPK1γ酪氨酸磷酸

化的抑制剂；(b)PIPK1γ酪氨酸去磷酸化的活化剂；(c)PIPK1γ表达和/或活性的抑制剂；

(d)或(a)至(c)的任何组合。在具体实施方案中，所述组合物还包含药学上可接受的载体。

[0037] 根据本发明的另一方面，提供一种分层患有脊柱侧凸或处于发展脊柱侧凸的风险

的受试者的方法，所述方法包括：(i)提供从所述受试者分离的细胞样品；(ii)(a)检测所述

细胞样品中的PTPμ表达和/或活性；(b)检测所述细胞样品中的PIPK1γ表达和/或活性；或

(c)(a)和(b)的组合；以及(iii)基于所述受试者的细胞样品中的PTPμ和/或PIPK1γ的表达

或活性的水平将所述受试者分层为AIS亚类。

[0038] 在一个具体实施方案中，步骤(iii)还包括将所述受试者分层为属于：(1)第一亚

类，其特征在于：(a)PTPμ蛋白的水平相较于对照中的水平降低；(b)PTPμ蛋白的磷酸酶活性

相较于对照中的水平降低；(c)PIPK1γ蛋白的水平相较于对照中的水平增加；(d)PIPK1γ

蛋白激酶活性相较于对照中的水平增加；或(e)(a)至(d)中的至少两者的任何组合；或(2)

第二亚类，其特征在于：(a)PTPμ蛋白的水平相较于对照中的水平相等或增加；(b)PTPμ蛋白

的磷酸酶活性相较于对照中的水平相等或增加；(c)PIPK1γ蛋白的水平相较于对照中的水

平相等或降低；(d)PIPK1γ蛋白激酶活性相较于对照中的水平相等或降低；或(e)(a)至(d)

中的至少两者的任何组合。

[0039] 根据本发明的另一方面，提供一种预测受试者中发展脊柱侧凸的风险的方法，所

述方法包括：(i)提供从所述受试者分离的细胞样品；(ii)(a)检测所述细胞样品中的PTPμ

表达和/或活性；(b)检测所述细胞样品中的PIPK1γ表达和/或活性；或(b)(a)和(b)的组

合；以及(iii)当：在所述受试者的样品中相较于对照样品中的水平，(a)PTPμ表达和/或活

性降低；和/或(b)PIPK1γ表达和/或活性增加时；确定所述受试者处于发展脊柱侧凸的风

险。

[0040] 在一个具体实施方案中，确定所述受试者处于发展脊柱侧凸的风险的步骤(iii)

是当：在所述受试者的样品中相较于对照样品中的水平，(a)PTPμ蛋白水平降低；(b)PTPμ蛋

白磷酸酶活性降低；(c)PIPK1γ蛋白水平增加；(d)PIPK1γ蛋白激酶活性增加；或(e)(a)至

(d)中的至少两者的任何组合时。在另一个具体实施方案中，其中步骤(iii)中的PIPK1γ蛋

白水平是酪氨酸磷酸化的PIPK1γ蛋白。在另一个具体实施方案中，在步骤(ii)(b)中检测

PIPK1γ表达和/或活性包括检测所述样品中的酪氨酸磷酸化的PIPK1γ蛋白的水平。在另

一个具体实施方案中，所述脊柱侧凸是特发性脊柱侧凸。在另一个具体实施方案中，所述特

发性脊柱侧凸是青少年特发性脊柱侧凸(AIS)。在另一个具体实施方案中，所述受试者处于

发展青少年特发性脊柱侧凸的风险。在另一个具体实施方案中，所述受试者被预先诊断为

患有特发性脊柱侧凸，并且发展特发性脊柱侧凸的风险是发展更严重的特发性脊柱侧凸的

风险。在另一个具体实施方案中，所述受试者被预先诊断为患有青少年特发性脊柱侧凸

(AIS)，并且发展AIS的风险是发展更严重的AIS的风险。在另一个具体实施方案中，所述细
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胞样品包含成骨细胞、成肌细胞或外周血单核细胞(PBMC)。在另一个具体实施方案中，所述

细胞样品包含PBMC。在另一个具体实施方案中，所述PBMC包含淋巴细胞。

[0041] 根据本发明的另一方面，提供一种增加有需要的受试者的细胞中的GiPCR信号传

导的方法，所述方法包括向所述受试者的细胞施用有效量的：(a)PIPK1γ酪氨酸磷酸化的

抑制剂；(b)PIPK1γ酪氨酸去磷酸化的活化剂；(c)PIPK1γ表达和/或活性的抑制剂；或(d)

(a)至(c)的任何组合，由此GiPCR信号传导在所述受试者的细胞中增加。

[0042] 在一个具体实施方案中，PIPK1γ酪氨酸磷酸化的抑制剂是C肉瘤酪氨酸激酶

(Src)抑制剂。在另一个具体实施方案中，Src抑制剂是PP2。在另一个具体实施方案中，

PIPK1γ酪氨酸磷酸化的抑制剂是粘着斑激酶(Fak)抑制剂。在另一个具体实施方案中，所

述Fak抑制剂是FAK抑制剂-14(1 ,2 ,4 ,5-苯四胺四盐酸盐)。在另一个具体实施方案中，

PIPK1γ酪氨酸去磷酸化的活化剂是PTPμ或PTPμ表达和/或活性的活化剂。在另一个具体实

施方案中，PIPK1γ表达的抑制剂是siRNA  PIPK1γ。在另一个具体实施方案中，有需要的受

试者是被诊断患有脊柱侧凸的受试者。在另一个具体实施方案中，有需要的受试者可能发

展脊柱侧凸。在另一个具体实施方案中，所述脊柱侧凸是青少年特发性脊柱侧凸。在另一个

具体实施方案中，所述方法是在体外。

[0043] 根据本发明的另一方面，提供一种选择作为降低或预防脊柱侧凸的潜在候选物的

药剂的方法，所述方法包括使候选药剂与表达(i)PTPμ和/或(ii)PIPK1γ的细胞相接触，并

且检测(i)PTPμ和/或(ii)PIPK1γ的表达和/或活性，其中(a)当PTPμ的表达和/或活性在所

述候选药剂存在下相较于在所述候选药剂不存在下更高时；和/或(b)当PIPK1γ的表达和/

或活性在所述候选药剂存在下相较于在所述候选药剂不存在下更低时，选择所述候选药

剂。

[0044] 根据本发明的另一方面，提供一种选择作为增加细胞中的GiPCR信号传导的潜在

候选物的药剂的方法，所述方法包括使候选药剂与表达(i)PTPμ和/或(ii)PIPK1γ的细胞

相接触，并且检测(i)PTPμ和/或(ii)PIPK1γ的表达和/或活性，其中(a)当PTPμ的表达和/

或活性在所述候选药剂存在下相较于在所述候选药剂不存在下更高时；和/或(b)当PIPK1

γ的表达和/或活性在所述候选药剂存在下相较于在所述候选药剂不存在下更低时，选择

所述候选药剂。

[0045] 在一个具体实施方案中，当PIPK1γ的表达在所述候选药剂存在下相较于所述候

选药剂不存在下更低时，选择所述候选药剂。检测PIPK1γ的表达包括检测所述样品中的酪

氨酸磷酸化PIPK1γ蛋白的水平。

[0046] 本发明的其他目的、优点和特征将在阅读仅参考附图通过举例给出的本发明的具

体实施方案的以下非限制性描述时变得更明显。

[0047] 附图简述

[0048] 在附图中：

[0049] 图1示出PTPμ的缺乏影响与双足小鼠中的高血浆OPN水平相关的脊柱侧凸的性质。

(A)在实验周期期间每12周测量60C57Bl/6j野生型(WT)小鼠和60PTPμ-/-小鼠中的血浆

OPN。对于每个组示出平均OPN水平。在所有时间点未检测到WT和PTPμ-/-小鼠的血浆OPN水平

的差异。在两种表型中在术后(除去前肢)第36周注意到OPN的较高值。(B)通过射线照相术

对60WT和60PTPμ-/-小鼠进行检查。图(C)和(D)示出野生型小鼠(C)组和PTPμ-/-小鼠(D)组
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的代表性射线照片。可以观察到PTPμ-/-代表性小鼠的脊柱侧凸比野生型小鼠的脊柱侧凸

更严重。PTPμ-/-小鼠显示相较于野生型小鼠脊柱侧凸的发病率(图B)和严重程度(图D)的增

加。

[0050] 图2示出激动剂对GiPCR信号传导的特异性。用百日咳毒素(PTX)预处理来自双足

WT和PTPμ-/-小鼠的成骨细胞阻断三种测试化合物中的每种与这些细胞中的其同源受体的

Gi偶联，所述受体即羟甲唑啉(α2肾上腺素能受体(α2-ADR))、生长激素抑制素(生长激素抑

制素受体(SSTR))；以及爱帕林-17(爱帕林受体(APJR))。图A至C示出用媒介物处理的

C57Bl/6j野生型(WT)细胞的反应；图D至F示出用PTX处理的C57Bl/6j野生型(WT)细胞的反

应；图G至I示出用媒介物处理的C57Bl/6j(PTPμ-/-)细胞的反应；并且图J至L示出用PTX处理

的C57Bl/6j(PTPμ-/-)细胞的反应。这些结果指示这些化合物引起WT和PTPμ-/-成骨细胞中的

GiPCR(即，GiPCR信号传导)的典型细胞介电谱(CDS)反应概况。图A至L呈现如在CellKeyTM上

观察到的原始结果。

[0051] 图3示出PTPμ的缺乏加剧双足小鼠中的缺陷型GiPCR信号传导。图A至C显示来自双

足PTPμ-/-小鼠的成骨细胞对爱帕林-17(APJR)、羟甲唑啉(α2-ADR)和生长激素抑制素

(SSTR)的反应比来自双足WT小鼠的成骨细胞小。对于每种激动剂使用不同浓度，从而在来

自WT和PTPμ-/-小鼠的成骨细胞中以浓度依赖性方式产生增加的反应。对于图D和E，将OPN在

WT和PTPμ-/-成骨细胞中敲低并且通过qPCR(D)和蛋白质印迹(E)测定敲低效率。图F至H示出

使用以上提及的相同三种激动剂，PTPμ的缺乏加剧OPN对GiPCR信号传导的抑制作用。

[0052] 图4示出PTPμ的缺乏加剧由OPN引起的缺陷型GiPCR信号传导。图A至C呈现在用不

同浓度的所鉴别的激动剂GiPCR刺激之前，使用来自用不同浓度的外源性重组OPN(rOPN)处

理的WT和PTPμ-/-的成骨细胞所获得的结果。

[0053] 图5示出PTPμ的缺乏影响OPN与成骨细胞中的整联蛋白的相互作用。在图A和B中，

分别使用qPCR和蛋白质印迹测定WT和PTPμ-/-成骨细胞中OPN受体的表达。在图C中，将WT和

PTPμ-/-的成骨细胞细胞裂解产物用针对特异性OPN受体亚基(即，β1、β3、β5、β8、α1、α4、α5、αv以

及CD44)的抗体免疫沉淀，接着进行对OPN具有特异性的蛋白质印迹。图C中的结果示出PTPμ

的缺乏增加OPN与整联蛋白而不是CD44的相互作用。

[0054] 图6示出沉默PIPK1γ选择性地增强PTPμ-/-成骨细胞中的GiPCR信号传导。在图A

中，在免疫沉淀测定之前，将来自PTPμ-/-小鼠的成骨细胞用Src(PP2)和FAK的抑制剂(抑制

剂-14)进行处理，所述抑制剂已知防止磷酸化。虽然PIPK1γ的磷酸化水平通过两种处理减

弱，但它们在来自PTPμ-/-的成骨细胞中比来自WT小鼠的成骨细胞中高。P-tyr：酪氨酸磷酸

化的PIPK1γ；PIPK1：PIPK1γ总形式。在图B和C中，使用siRNA方法敲低WT和PTPμ-/-成骨细

胞中的PIPK1γ，如分别由qPCR和蛋白质印迹所显示。图D至H示出在PIPK1γ被敲低的WT和

PTPμ成骨细胞中对生长激素抑制素刺激的反应。缺失PIPK1γ的成骨细胞表现出对生长激

素抑制素刺激的与WT成骨细胞类似程度的反应。

[0055] 图7示出PTPμ在来自患有特发性脊柱侧凸的患者的成骨细胞中下调。在图A至C中，

分别使用RT-PCT、qPCR和蛋白质印迹相对于来自对照受试者的成骨细胞测定来自脊柱侧凸

患者的成骨细胞中PTPμ的表达。

[0056] 图8示出PIPK1γ表达在AIS患者中相较于对照受试者上调。使用qPCR相对于来自

对照受试者的成骨细胞测定来自脊柱侧凸患者的成骨细胞中PIPK1γ同种型90的表达。
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[0057] 图9示出PIPK1γ同种型1至4与X2的氨基酸序列之间的多重序列比对。

[0058] 图10示出PTPμ同种型1与2的氨基酸序列之间的多重序列比对。

[0059] 示意性实施方案的说明

[0060] 如本文所用，术语“发展脊柱侧凸的风险”是指受试者在未来发展脊柱侧凸(即，脊

柱畸形)和/或发展更严重的脊柱侧凸(即，弯曲进展)的遗传或代谢素因。例如，受试者的科

布角(Cobb's  angle)的增加(例如，从40°至50°或从18°至25°)是脊柱侧凸的“发展”。

[0061] 在一个实施方案中，上述受试者是发展脊柱侧凸，如特发性脊柱侧凸(例如，婴儿

特发性脊柱侧凸、少年型特发性脊柱侧凸或青少年特发性脊柱侧凸(AIS))的可能候选者。

如本文所用，表述“发展脊柱侧凸的可能候选者”或“可能发展脊柱侧凸”包括父母中至少有

一人具有脊柱侧凸(例如，青少年特发性脊柱侧凸)的受试者(例如，儿童)。在其他因素之

中，年龄(青春期)、性别和其他家族前因是已知促成发展脊柱侧凸风险的因素并且在一定

程度上用于评定发展脊柱侧凸的风险。在某些受试者中，脊柱侧凸在短时期内迅速发展至

需要矫正外科手术的地步(经常是畸形达到科布角≥50°时)。从脊柱侧凸如AIS被诊断的时

刻(当脊柱侧凸明显时)可供使用的当前做法包括观察(当科布角在约10°-25°时)、矫形装

置(当科布角在约25°-30°时)和外科手术(超过45°)。进展风险的更可靠的确定可以使得能

够1)选择适当的饮食以除去被鉴定为脊柱侧凸的促成因素的某些食品；2)选择最佳治疗

剂；和/或3)选择侵入性最小的可用治疗如姿势锻炼、矫形装置或侵入性较小的外科手术或

无需融合的外科手术(一种不融合脊椎且保留脊柱运动性的外科手术)。本发明涵盖鉴于发

展脊柱侧凸的确定的风险选择最有效的且侵入性最小的已知预防措施或治疗。

[0062] 如本文所用，术语“受试者”意指任何哺乳动物，包括人、小鼠、大鼠、狗、鸡、猫、猪、

猴、马等。在一个具体实施方案中，受试者是指人。

[0063] 在本发明的背景下“有需要的受试者”或“患者”旨在包括将受益于或可能受益于

GiPCR信号传导的增加的任何受试者。在一个实施方案中，有需要的受试者是将受益于或可

能受益于以下的受试者：i)PIPK1γ酪氨酸磷酸化的抑制剂；ii)PIPK1γ酪氨酸去磷酸化的

活化剂(例如，PTPμ或能够增加PTPμ的水平(即，在转录和/或翻译水平下的PTPμ表达和/或

PTPμ稳定性)或活性(例如，去磷酸化活性)的任何化合物)；iii)PIPK1γ表达或活性的抑制

剂；或iv)以上的任何组合。在一个实施方案中，有需要的受试者是被诊断患有脊柱侧凸(例

如，AIS)的受试者。在另一个实施方案中，有需要的受试者处于发展脊柱侧凸的风险或可能

发展脊柱侧凸(例如，AIS)。

[0064] 如本文所用，术语“生物样品”是指从生物分离的任何固体或液体样品。在一个具

体实施方案中，生物样品是指从人分离的任何固体或液体样品。不受如此限制，生物样品包

括活组织检查材料、血液、泪液、唾液、母乳、滑液、尿液、耳液、羊水和脑脊液。在一个具体实

施方案中，生物样品是指血液样品。

[0065] 如本文所用，术语“血液样品”意指血液、血浆或血清。

[0066] 如本文所用，术语“对照样品”意指不来自已知i)具有降低的GiPCR信号传导；ii)

患有脊柱侧凸或iii)是发展脊柱侧凸的可能候选者的受试者的样品。在用于确定被预先诊

断患有脊柱侧凸的受试者中发展脊柱侧凸风险的方法中，然而所述对照样品还可来自在所

述疾病或病症的早期阶段在密切注意下的受试者。在一个具体实施方案中，对照样品可来

自被诊断患有脊柱侧凸且属于同一功能组(例如，FG1、FG2或FG3)在所述疾病或病症的早期
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阶段(或晚期阶段)的另一个受试者。

[0067] 如本文所用，术语“对照”意指涵盖“对照样品”。在某些实施方案中，术语“对照”还

指在测定多种样品(例如，从未知患有脊柱侧凸且未知是发展脊柱侧凸的可能候选者的一

些受试者获得的样品)中的PTPμ表达(例如，蛋白质水平)和/或活性(例如，磷酸酶活性)和/

或PIPK1γ表达(例如，蛋白质水平)和/或活性(例如，蛋白激酶活性)之后获得的平均值或

中值。

[0068] 如本文所用，关于脊柱侧凸的术语“治疗(treating)”或“治疗(treatment)”意指

以下中的至少一种：预先存在的脊柱畸形的科布角的减小；改善脊柱运动性；保留/维持脊

柱运动性；改善具体计划中的均衡和平衡；维持/保留具体计划中的均衡/平衡；改善具体计

划中的功能性；保留/维持具体计划中的功能性；美容学改善；以及任何以上的组合。

[0069] 如本文所用，关于脊柱侧凸的术语“预防(preventing)”或“预防(prevention)”意

指以下中的至少一种：患有脊柱侧凸的患者中或无症状患者中科布角进展的降低；脊柱畸

形的出现(包括在3D上影响肋架和骨盆的变化)的完全预防；以及任何以上的组合。

[0070] 术语“抑制因子”、“抑制剂”和“拮抗剂”是本领域中熟知的并且在本文可互换地使

用。它们包括细胞内以及细胞外抑制剂。

[0071]

[0072] 术语“PIPK1γ活性的抑制剂”包括能够不利地影响PIPK1γ(例如，基因ID：23396，

NM_012398.2，NP_036530.1)的活性(例如，催化活性)的任何化合物并且包括促进PIPK1γ

的去磷酸化的药剂(即，PIPK1γ酪氨酸去磷酸化的活化剂)以及抑制PIPK1γ的磷酸化的药

剂(即，PIPK1γ酪氨酸磷酸化的抑制剂)。PIPK1γ活性的抑制剂包括但不限于抗体、抗体片

段、小分子、肽等。它们还包括但不限于PP- 24 2、R406、TG -1 0 0 -1 1 5、鲁伯斯塔

(ruboxistaurin)、GSK690693、帕唑帕尼、阿伏西地(alvocidib)、SB203580以及星孢菌素

(staurosporine)。还可使用US20070161060A1中描述的用于鉴别调节E-钙粘着蛋白的
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PIPK1γ运输的药剂的筛选方法来鉴别相关化合物。

[0073] 在一个实施方案中，PIPK1γ活性的抑制剂是针对(或特异性地结合)人PIPK1γ多

肽的中和抗体。抗体在以下进一步描述。

[0074] 术语“PIPK1γ酪氨酸去磷酸化的活化剂”包括能够不利地影响PIPK1γ的酪氨酸

去磷酸化(即，降低PIPK1γ的磷酸化水平)的任何化合物。不受如此限制，这类活化剂包括

磷酸酶，如PTPμ(例如，NM_001105244.1、NP_001098714.1)以及能够增加PTPμ的表达(即，在

转录和/或翻译水平下和/或稳定性)或活性(例如，磷酸酶活性)的任何化合物。

[0075] 表述“PIPK1γ酪氨酸磷酸化的抑制剂”包括能够不利地影响PIPK1γ的酪氨酸磷

酸化的任何化合物。不受如此限制，这类抑制剂包括Scr抑制剂(例如，PP2，来自供应商

Sigma  Aldrich：Src-抑制剂-1(4-(4’-(苯氧基苯胺基)-6,7-二甲氧基喹唑啉)；来自供应

商Tocris：A419259三盐酸化物、AZM  475271、博舒替尼、除莠霉素A、MNS、1-萘基PP1、PD 

166285二盐酸化物、PP1)以及Fak抑制剂(例如，抑制剂-14(即1,2,4,5-苯四胺四盐酸盐)，

来自供应商Sigma  Aldrich(作为供应商)：PF-573228，来自供应商Medkoo  Bioscience：PF-

562271；来自供应商Selleckche：NVP-TAE226)。

[0076] 术语“PIPK1γ表达的抑制剂”包括能够不利地影响PIPK1γ的表达(即，在转录和/

或翻译水平)、即PIPK1γmRNA和/或蛋白质的水平或所述蛋白质的稳定性的任何化合物。不

受如此限制，这类抑制剂包括RNA干扰剂(siRNA、shRNA、miRNA)、反义分子、核酶、蛋白质(例

如，显性阴性、无活性变体)、肽、小分子、抗体、抗体片段等。这类RNA干扰剂被设计成在适合

条件下与其靶核酸特异性地杂交并且因此与其靶核酸大致上互补。

[0077] 术语“PTPμ表达的刺激剂/增强剂”包括能够积极地影响PTPμ的表达(即，在转录

和/或翻译水平)、即PTPμmRNA和/或蛋白质的水平或所述蛋白质的稳定性的任何化合物。

[0078] 本发明还涉及用于测定PTPμ和/或PIPK1γ的表达(即转录物(RNA)或翻译产物(蛋

白质))水平、稳定性和/或活性的方法。在具体实施方案中，本发明还包括一种方法，所述方

法包括测定一种或多种其他脊柱侧凸标记物的表达水平和/或活性。例如，本发明可包括如

Moreau的WO  2008/119170中所公开测定OPN、sCD44等的表达(即转录物或翻译产物)水平

和/活性。本发明因此涵盖用于这种测定的任何已知的方法，包括Elisa(酶联免疫吸附测

定)、RIA(放射免疫测定)、免疫荧光、实时PCR和竞争性(或定量)PCR(qPCR)、RNA印迹、核酸

酶保护、噬菌斑杂交以及狭线印迹。

[0079] 本发明还涉及分离的核酸分子，包括用于检测PTPμ和/或PIPK1γ(以及任选地其

他脊柱侧凸标记物(例如，OPN、sCD44等))的探针和引物。在具体实施方案中，所述分离的核

酸分子具有不超过300、或不超过200、或不超过100、或不超过90、或不超过80、或不超过70、

或不超过60、或不超过50、或不超过40或不超过30个核苷酸。在具体实施方案中，所述分离

的核酸分子具有至少17、或至少18、或至少19、或至少20、或至少30、或至少40个核苷酸。在

其他具体实施方案中，所述分离的核酸分子具有至少20且不超过300个核苷酸。在其他具体

实施方案中，所述分离的核酸分子具有至少20且不超过200个核苷酸。在其他具体实施方案

中，所述分离的核酸分子具有至少20且不超过100个核苷酸。在其他具体实施方案中，所述

分离的核酸分子具有至少20且不超过90个核苷酸。在其他具体实施方案中，所述分离的核

酸分子具有至少20且不超过80个核苷酸。在其他具体实施方案中，所述分离的核酸分子具

有至少20且不超过70个核苷酸。在其他具体实施方案中，所述分离的核酸分子具有至少20
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且不超过60个核苷酸。在其他具体实施方案中，所述分离的核酸分子具有至少20且不超过

50个核苷酸。在其他具体实施方案中，所述分离的核酸分子具有至少20且不超过40个核苷

酸。在其他具体实施方案中，所述分离的核酸分子具有至少17且不超过40个核苷酸。在其他

具体实施方案中，所述分离的核酸分子具有至少20且不超过30个核苷酸。在其他具体实施

方案中，所述分离的核酸分子具有至少17且不超过30个核苷酸。在其他具体实施方案中，所

述分离的核酸分子具有至少30且不超过300个核苷酸。在其他具体实施方案中，所述分离的

核酸分子具有至少30且不超过200个核苷酸。在其他具体实施方案中，所述分离的核酸分子

具有至少30且不超过100个核苷酸。在其他具体实施方案中，所述分离的核酸分子具有至少

30且不超过90个核苷酸。在其他具体实施方案中，所述分离的核酸分子具有至少30且不超

过80个核苷酸。在其他具体实施方案中，所述分离的核酸分子具有至少30且不超过70个核

苷酸。在其他具体实施方案中，所述分离的核酸分子具有至少30且不超过60个核苷酸。在其

他具体实施方案中，所述分离的核酸分子具有至少30且不超过50个核苷酸。在其他具体实

施方案中，所述分离的核酸分子具有至少30且不超过40个核苷酸。应理解在实时PCR中，引

物还构成探针，而不是所述术语的传统意义。适用于检测本发明的方法中的PTPμ和/或

PIPK1γ的引物或探针可使用分布在其各自核苷酸序列上的序列用已知的方法来设计。本

发明的探针和/或引物被设计成与其靶核酸(PIPK1γ(例如，SEQ  ID  NO:27、29、31和/或34)

和PTPμ(SEQ  ID  NO:36和/或38))特异性地杂交。在一个实施方案中，本发明的引物和探针

与其靶核酸大致上互补。

[0080] 大致上互补的核酸是其中一个分子的互补序列与另一分子大致上相同的核酸。在

最优比对时，如果两个核酸或蛋白质序列共享至少约70％序列同一性，那么它们被认为是

大致上相同的。在替代实施方案中，序列同一性可以是例如至少75％、至少80％、至少85％、

至少90％、至少95％、至少96％、至少98％或至少99％。用于同一性比较的序列最优比对可

使用多种算法进行，如Smith和Waterman,1981,Adv.Appl.Math  2:482的局部同源性算法；

Needleman和Wunsch,1970,J.Mol.Biol.48:443的同源性比对算法；Pearson和Lipman的相

似性搜索方法；以及这些算法的计算机化实施(如Wisconsin  Genetics  Software 

Package ,Genetics  Computer  Group ,Madison ,WI ,U .S .A .中的GAP、BESTFIT、FASTA和

TFASTA)。序列同一性还可使用描述于Altschul等1990中的BLAST算法(使用公开的默认设

置)来测定。用于执行BLAST分析的软件可通过国家生物技术信息中心获得(通过互联网

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)。所述BLAST算法涉及首先通过鉴定查询序列中长度为W

的短字串来鉴定高得分序列对(HSP)，所述短字串在与数据库序列中具有相同长度的字串

比对时匹配或满足某些正值的阈值分数T。T被称为指邻近字串得分阈值。初始邻近字串命

中充当种子用于起始搜索以发现较长的HSP。所述字串命中沿着每个序列在两个方向延伸，

远至能够增加累积比对得分。每个方向上字串命中的延伸在满足以下参数时停止：累积比

对得分由其达到的最大值降低数量X；由于一个或者多个残基比对负值的积累而使累积得

分降至0或者以下；或者达到任一序列的末端。BLAST算法参数W、T和X确定比对的灵敏度和

速度。一种使用BLAST算法的两个序列之间的统计相似性量度是最小和概率(P(N))，其提供

两个核苷酸或者氨基酸序列之间将偶然发生匹配的概率的指示。在本发明的替代实施方案

中，如果测试序列的比较中的最小和概率小于约1、优选小于约0.1、更优选小于约0.01、并

且最优选小于约0.001，则认为核苷酸或氨基酸序列大致上相同。
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[0081] 两个核酸序列大致上互补的替代指示是所述两个序列在中等严格条件或优选地

严格条件下彼此杂交。在中等严格条件下与滤膜结合的序列杂交可以例如在65℃下在0.5M 

NaHPO4、7％十二烷基硫酸钠(SDS)、1mM  EDTA中进行，并且在42℃下在0.2x  SSC/0.1％SDS

中洗涤。或者，在严格条件下与滤膜结合的序列杂交可以例如在65℃下在0.5M  NaHPO4、7％

SDS、1mM  EDTA中进行，并且在68℃下在0.1x  SSC/0.1％SDS中洗涤。杂交条件可取决于目标

序列根据已知的方法进行修改。总体上，严格条件被选择为在限定离子强度和pH下比针对

所述特定序列的热解链点低约5℃。

[0082] 本发明的探针可用于天然存在的糖-磷酸主链以及修饰的主链(包括硫代磷酸酯、

连二硫酸酯、烷基膦酸酯以及α-核苷酸等)。修饰的糖-磷酸主链通常是已知的。本发明的探

针可由核糖核酸(RNA)或脱氧核糖核酸(DNA)构建，且优选地由DNA构建。

[0083] 可使用探针的检测方法的类型包括DNA印迹(DNA检测)、斑点或狭线印迹(DNA、

RNA)和RNA印迹(RNA检测)。虽然是次优选的，但标记的蛋白质也可用于检测它所结合的特

定核酸序列。其他检测方法包括含有在浸渍片装置上的探针的试剂盒等。

[0084] 如本文所用，术语“可检测标记的”是指标记根据本发明的探针或抗体，这将允许

检测根据本发明的PTPμ和/或PIPK1γ。虽然本发明不具体地依赖于使用用于检测特定核酸

序列的检测的标记，但是这种标记通过增加检测的灵敏度而可能是有益的。此外，所述标记

能实现自动化。探针可根据众多熟知的方法进行标记。标记的非限制性实例包括3H、14C、32P

和35S。可检测标记物的非限制性实例包括配体、荧光团、化学发光剂、酶和抗体。用于与探针

一起使用的能够实现本发明的方法的灵敏度增加的其他可检测的标记物包括生物素和放

射性核苷酸。对于本领域的普通技术人员将变得显而易见的是具体标记的选择决定它结合

探针的方式。

[0085] 如通常所已知，放射性核苷酸可通过几种方法并入本发明的探针中。其非限制性

实例包括使用γ32P  ATP和多核苷酸激酶来激酶化(kinasing)探针的5’端、在放射性dNTP

存在下使用大肠杆菌的Pol  I的Klenow片段(例如，在低熔点凝胶中使用随机寡核苷酸引物

均匀标记的DNA探针)、在一种或多种放射性NTP存在下使用SP6/T7系统来转录DNA区段等。

[0086] 本发明还涉及选择化合物的方法。如本文所用，术语“化合物”意指涵盖天然、合成

或半合成的化合物，包括但不限于化学品、大分子、细胞或组织提取物(来自植物或动物)、

核酸分子、肽、抗体以及蛋白质。

[0087] 本发明还涉及阵列。如本文所用，“阵列”是可合成或生物合成制备的有意产生的

分子的集合。阵列中的分子可以彼此相同或不同。所述阵列可采取多种型式，例如可溶性分

子的文库；连接至树脂珠粒、二氧化硅芯片或其他固相支持体的化合物的文库。

[0088] 如本文所用，“核酸分子的阵列”是可以多种不同型式合成或生物合成制备的有意

产生的核酸的集合(例如，可溶性分子的文库；以及连接至树脂珠粒、二氧化硅芯片或其他

固相支持体的寡核苷酸的文库)。此外，术语“阵列”意指包括可通过将基本上任何长度(例

如，1至约1000个核苷酸单体长度)的核酸点样至衬底上来制备的核酸的那些文库。如本文

所用的术语“核酸”是指任何长度的核苷酸(核糖核苷酸、脱氧核糖核苷酸或肽核酸(PNA))

的聚合形式，其包含嘌呤和嘧啶碱基或其他天然、合成或生物合成修饰的、非天然或衍生化

的核苷酸碱基。多核苷酸的主链可包含糖和磷酸基团(如通常可在RNA或DNA中发现)或修饰

的或取代的糖或磷酸基团。多核苷酸可包含修饰的核苷酸，如甲基化的核苷酸和核苷酸类
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似物。核苷酸的序列可以被非核苷酸组分间断。因此，术语核苷、核苷酸、脱氧核苷和脱氧核

苷酸通常包括类似物，如本文所描述的那些。这些类似物是与天然存在的核苷或核苷酸具

有一些共同结构特征的那些分子，以使得当并入核酸或寡核苷酸序列中时，所述分子允许

与溶液中的天然存在的核酸序列杂交。通常，这些类似物通过替代和/或修饰碱基、核糖或

磷酸二酯部分源自天然存在的核苷和核苷酸。所述变化可定制进行以根据需要使杂合体形

成稳定或不稳定或增强与互补核酸序列的杂交的特异性。

[0089] 如本文所用，“固相支持体”、“支持体”和“衬底”可互换地使用并且是指具有一个

或多个刚性或半刚性表面的材料或一组材料。在许多实施方案中，所述固相支持体的至少

一个表面将是大致上平坦的，但是在一些实施方案中，可能希望针对不同化合物用例如孔、

隆起区域、销、蚀刻槽等来物理上分离合成区域。根据其他实施方案，所述固相支持体将采

取珠粒、树脂、凝胶、微球的形式或其他几何构型。

[0090] 可根据本发明使用任何已知的核酸阵列。例如，这类阵列包括基于短或较长寡核

苷酸探针以及cDNA或聚合酶链式反应(PCR)产物的阵列。其他方法包括基因表达的系列分

析(SAGE)、差别显示以及消减杂交方法、差异筛选(DS)、RNA任意引物(RAP)-PCR、差异表达

序列的限制性内切核苷酸分析(READS)、扩增的限制性片断长度多态性(AFLP)。

[0091] 抗体

[0092] 本发明涵盖使用用于检测或测定例如受试者的样品中的PTPμ和/或PIPK1γ(例

如，酪氨酸磷酸化的PIPK1γ)水平且用于包括在本发明的试剂盒中的抗体。中和抗体也可

用于抑制PIPK1γ的磷酸化以增加细胞(例如，有需要的受试者中)中的GiPCR信号传导。特

异性地结合这些生物标记物的抗体可用以下进一步描述的方法常规地产生。本发明还涵盖

使用可商购的抗体。不受如此限制，特异性地结合PTPμ和/或PIPK1γ的抗体包括以下表1中

列出的那些。

[0093] 表1用于PTPμ和PIPKγ(例如，酪氨酸磷酸化的)的可商购的抗体和ELISA试剂盒

[0094]
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[0095]
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[0096]
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[0097]

[0098] 针对PTPμ和/或PIPK1γ的单克隆抗体和多克隆抗体两者包括于本发明的范围内，

因为它们可通过本领域的技术人员已知的完善建立的工序来产生。此外，针对第一抗体的

任何第二抗体(单克隆或多克隆)也包括于本发明的范围内。

[0099] 如本文所用，表述“抗PTPμ抗体”或“免疫特异性抗PTPμ抗体”是指与PTPμ蛋白特异

性地结合(相互作用)且不展示与除了与PTPμ蛋白共享相同抗原决定簇的蛋白质以外的其

他天然存在的蛋白质实质性结合的抗体。类似的，涵盖“抗磷酸酪氨酸PIPK1γ抗体”的表述

“抗PIPK1γ抗体”是指与PIPK1γ(例如，酪氨酸磷酸化的PIPK1γ蛋白)特异性地结合(相互

作用)且不展示与除了与PIPK1γ(例如，酪氨酸磷酸化的PIPK1γ蛋白)共享相同抗原决定

簇的蛋白质以外的其他天然存在的蛋白质实质性结合的抗体。术语抗体或免疫球蛋白以最

广泛意义使用且涵盖单克隆抗体(包括全长单克隆抗体)、多克隆抗体、多特异性抗体以及

抗体片段，只要其表现出所需的生物活性。抗体片段包含全长抗体的一部分，通常是其抗原

结合或可变区。抗体片段的实例包括Fab、Fab'、F(ab')2和Fv片段；双抗体；线性抗体；单链

抗体分子；单结构域抗体(例如，来自骆驼科动物)；鲨NAR单结构域抗体；以及从抗体片段形

成的多特异性抗体。抗体片段还可指包含CDR或抗原结合结构域的结合部分，包括但不限

于，VH区(VH、VH-VH))、anticalin、PepBodiesTM、抗体-T-细胞表位融合体(Troybodies)或肽

抗体。此外，针对第一抗体的任何第二抗体(单克隆或多克隆)也包括于本发明的范围内。

[0100] 总之，用于制备抗体(包括单克隆抗体和杂交瘤)和使用抗体检测抗原的技术是本

领域中熟知的(Campbell ,1984 ,刊于“Monoclonal  Antibody  Technology:Laboratory 

Techniques  in  Biochemistry  and  Molecular  Biology”,Elsevier  Science  Publisher,

Amsterdam,The  Netherlands)和Harlow等,1988(刊于：Antibody  A  Laboratory  Manual,

CSH  Laboratories中)。术语抗体在本文中涵盖多克隆抗体、单克隆抗体和抗体变体，如单

链抗体、人源化抗体、嵌合抗体以及抑制或中和其Hyphen中的对应相互作用结构域和/或对

其有特异性的抗体的免疫活性片段(例如，Fab和Fab'片段)。

[0101] 优选通过多次皮下(sc)、静脉内(iv)或腹膜内(ip)注射相关抗原(用或不用佐剂)

在动物中产生多克隆抗体。使用双功能或衍生剂，例如,马来酰亚胺苯甲酰磺基琥珀酰亚胺

酯(通过半胱氨酸残基缀合)、N-羟基琥珀酰亚胺(通过赖氨酸残基)、戊二醛、琥珀酸酐、

SOCl2或R1N＝C＝NR(其中R和R1是不同的烷基)，将相关抗原与在待免疫的物种中具有免疫

原性的蛋白质(例如匙孔 血蓝蛋白、血清白蛋白、牛甲状腺球蛋白或大豆胰蛋白酶抑制

剂)缀合可能是有用的。

[0102] 可针对抗原、免疫原性缀合物或衍生物，通过将抗原或缀合物(例如，对于兔是100

μg或对于小鼠是5μg)与3体积的完全弗氏佐剂混合并且在多个部位皮内注射所述溶液来免

疫动物。一个月后，通过在多个部位皮下注射用完全弗氏佐剂中的抗原或缀合物(例如，用

于免疫的原始量的1/5至1/10)来加强免疫动物。7至14天后，对动物采血，并且针对抗体滴

度测定血清。对动物加强免疫，直到滴度达到稳定。优选地，对于缀合物免疫，用相同抗原但

缀合至不同蛋白质和/或通过不同交联试剂缀合的缀合物对动物加强免疫。还可在重组细
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胞培养物中将缀合物制备成蛋白质融合体。此外，聚集剂如明矾也适用于增强免疫反应。

[0103] 可使用最初由Kohler等,Nature,256:495(1975)描述的杂交瘤方法来制备或可通

过重组DNA方法(例如，美国专利号6,204,023)来制备单克隆抗体。还可使用美国专利号6,

025,155和6,077,677以及美国专利申请公布号2002/0160970和2003/0083293中所描述的

技术来制备单克隆抗体。

[0104] 在杂交瘤方法中，免疫(例如，如上所述)小鼠或其他适当的宿主动物，如大鼠、仓

鼠或猴以引发产生或能够产生将特异性地结合用于免疫的抗原的抗体的淋巴细胞。或者，

可体外免疫淋巴细胞。然后使用适合的融合剂(如聚乙二醇)使淋巴细胞与骨髓瘤细胞融合

以形成杂交瘤细胞。

[0105] 将如此制备的杂交瘤细胞接种且生长在优选含有一种或多种抑制未融合的亲本

骨髓瘤细胞生长或存活的物质的适合培养基中。例如，如果亲本骨髓瘤细胞缺乏酶次黄嘌

呤鸟嘌呤磷酸核糖基转移酶(HGPRT或HPRT)，那么用于杂交瘤的培养基通常将包括次黄嘌

呤、氨基蝶呤和胸苷(HAT培养基)，所述物质防止HGPRT缺陷型细胞的生长。

[0106] 如本文所用，表述“纯化抗体”中的术语“纯化”仅意味着区分人造抗体与动物针对

其自己的抗原而天然产生的抗体。因此，含有抗-OPN抗体的原始血清和杂交瘤培养基是本

发明意义内的“纯化抗体”。

[0107] 本发明还涵盖用于检测和/或定量PTPμ和/或PIPK1γ的翻译产物的阵列。所述阵

列包括蛋白质微阵列或大阵列，包括高分辨2D-凝胶方法在内的凝胶技术，可能在细胞水平

与质谱成像系统联用，如显微镜与荧光标记系统组合。

[0108] 本发明还涵盖使用全细胞测定筛选/选择潜在有用的治疗剂的方法，所述治疗性

化合物能够增加i)PTPμ的转录和/或合成和/或稳定性；ii)PTPμ的活性(磷酸酶)；和/或能

够降低ii)PIPK1γ的转录和/或合成和/或稳定性；或ii)PIPK1γ的活性(例如，通过降低

PIPK1γ的酪氨酸磷酸化)。用于所述方法中的细胞包括任何来源(包括内部或可商购的细

胞系)和类型(任何组织)的细胞。可通过例如无限增殖来自AIS受试者的细胞来制备内部细

胞系。在具体实施方案中，本发明的筛选方法寻求鉴别抑制PIPK1γ的酪氨酸磷酸化的药剂

和增加PTPμ表达(转录和/或翻译)、稳定性或活性(例如，磷酸酶)的药剂。对于这些实施方

案有用的细胞系包括产生低水平的PTPμ和/或高水平的酪氨酸磷酸化PIPK1γ的那些细胞

系。有用的细胞系还包括PBMC。

[0109] 在一个具体实施方案中，所述细胞包括源自脊柱侧凸患者的任何细胞类型的细

胞。(全细胞测定)。在具体实施方案中，所述细胞包括成骨细胞、软骨细胞、成肌细胞或血细

胞，包括PBMC(包括淋巴细胞)。如本文所用，术语“源自脊柱侧凸患者的细胞”是指从脊柱侧

凸患者直接分离的细胞，或源自从脊柱侧凸患者直接分离的细胞的无限增殖细胞系。在具

体实施方案中，所述细胞是脊柱旁肌肉细胞。这类细胞可通过例如穿刺活检从受试者分离。

[0110] 本发明还涉及用于调节(增加或降低)GiPCR细胞信号传导的药物组合物。在一个

实施方案中，所述组合物包括用于增加有需要的受试者的GiPCR信号传导的药剂。例如，本

发明的药物组合物可包含药剂，所述药剂增加i)PTPμ的转录和/或合成和/或稳定性；或ii)

PTPμ的活性(磷酸酶)；和/或降低iii)PIPK1γ(例如，siRNA)的转录和/或合成和/或稳定

性；或iv)PIPK1γ的活性(例如，通过降低PIPK1γ的酪氨酸磷酸化)。药物组合物可通过任

何适合的途径施用，所述途径如经鼻、静脉内、肌肉内、皮下、舌下、鞘内或皮内。施用途径可
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取决于多种因素，如环境和治疗目的。

[0111] 剂量

[0112] 可将任何适合量的药物组合物施用至受试者。剂量将取决于包括施用方式在内的

许多因素。通常，单次剂量内所包含的抗脊柱侧凸组合物(例如，增加有需要的受试者中的

GiPCR细胞信号传导的药剂，如增加PTPμ表达或活性或降低PIPK1γ表达或活性的药剂)的

量将是有效预防、延迟或减轻脊柱侧凸而不会诱导显著毒性的量，即“治疗有效量”。

[0113] 还可直接测量增加PTPμ的药剂的有效量。可每日或每周给予所述有效量或其几分

之一。通常，本发明的药物和/或营养制品和/或饮食补充剂组合物可按每日每kg体重约

0.001mg至最多约500mg(例如，10mg、50mg、100mg或250mg)的量施用。可按单次或多次剂量

方案提供剂量。例如，在一些实施方案中，有效量是在以下范围内的剂量：每天约1mg至约25

克抗脊柱侧凸制剂、每天约50mg至约10克抗脊柱侧凸制剂、每天约100mg至约5克抗脊柱侧

凸制剂、每天约1克抗脊柱侧凸/GiPCR信号传导制剂、每周约1mg至约25克抗脊柱侧凸/

GiPCR信号传导制剂、每周约50mg至约10克抗脊柱侧凸/GiPCR信号传导制剂、每隔一天约

100mg至约5克抗脊柱侧凸/GiPCR信号传导制剂以及每周一次约1克抗脊柱侧凸/GiPCR信号

传导制剂。

[0114] 作为举例，本发明的药物组合物(例如，含有增加有需要的受试者中的GiPCR细胞

信号传导的药剂，如增加PTPμ表达和/或活性或降低PIPK1γ表达和/或活性的药剂)可以是

以下形式：液体、溶液、混悬液、丸剂、胶囊、片剂、软胶囊、粉末、凝胶、软膏、乳膏、喷雾剂、轻

雾、雾化蒸汽、气溶胶或磷脂复合物(phytosome)。对于口服施用，可通过常规方法，用至少

一种药学上可接受的赋形剂如粘合剂、填充剂、润滑剂、崩解剂或润湿剂来制备片剂或胶

囊。可通过本领域中已知的方法包衣片剂。用于口服施用的液体制剂可采取例如溶液、糖浆

或混悬液的形式，或它们可呈现为用于在使用之前用盐水或其他适合的液体媒介物复原的

干燥产品。用于口服施用的制剂还可适合地配制以给予活性成分的控制释放。

[0115] 此外，本发明的药物组合物(例如，含有增加有需要的受试者中的GiPCR细胞信号

传导的药剂，如增加PTPμ表达或活性或降低PIPK1γ表达或活性的药剂)可含有用于施用至

哺乳动物的药学上可接受的载体，包括但不限于无菌水性或非水性溶液、混悬液和乳液。非

水性溶剂的实例包括但不限于丙二醇、聚乙二醇、植物油以及可注射有机酯。水性载体包括

但不限于，水、醇、盐水和缓冲溶液。药学上可接受的载体还可包括生理学上可接受的水性

媒介物(例如，生理盐水)或对于特定施用途径来说适当的其他己知的载体。

[0116] 可将增加GiPCR细胞信号传导(例如，增加PTPμ表达或活性或降低PIPK1γ表达或

活性)的药剂与药物制剂中通常采用的任何媒介物，例如滑石、阿拉伯胶、乳糖、淀粉、硬脂

酸镁、可可脂、水性或非水性溶剂、油、石蜡衍生物或乙二醇结合并入剂型中。还可使用乳

液，如美国专利号5,434,183中所述的那些，其中将植物油(例如，大豆油或红花油)、乳化剂

(例如，卵黄磷脂)和水与甘油组合。用于制备适当制剂的方法是本领域中熟知的(参见例

如，Remington's  Pharmaceutical  Sciences,第16版,1980,A.Oslo  Ed.,Easton,Pa.)。

[0117] 在选择胃肠外施用作为施用途径的情况下，可将含有增加GiPCR细胞信号传导(例

如，增加PTPμ表达或活性或降低PIPK1γ表达或活性)的药剂的制剂与药学上可接受的无菌

水性或非水性溶剂、混悬液或乳液组合提供给患者。非水性溶剂的实例是丙二醇、聚乙二

醇、植物油、鱼油以及可注射有机酯。水性载体包括水、水-醇溶液、乳液或混悬液，包括盐水
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或缓冲的医学胃肠外媒介物，包括氯化钠溶液、林格氏葡萄糖溶液、葡萄糖加氯化钠溶液、

含乳糖的林格氏溶液或不挥发性油。静脉内媒介物可包括流体和营养补充剂、电解质补充

剂，如基于林格氏葡萄糖的那些补充剂等。

[0118] 由于实际剂量必须由主治医生基于各个患者的独特临床因素或由营养学家仔细

选择和滴定，因此这些仅为简单的指导。最佳每日剂量将通过本领域中已知的方法测定，并

且将受如患者的年龄的因素以及其他临床相关因素影响。此外，患者可正在服用用于其他

疾病或病状的药物。可在增加GiPCR细胞信号传导(例如，增加PTPμ表达或活性或降低PIPK1

γ表达或活性)的药剂给予患者期间继续其他药物治疗，但在这类情况下特别建议以低剂

量开始以测定是否经历不良副作用。

[0119] 本发明还涉及试剂盒。不受如此限制，本发明涉及用于分层脊柱侧凸受试者和/或

预测受试者是否处于发展脊柱侧凸的风险的试剂盒，所述试剂盒包括分离的核酸、蛋白质

或配体，如如上所述的根据本发明的抗体。例如，根据本发明的分隔式试剂盒

(compartmentalized  kit)包括试剂包含于单独容器中的任何试剂盒。这类容器包括小玻

璃容器、塑料容器或塑料或纸条带。这类容器允许将试剂从一个隔室有效转移至另一个隔

室，以使得所述样品和试剂不会交叉污染，并且可将每个容器中的试剂或溶液以定量方式

从一个隔室添加至另一个。这类容器将包括将接受受试者样品(DNA基因组核酸、细胞样品

或血液样品)的容器、含有(在本发明的一些试剂盒中)本发明的方法中所用的探针的容器、

含有酶的容器、含有洗涤试剂的容器以及含有用于检测延伸产物的试剂的容器。本发明的

试剂盒还可包括使用这些探针和或抗体来分层脊柱侧凸受试者或预测受试者是否处于发

展脊柱侧凸风险的说明书。

[0120] 冠词“一个/种(a/an)”和“所述”在本文中用来指代冠词的语法对象中的一个或多

于一个(即，指代“至少一个”)。

[0121] 术语“包括(including)”和“包含(comprising)”在本文用于意指短语“包括但不

限于”和“包含但不限于”且可与所述短语互换使用。

[0122] 术语“如”在本文用于意指短语“如但不限于”且可与所述术语互换使用。

[0123] 术语“约”用以指示值包括用以测定所述值的装置或方法的误差的标准偏差。一般

来说，术语“约”意指指定多达10％的可能变化。因此，值的1％、2％、3％、4％、5％、6％、7％、

8％、9％以及10％的变化包括于术语“约”中。

[0124] 通过以下非限制性实施例进一步详细地说明本发明。

[0125] 实施例1：材料和方法

[0126] 患者招募

[0127] 魁北克省(Quebec)蒙特利尔(Montreal)圣贾斯汀医院(Sainte-Justine 

Hospital)的机构审查委员会批准该研究。所有参与者的父母或法定监护人给出它们的书

面知情同意书，并且未成年人给出他们的同意。圣贾斯汀儿童医院的矫形外科医师在临床

上上评定每个患者，并且在矫正外科手术期间收集所有骨活检标本。

[0128] 表II用于通过qPCR和蛋白质印迹测试PTPμ和PIPKγ的患者的临床数据

说　明　书 19/29 页

22

CN 105408744 B

22



[0129]
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[0130]

[0131] 实验动物模型

[0132] 研究中使用的动物的护理和处理审查委员会(CHU  Sainte-Justine)已根据加拿

大动物护理委员会(Canadian  Council  of  Animal  Care)的准则批准了所述方案。

[0133] 已经如Oyama等(2006)所描述产生了双足小鼠模型。在断奶(出生后5周)后在麻醉

下进行前肢和尾部的截断，如由Oyama等(2006)和(Machida等,2006)所报道。FaxitronTMX-

射线仪器(FaxitronTMMX20-Faxitron  Co.,Arizona,USA)用于在断奶后每月成像且检查这

些小鼠的脊柱，直到其在九月龄时杀死。对来自每种野生型和PTPμ敲除(来自Dr.Gebbink 

MF的馈赠,Laboratory  of  Thrombosis  and  Haemostasis ,Department  of  Clinical 

Chemistry  and  Haematology ,University  Medical  Center  Utrecht,Heidelberglaan 
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100,3584CX  Utrecht,The  Netherlands)的120只小鼠进行双足外科手术。

[0134] 原代成骨细胞培养物的衍生

[0135] 在人受试者中，原代成骨细胞培养物来源于术中获得的AIS和对照患者活检标本。

对于AIS患者，从椎骨术中获得骨标本(根据所进行的外科手术从T3至L4变化)，而在外伤情

况下(用作非脊柱侧凸对照)，从其他解剖部位(胫骨、股骨或髂骨)获得骨标本。

[0136] 来自小鼠的骨标本是在安乐死之后从脊柱获得的。在无菌条件下用切割器将骨片

段减小至更小碎片。在10-cm2培养皿中在37℃下在5％CO2中在含有10％胎牛血清(FBS；保证

合格的FBS,Invitrogen,Burlington,ON,Canada)和1％青霉素/链霉素(Invitrogen)的α

MEM培养基中孵育所述较小骨碎片。在一个月之后，通过胰蛋白酶化将自所述骨碎片出现的

成骨细胞与剩余的骨片段分离。使用TRIzolTM方法(Invitrogen)从所述成骨细胞提取RNA。

通过qPCR研究PTPμ和PIPK1γ基因的表达谱。用Stratagene T MMx3000P(Agilent 

Technologies,La  Jolla,CA)评定转录物表达。

[0137] 定量逆转录-聚合酶链式反应(qPCR)

[0138] Thermo-ScriptTM逆转录酶(Invitrogen)用于将mRNA逆转录成cDNA(1mg总浓度)。

测试了几种稀释液以选择产生最有效扩增的浓度。所使用的人引物是以下：

[0139] β-肌动蛋白正向     5'-GGAAATCGTGCGTGACAT-3'(SEQ  ID  NO:1)，

[0140] β-肌动蛋白反向     5'-TCATGATGGAGTTGAAGGTAGTT-3'(SEQ  ID  NO:2)，

[0141] PTPμ正向           5'-GGCCGGACTTTTGCTAACT-3'(SEQ  ID  NO:3)，

[0142] PTPμ反向           5'-TGTGCTATACGGCTCATCAAA-3'(SEQ  ID  NO:4)，

[0143] CD44正向           5'-AGCATCGGATTTGAGACCTG-3'(SEQ  ID  NO:5)，

[0144] CD44反向           5'-TGAGTCCACTTGGCTTTCTG-3'(SEQ  ID  NO:6)，

[0145] β1整联蛋白正向     5'-ATGTGTCAGACCTGCCTTG-3'(SEQ  ID  NO:7)，

[0146] β1整联蛋白反向     5'-TTGTCCCGACTTTCTACCTTG-3'(SEQ  ID  NO:8)，

[0147] β3整联蛋白正向     5'-GGAAAGTCCATCCTGTATGTGG-3'(SEQ  ID  NO:9)，

[0148] β3整联蛋白反向     5'-GAGTTTCCAGATGAGCAGGG-3'(SEQ  ID  NO:10)，

[0149] αv整联蛋白正向     5'-GTCCCCACAGTAGACACATATG-3'(SEQ  ID  NO:11)，

[0150] αv整联蛋白反向     5'-TCAACTCCTCGCTTTCCATG-3'(SEQ  ID  NO:12)，

[0151] α1整联蛋白正向     5'-GACATTTGGATGAACTTTAGTCACC-3'(SEQ  ID  NO:13)，

[0152] α1整联蛋白反向     5'-GGCAATGGAATTCACGACTTG-3'(SEQ  ID  NO:14)，

[0153] α4整联蛋白正向     5'-GGATGAGACTTCAGCACTCAAG-3'(SEQ  ID  NO:15)，

[0154] α4整联蛋白反向     5'-GGTGAAATAACGTTTGGGTCTTTG-3'(SEQ  ID  NO:16)，

[0155] β3整联蛋白正向     5'-GGAAAGTCCATCCTGTATGTGG-3'(SEQ  ID  NO:17)，

[0156] β3整联蛋白反向     5'-GAGTTTCCAGATGAGCAGGG-3'(SEQ  ID  NO:18)，

[0157] β5整联蛋白正向     5'-CTTGCACTCCTGGCTATCTG-3'(SEQ  ID  NO:19)，

[0158] β5整联蛋白反向     5'-TGCGTGGAGATAGGCTTTC-3'(SEQ  ID  NO:20)，

[0159] β8整联蛋白正向     5'-GATTGGGTTGCTTAAAGTCCTG-3'(SEQ  ID  NO:21)，

[0160] β8整联蛋白反向     5'-GGTAGGTGACTGCT  CTTGTG-3'(SEQ  ID  NO:22)，

[0161] PIPK1γ正向        5’-CAGATTACAGTGCAGGTGGAG-3’(SEQ  ID  NO:23)，

[0162] PIPK1γ反向        5’-GCTGGCAGTTTCTACTTCAAC-3’(SEQ  ID  NO:24)。
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[0163] 每个扩增一式两份进行，使用5ml稀释的cDNA、7.5ml的3mM引物溶液和12.5ml的2X 

QuantiTectTMSYBR  Green  PCR主混合物(QIAGEN  Inc,Ontario,Canada)。将所有反应混合物

在来自Stratagene(Agilent  Technologies  Company,La  Jolla,CA)的Mx3000P系统上运行

且用也来自Stratagene的MxProTMQPCR软件进行分析。使用β-肌动蛋白作为内源对照用ΔCT

方法计算相对定量。

[0164] 从细胞培养物分离质膜(PM)

[0165] 将来自人受试者的成骨细胞用冷PM(质膜)缓冲液[0.25M蔗糖、1mM  EDTA以及20mM 

Tricine]洗涤3次并且添加2ml的冷PMC缓冲液(PM缓冲液加1X蛋白酶抑制剂、1mM  PMSF、

0.4mM原钒酸钠)。将细胞从皮氏培养皿刮下且在1000xg下离心5分钟。将沉淀(5cm)溶解于

600μl的冷PMC缓冲液中。然后使用陶瓷珠粒(PrecellysTM)3x  5500xg将沉淀均化持续20″，

每个循环之间2分钟，并且然后在4℃下在1000xg下离心10分钟。将核后上清液(PNS)保持在

冰上。将沉淀重新悬浮于300μl  PMC缓冲液中，再一次重复均化步骤并且然后在4℃下在

1000xg下离心10分钟。测量蛋白质浓度；将PNS层叠在15ml的具有PMC缓冲液的30％percoll

(于25x  89mm管)的顶上。将样品在固定角转子中在4℃、84,000xg(50.2Ti转子)下离心30分

钟。PM级分作为离管的底部5.7cm距离处的条带可见。为了除去任何痕量percoll，将样品在

S45-A转子中在sorval  M150微型超离心机中在105,000xg(TLA100.4转子)下离心90分钟。

紧密填装的沉淀是由percoll形成的并且将PM级分小心除去且储存在-80℃下以用于免疫

沉淀和蛋白质印迹方法。使用Protein  Bio  Rad(Bio-Radlaboratories ,California ,

U.S.A)测量蛋白质的浓度。

[0166] 免疫沉淀和蛋白质印迹

[0167] 进行一个预先清洁步骤以减少蛋白质与琼脂糖或琼脂糖凝胶(sepharose)珠粒的

非特异性结合。简言之，将25μl的蛋白质琼脂糖凝胶(A)珠粒(GE  Healthcare  Bioscience 

AB,Canada)添加至PM蛋白质溶液(1.5mg)。将混合物在4℃下在温和搅拌下孵育30分钟。然

后将溶液在4℃下在16,200xg下离心1分钟。将沉淀丢弃并且保持上清液以用于免疫沉淀。

为了免疫沉淀PTPμ，添加1μg的抗PTPμ抗体(SC-25433)(Santa  Cruz  Biotechnology  Inc.,

Santa  Cruz,CA)/1mg蛋白质。将样品与所述抗体在4℃下在搅拌下孵育过夜。向各样品中添

加50μl的蛋白质琼脂糖凝胶(A)珠粒且然后使用宽口移液管尖端轻轻混合。将裂解产物-珠

粒混合物在4℃下在搅拌下孵育2小时。在孵育之后将管离心，除去上清液且将珠粒在PM缓

冲液中洗涤三次(每次在4℃下离心且除去上清液)。最后，将上清液除去且添加50μl的3x负

载(Laemmli)缓冲液。将样品在100℃下煮沸5分钟以使蛋白质变性且使其与珠粒分离，然后

将样品离心且将上清液保持用于蛋白质标记物。使样品经受5％-12％梯度SDS–PAGE，转移

至PVDF(聚偏二氟乙烯)膜且使用抗PTPμ抗小鼠(第一抗体的1:500稀释液；Santa  Cruz 

Biotechnology  Inc.,Santa  Cruz,CA；辣根过氧化物酶缀合的第二抗体的1:10,000稀释

液，BioSource  Inc.Camarillo,CA)免疫印迹。使用增强的化学发光试剂盒(BM化学发光印

迹底物POD)根据制造商的说明书(Roche  Diagnostic  Corp.,Indianapolis,IN)可视化反

应性条带。相同方案用于免疫沉淀PIPK1γ。使用小鼠抗PIPK1γ(H-9，来自Santa  Cruz的#

sc-377061)，其识别小鼠、大鼠和人PIPK1γ以及抗磷酸酪氨酸抗体[PY20](#ab10321，来自

abcam)。

[0168] 类似地，为了验证OPN与其同源受体之间的相互作用，将OPN的不同受体使用不同
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抗体进行免疫沉淀。对于每种受体，每1mg蛋白质添加1μg这些抗体，整联蛋白β1(SC-6622)、

整联蛋白β3(SC-6627)、整联蛋白β5(SC-5401)、整联蛋白α4(sc-6589)、整联蛋白α5(sc-

166681)、整联蛋白α8(sc-30983)(Santa  Cruz  Biotechnology  Inc.,Santa  Cruz,CA)以及

整联蛋白αv(4711)(Cell  signaling  technology,Ontario,Ca)。所述免疫沉淀之后是使用

抗OPN抗小鼠(1/2000)(Dr.Marc  D.McKee的惠赠,McGill  University)进行的蛋白质印迹。

先前抗体用于蛋白质印迹检测(1/1000)。

[0169] G蛋白信号传导的分析

[0170] 使用在CellKeyTM设备(MDS  Sciex,San  Francisco,CA)上进行的细胞介电谱(CDS)

来评定来自成骨细胞培养物的G蛋白的信号传导能力，如Akoume等,2010和Moreau等的WO 

2010/040234,2010中所描述。为了评定GiPCR细胞信号传导，使用结合GiPCR且调控Gi蛋白

的特异性激动剂：爱帕林-17、羟甲唑啉和生长激素抑制素(Som)(Tocris  Bioscience ,

Canada)。

[0171] 此外，百日咳毒素(PTX)(Sigma  Aldrich,Canada)用于测定所述激动剂的作用是

否与Gαi蛋白有关。所述毒素由百日咳博德特氏杆菌(Bordetella  pertussis)产生并且它

催化在C末端附近的半胱氨酸残基处的一些G蛋白的腺苷二磷酸(ADP)核糖基化，从而导致

受体与G蛋白的解偶联。

[0172] 细胞系和siRNA转染

[0173] 培养来自C57Bl/6j  WT和C57Bl/6j  PTPμ-/-的原代成骨细胞细胞培养物(如上所

述)。根据制造商的说明书将LipofectamineTMRNAiMAX(Invitrogen)用于siRNA转染。用于敲

低OPN的RNA寡聚物的序列是(CCA  CAG  CCA  CAA  GCA  GUC  CAG  AUU  A(SEQ  ID  NO:25))。在

48小时之后收获细胞以用于RNA提取。对于磷脂酰肌醇-磷酸激酶I型γ(PIPK1γ)进行相同

工序。用于敲低PIPK1γ的RNA寡聚物的序列是(CCU  CCA  CAU  CGG  GAU  UGA  UAU  U(SEQ  ID 

NO:26))。

[0174] 骨桥蛋白免疫吸附测定

[0175] 将来自小鼠的外周血样品收集在EDTA处理的管中且然后离心。将获得的血浆样品

分成等分且在-80℃下冷冻保持直到解冻且分析。根据由制造商(IBL,Hamburg,Germany)提

供的方案通过捕获酶联免疫吸附测定(ELISA)来测量OPN的血浆浓度。OPN  ELISA试剂盒测

量血浆中OPN的磷酸化形式和非磷酸化形式两者的总浓度。所有ELISA测试一式两份进行并

且使用DTX880酶标仪(Beckman  Coulter,USA)在450nm下进行读数。

[0176] 统计分析

[0177] 数据被呈现为平均值±SE，并且使用GraphPadTMPrism  4.0软件通过ANOVA或学生t

检验对所述数据进行分析。使用单向ANOVA、接着使用邓尼特(Dunnett)事后检验进行平均

值的多重比较。仅P值<0.05被认为是显著的。

[0178] 实施例2：PTPμ的缺乏影响与双足小鼠中的高血浆OPN相关的脊柱侧凸的性质

[0179] 在双足步行40周之后截断前肢和尾部在小鼠中诱导脊柱侧凸16
,
15并且增加其血浆

OPN水平。与所述方法一致，在雌性野生型(WT)和PTPμ敲除(PTPμ-/-)小鼠中诱导脊柱侧凸以

检查在高血浆OPN条件下PTPμ缺乏对脊柱侧凸的发展的影响。在实验周期期间每12周进行

来自PTPμ-/-小鼠的血浆中的OPN的测量。呈现在图1A中的结果已经揭示在正常脊柱侧凸

C57Bl/6双足小鼠与PTPμko脊柱侧凸小鼠之间的血浆OPN水平无显著差异。在所有时间点，
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WT和PTPμ-/-小鼠中的血浆OPN的水平是类似的。在通过射线照相术检查的所有小鼠中，在最

终时间点术后第36周，侧弯在55％的WT和85％的PTPμ-/-小鼠中明显，从而指示在PTPμ-/-小

鼠中比WT小鼠中更高的脊柱侧凸发病率(图1B)。侧弯也在PTPμ-/-小鼠中更显著，如由图1C

和1D中的代表性射线照片所示，从而表明脊柱侧凸在PTPμ-/-小鼠中比WT小鼠中更严重。这

些数据强调PTPμ的缺乏加剧脊柱畸形进展，并且支持双足小鼠中的脊柱侧凸的发展与高血

浆OPN水平之间的联系。

[0180] 实施例3:PTPμ的缺乏增大双足小鼠中的缺陷型GiPCR信号传导

[0181] 双足小鼠中缺陷型GiPCR信号传导出现的证据由各种GiPCR选择性激动剂促进细

胞信号传导的能力降低(如通过CDS所测量)证明(WO  2010/040234Moreau等)。为了检查PTP

μ缺乏对此缺陷的影响，将来自双足WT和PTPμ-/-小鼠的成骨细胞针对其对在(图2)中鉴别的

三种GiPCR选择性激动剂的反应进行筛选。与先前结果(Akoume等Spine  2010)一致，所有三

种化合物引起WT成骨细胞中的GiPCR的典型CDS反应概况。与Gi对这些细胞中的其同源受体

的偶联一致，对三种测试化合物中的每种的反应通过用PTX预处理阻断(图2A-2F)。用PTP

μ-/-成骨细胞获得类似结果(图2G-2L)。图3中所示的结果显示所有三种化合物以浓度依赖

性方式增加来自WT和PTPμ-/-小鼠的成骨细胞中的反应。然而，在每种情况下，来自PTPμ-/-小

鼠的成骨细胞比来自WT小鼠的成骨细胞反应更小，但EC50值在两个组中是类似的(图3A-

3C)。这些结果表明PTPμ的缺乏独立于受体影响Gi蛋白活性。

[0182] 实施例4：PTPμ的缺乏增大OPN对GiPCR信号传导的抑制作用–OPN沉默

[0183] 为了使这些发现与OPN作用相关联，小干扰RNA(siRNA)方法用于敲低WT和PTPμ-/-

成骨细胞中OPN的表达。通过qPCR和蛋白质印迹分析证明siRNA在这些成骨细胞中的效率

(图3D和3E)。据发现缺失OPN增强WT和PTPμ-/-成骨细胞中对GiPCR刺激的反应并且消除其反

应程度的差异(图3F-3H)。这些结果支持OPN在双足小鼠中的缺陷型GiPCR信号传导中的作

用，并且表明PTPμ的缺乏加剧OPN对GiPCR信号传导的抑制作用。

[0184] 实施例5:PTPμ的缺乏增大OPN对GiPCR信号传导的抑制作用–外源性OPN

[0185] 在用图4A-4C中鉴别的激动剂GiPCR刺激之前将WT和PTPμ-/-成骨细胞用不同浓度

的外源性重组OPN(rOPN)处理。在每种情况下，rOPN以浓度依赖性方式引起综合反应的降

低，在WT成骨细胞和PTPμ-/-成骨细胞中一样。然而，IC50值在PTPμ-/-成骨细胞中相较于WT成

骨细胞中更低，从而表明来自PTPμ-/-小鼠的成骨细胞使OPN对GiPCR信号传导的抑制作用更

敏感。

[0186] 实施例6:PTPμ的缺乏不会影响成骨细胞中的整联蛋白表达

[0187] OPN与不同受体，包括由成骨细胞表达的受体：αvβ1、αvβ3、αvβ5、α4β1、α5β1以及α8β1整

联蛋白和CD44相互作用17,18,19,20,21,22。令人感兴趣的是检查哪些受体负责与PTPμ缺乏相关

的作用。出于这一目的，使用qPCR分析检查了这些受体的表达水平。如在图5A中所示，在WT

与PTPμ-/-成骨细胞之间未发现mRNA水平下整联蛋白表达的显著差异。当通过蛋白质印迹测

定这些受体的蛋白质水平时获得类似的概况(图5B)。这些结果排除了与PTPμ缺乏相关的作

用影响受体表达的变化的可能性。

[0188] 实施例7：PTPμ的缺乏影响OPN与成骨细胞中的整联蛋白的相互作用

[0189] 然后，检查OPN与受体的相互作用是否受PTPμ缺乏影响。出于这一目的，将来自WT

和PTPμ-/-成骨细胞的细胞裂解产物用针对不同OPN受体的抗体免疫沉淀并且使用对OPN具
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有特异性的抗体通过蛋白质印迹揭示与OPN的相互作用(图5C)。结果显示在WT和PTPμ-/-成

骨细胞中OPN与所有受体共免疫沉淀。然而，OPN免疫沉淀物中的β1和α5整联蛋白的水平在

PTPμ-/-成骨细胞中相较于WT成骨细胞增加超过30倍，而在两个细胞组之间仅存在其他整联

蛋白水平的中度差异(0.8至2.3倍)。相比之下，OPN免疫沉淀物中的CD44水平在WT和PTPμ-/-

成骨细胞中是类似的。这些结果表明PTPμ的损失有利于OPN与成骨细胞中的整联蛋白的相

互作用并且指示α5β1整联蛋白可能是负责与PTPμ缺乏相关的作用的最有希望的受体。

[0190] 实施例8：沉默PIPK1γ选择性地增强PTPμ-/-成骨细胞中的GiPCR信号传导

[0191] 为了理解在PTPμ不存在下OPN与整联蛋白的相互作用的分子基础，对PIPK1进行检

查，因为PIPK1γ通过酪氨酸磷酸化的催化活性对于增强整联蛋白对配体的亲和力来说是

关键的，并且所述酶已经显示通过PTPμ-/-去磷酸化。因此，检查PTPμ的损失是否通过PIPK1

γ的持续活化增大GiPCR信号传导的降低。首先检查WT和PTPμ-/-成骨细胞中PIPK1γ的磷酸

化状态。

[0192] 将细胞裂解产物用PIPK1γ抗体免疫沉淀并且用磷酸-酪氨酸抗体探测。PIPK1γ

的磷酸化水平在来自PTPμ-/-的成骨细胞中比来自WT小鼠的成骨细胞中更高(比较Wt媒介物

对比PTPμ-/-媒介物列中的P-tyr行)，而PIPK1γ总形式的水平(即磷酸化和未磷酸化的)在

两种表型之间是可比较的(比较Wt媒介物对比PTPμ-/-PP2或Fak抑制剂列中的PIPK1行)(图

6A)。

[0193] 实施例9：抑制FAK和Src减少PIPK1γ磷酸化

[0194] 然后检查粘着斑激酶(FAK)和C肉瘤酪氨酸激酶(Src)是否负责来自PTPμ-/-小鼠的

成骨细胞中观察到的PIPK1γ的增加的磷酸化。在免疫沉淀测定之前将细胞用Src(PP2)和

FAK(抑制剂-14)的抑制剂处理。如所预期，PIPK1γ磷酸化的水平通过两种处理减弱(图

6A)。这表明PIPK1γ的活性在FAK和Src作用时在来自PTPμ-/-小鼠的成骨细胞中异常升高。

[0195] 实施例10：沉默PIPK1γ增加PTPμ-/-成骨细胞中的GiPCR信号传导

[0196] 为了进一步评定PIPK1γ在PTPμ缺乏之后的作用机制中的牵涉，SiRNA方法用于在

用生长激素抑制素刺激引发GiPCR信号传导之前敲低WT和PTPμ-/-成骨细胞中的PIPK1γ的

表达。siRNA在WT和PTPμ-/-成骨细胞中的效率通过qPCR和蛋白质印迹分析证实(图6B和6C)。

[0197] 图6D-6G中所示的代表性CellKeyTM原始数据曲线显示阻抗特征在WT成骨细胞和缺

失PIPK1γ的PTPμ-/-成骨细胞中未受影响。两种细胞在生长激素抑制素刺激之后均表现出

典型GiPCR的CDS反应。相比之下，在不同浓度的生长激素抑制素下筛选揭示缺失PIPK1γ增

强来自PTPμ缺乏小鼠的成骨细胞中对生长激素抑制素刺激的反应，但在来自WT小鼠的成骨

细胞中未增强。(图6H，比较PTPμ-/-+siPIPK1(更高反应)对比PTPμ-/-+scrb(更低反应)和WT+

siPIPK1对比WT+scrb(相同反应))。此外，缺失PIPK1γ的PTPμ-/-成骨细胞对生长激素抑制

素刺激表现出与WT成骨细胞类似程度的反应，从而指示缺失PIPK1γ消除其对GiPCR刺激的

反应能力的差异。(图6H)。

[0198] 总的来说，这些结果表明在来自PTPμ-/-缺乏小鼠的成骨细胞中观察到的GiPCR信

号传导的降低增大是由于由PTPμ的损失引起的PIPK1γ活性的失调。

[0199] 实施例11：在来自患有特发性脊柱侧凸的患者的成骨细胞中PTPμ下调且PIPK1γ

上调

[0200] 为了探究PTPμ的损失在脊柱侧凸的发展中的临床相关性，首先研究患有特发性脊
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柱侧凸的患者(34)中的PTPμ表达水平和健康对照受试者(17)。据发现PTPμ表达在来自对照

受试者的成骨细胞中清楚地检测到，但在来自患有特发性脊柱侧凸的患者的成骨细胞中降

低，而β-肌动蛋白的表达水平在两个组之间是类似的(图7A和7B)。相对于对照受试者在来

自脊柱侧凸患者的成骨细胞中的PTPμmRNA中发现至少50％的降低。当通过蛋白质印迹分析

细胞裂解产物以检查PTPμ的蛋白质水平时获得类似的结果(图7C)。这些数据清楚地指示

PTPμ在患有特发性脊柱侧凸的患者中下调。这些结果还显示可在脊柱侧凸患者间观察到

PTPμ蛋白水平的变化。

[0201] 此外，通过qPCR测量人AIS和对照成骨细胞中PIPK1γ的表达(RNA)。它显示在AIS

患者(n＝11)中相较于对照受试者(n＝4)上调(图8)。

[0202] 权利要求的范围不应受实施例中阐明的优选实施方案的限制，而是应给予总体上

与说明书一致的最广泛的解释。
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