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1. DATOS BASICOS DEL TFG:

Titulo: Desarrollo de Vectores Lentivirales para la Expresidon Estable y Caracterizacién Funcional de
Variantes Genéticas en Hipofosfatasia

Descripcion general (resumen y metodologia):

La Hipofosfatasia (HPP) es una enfermedad genética rara y, en algunos casos letal, caracterizada
principalmente por defectos en la mineralizacién ésea y dentall. La prevalencia de esta
enfermedad es dificil de estimar debido al desconocimiento de este trastorno, a la alta tasa de
infradiagnéstico de la enfermedad, y al solapamiento de la sintomatologia con otros trastornos
mas frecuentes. En Espafa se ha estimado que la prevalencia de las formas moderadas de HPP
podria ser de 1/3.1002. Esta enfermedad estd causada por una o0 mas mutaciones en el gen ALPL
que codifica la proteina fosfatasa alcalina no especifica de tejido (TNSALP)3 cuya funcién es la
hidrélisis de los enlaces monoéster de diversas moléculas fosforiladas para producir fosfato
inorganico (Pi). Entre los sustratos de TNSALP podemos destacar el pirofosfato inorganico (PPi)
cuya hidrélisis da lugar a Pi, (necesario para la produccién de cristales de hidroxiapatitad
implicados en la formacién ésea). El piridoxal-5-fosfato (PLP), también conocido como vitamina
B6, es otro sustrato importante de TNSALP y un precursor de algunos neurotransmisoresl por lo
gue algunos pacientes afectados presentan ademas trastornos a nivel neurolégico. Entre otros
sustratos de TNSALP se encuentran algunos precursores inflamatorios como lipopolisacaridos
bacterianos (LPS)5, adenosin trifosfato (ATP)6 y osteopontina fosforilada7, lo que sugiere una
potencial funcién 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 caracterizacién funcional de nuevas
variantes identificadas en el gen ALPL en el contexto de la inflamacién. Para ello se construirdn
particulas lentivirales para la expresién de las variantes genéticas a estudiar en distintas lineas
celulares inmunitarias. Tras la expresién de las variantes, se realizaradn distintos ensayos de
actividad que se detallan en la metodologia. Con esta aproximacion, pretendemos caracterizar
la proteina TNSALP en el contexto inflamatorio/inmunitario, ya que actualmente no existen
evidencias cientificas en esta linea. Asi, este proyecto pretende avanzar en el conocimiento a
nivel molecular de la relacién entre actividad fosfatasa alcalina y desarrollo de alteraciones
autoinmunes y/o inflamatorias

Metodologia

1. Estudio del papel regulador de TNSALP en respuesta a estimulos proinflamatorios en
Linfocitos, Monocitos y Neutréfilos mediante ensayos in vitro por generacién de particulas
lentivirales.

1.1. Construccién de pldsmidos lentivirales con las variantes del gen ALPL identificadas en la
cohorte de pacientes HPP: Para conocer los mecanismos moleculares del papel de TNSALP en
inflamacién, se construirdn vectores virales de segunda generacién usando el pldsmido pLVX con
un gen de resistencia a higromicina conteniendo las diferentes mutaciones en el gen ALPL
identificadas en la cohorte de pacientes con HPP, asi como la secuencia candnica del gen (WT).
Se disefiaran los correspondientes oligonucleétidos mediante el software Clonemanager, y se
realizardn las correspondientes amplificaciones de los insertos mediante PCR usando como DNA
molde las construcciones del grupo en pCDNA 3.1 conteniendo las distintas variantes. Las
digestiones y ligaciones se llevaran a cabo por las enzimas de restriccién Nhel y BamHI (Fast
Digest de Thermofisher) y ligasa T4 (Thermo Fisher) respectivamente.

1.2. Produccién de particulas lentivirales y determinacién de la titulacién para la transduccién




de distintas lineas celulares: La sobreexpresién de las proteinas de interés se llevard a cabo
mediante transduccién celular a través de lentivirus de segunda generacién. Para generar los
lentivirus, se realizara una transfeccién quimica utilizando lipofectamina 3000 en diferentes
lineas celulares (células derivadoras de macréfagos (U937), linfocitos (JurKat) y células
derivadoras de neutréfilos (HL60)), con tres plasmidos diferentes: pLVX-IRES-HYG, que contiene
insertada en el sitio multiclonig la secuencia del gen de interés y la resistencia a higromicina;
psPAX2, que proporciona el empaquetamiento lentiviral; y, pVSV-G que expresa la glicoproteina
envuelta del virus de la estomatitis vesicular. Tras la incubacién del cultivo, se recogerdn los virus
de segunda generacién y se utilizaran para la transduccién de las lineas celulares seleccionadas.
Las células transducidas se seleccionardn mediante higromicina y la sobreexpresién de
genes/proteinas de interés se comprobard mediante RT-qPCR y Western Blot respectivamente.
Las células U937 se diferenciardn a macréfagos proinflamatorios (M1) mediante la incubacién
con Forbol 12-Miristato 13-Acetato (PMA) durante 36-48h mientras que las células HL60 se
diferenciaran en neutréfilos mediante la administracién de dimetil sulféxido (DMSO) durante 7
dias y serdn debidamente fenotipados mediante citometria de flujo.

1.3. Ensayos de actividad de ALP en las distintas lineas celulares transducidas y ensayos in vitro
de inflamacién: Se medira la actividad de fosfatasa alcalina en todas las lineas celulares antes y
después de la incubacién con agentes proinflamatorios como LPS, ATP o ionomicina. Con
respecto a los macréfagos diferenciados, se determinardn los niveles de arginina sintasa y
produccién de especies reactivas de oxigeno mediante kits colorimétricos y la produccién de IL6
e IL8 mediante kits ELISA. También se determinard la translocacién de NF-kB al nlicleo y la
produccién de caspasa 1 mediante microscopia confocal. En relacién a los linfocitos, se medira
la expresién de IL2, IL6, IFNg, TNFa y CXCL8 mediante kits ELISA, asi como la variacién en la
expresidon de CD3 y la apoptosis celular mediante citometria de flujo. Finalmente, se estudiara
en la linea de neutréfilos la produccién de especies reactivas de oxigeno mediante ensayos
colorimétricos, la produccién de calprotectina mediante kits ELISA y produccién de redes de ADN
(NETs) y migracién celular mediante microscopia.

Tipologia: Trabajos experimentales, de toma de datos de campo o de laboratorio.
Objetivos planteados:

1. Estudio del papel regulador de TNSALP en respuesta a estimulos proinflamatorios en
Linfocitos, Monocitos y Neutréfilos mediante ensayos in vitro por generacién de particulas
lentivirales.

1.1. Construccién de pldsmidos lentivirales con las variantes del gen ALPL identificadas
en la cohorte de pacientes HPP.

1.2. Produccién de particulas lentivirales y determinacién de la titulacién para la
transduccién de distintas lineas celulares.

1.3. Ensayos de actividad de ALP en las distintas lineas celulares transducidas y ensayos
in vitro de inflamacién.
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