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1. DATOS BÁSICOS DEL TFG:

Título: Generación de partículas lentivirales para expresión constitutiva de variantes genéticas
asociadas a Hipofosfatasia

Descripción general (resumen y metodología):

La Hipofosfatasia (HPP) es una enfermedad genética rara y, en algunos casos letal, caracterizada
principalmente por defectos en la mineralización ósea y dental (1). La prevalencia de esta
enfermedad es difícil de estimar debido al desconocimiento de este trastorno, a la alta tasa de
infradiagnóstico de la enfermedad, y al solapamiento de la sintomatología con otros trastornos más
frecuentes. En España se ha estimado que la prevalencia de las formas moderadas de HPP podría
ser de 1/3.100 (2). Esta enfermedad está causada por una o más mutaciones en el gen ALPL que
codifica la proteína fosfatasa alcalina no específica de tejido (TNSALP) (3) cuya función es la
hidrólisis de los enlaces monoéster de diversas moléculas fosforiladas para producir fosfato
inorgánico (Pi). Entre los sustratos de TNSALP podemos destacar el pirofosfato inorgánico (PPi) cuya
hidrólisis da lugar a Pi, (necesario para la producción de cristales de hidroxiapatita (4) implicados
en la formación ósea). El piridoxal-5-fosfato (PLP), también conocido como vitamina B6, es otro
sustrato importante de TNSALP y un precursor de algunos neurotransmisores (1) por lo que algunos
pacientes afectados presentan además trastornos a nivel neurológico. Entre otros sustratos de
TNSALP se encuentran algunos precursores inflamatorios como lipopolisacáridos bacterianos (LPS)
(5), adenosin trifosfato (ATP) (6) y osteopontina fosforilada (7), lo que sugiere una potencial función
de TNSALP a nivel inflamatorio, aunque este aspecto no ha sido estudiado hasta la fecha en
humanos. Para estudiar el papel de TNSALP a nivel inflamatorio, se pretende llevar a cabo este
proyecto, con objeto de realizar la caracterización funcional de nuevas variantes identificadas en el
gen ALPL en el contexto de la inflamación. Para ello se construirán partículas lentivirales para la
expresión de las variantes genéticas a estudiar en distintas líneas celulares inmunitarias. Tras la
expresión de las variantes, se realizarán distintos ensayos de actividad que se detallan en la
metodología. Con esta aproximación, pretendemos caracterizar la proteína TNSALP en el contexto
inflamatorio/inmunitario, ya que actualmente no existen evidencias científicas en esta línea. Así,
este proyecto pretende avanzar en el conocimiento a nivel molecular de la relación entre actividad
fosfatasa alcalina y desarrollo de alteraciones autoinmunes y/o inflamatorias.

Tipología: Trabajos experimentales, de toma de datos de campo o de laboratorio.

Objetivos planteados:

El objetivo general de esta trabajo es estudiar el papel regulador de TNSALP en respuesta a
estímulos proinflamatorios en Linfocitos, Monocitos y Neutrófilos mediante ensayos in vitro por
generación de partículas lentivirales, para lo cual se establecen los siguientes objetivos específicos:
1. Construcción de plásmidos lentivirales con las variantes del gen ALPL identificadas en la cohorte
de pacientes HPP. 2. Producción de partículas lentivirales y determinación de la titulación para la
transducción de distintas líneas celulares. 3. Ensayos de actividad de ALP en las distintas líneas
celulares transducidas y ensayos in vitro de inflamación.
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