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Enfermedad de Niemann-Pick tipo C. Aproximación a la caracterización funcional de la proteína NPC1 y estudio de su correlación con el genotipo y el fenotipo. 
Resumen
El trabajo que se se pretende realizar un estudio de caracterización funcional de la proteína NPC1 así como de su correlación con el genotipo y el fenotipo clínico de pacientes Niemann-Pick tipoC. Además, continuaremos realizando la caracterización bioquímica y molecular de los pacientes que lleguen al Instituto de Bioquímica Clínica con sospecha clínica de enfermedad de NPC o con una clínica sugerente de padecer la enfermedad.

Para ello, los objetivos y la metodología que utilizaremos será la siguiente:

Objetivos: A) Estudios celulares y bioquímicos a nivel de la proteína NPC1

A.1) Efecto de las mutaciones de nuestra población sobre los niveles de la proteína NPC1

A.2) Análisis funcional de la proteína NPC1.

B) Realizar el diagnóstico molecular de los nuevos pacientes con enfermedad de Niemann-Pick tipo C. Ofrecer el consejo genético a las familias afectas a través del diagnóstico de portadores y del prenatal

Metodología del proyecto: El diagnóstico bioquímico se realizará con la técnica citoquímica con Filipina, previamente puesta a punto en nuestro centro, tanto para las formas clásicas de la enfermedad cómo para las variantes (en éste último caso, las células se tendran las 24 últimas horas con LDL pura en lugar de suero humano completo). Para el estudio molecular, se estudiarán los genes NPC1 y NPC2 siguiendo los protocolos puestos a punto en nuestro centro gracias a la ayuda concedida por parte de la Fundación Niemann-Pick de España durante los años 2002-2004 (ver la publicación realizada por nuestro grupo en Clin Genet 2005: 68, 254-254).

Para el estudio de la proteína NPC1 se pondrán a punto: a) técnicas de Inmunoblot  para evaluación de la afectación de las mutaciones de nuestra población a los niveles de dicha proteína; b) Para la identificación de las funciones de NPC1 se utilizará la estrategia siguiente: 1) Se identificaran las proteínas de interacción con NPC1 mediante técnicas de proteómica y 2) Se analizará el efecto de NPC1 sobre la función de las proteínas identificadas que se consideren mas relevantes. 

Antecedentes y estado actual del tema
La enfermedad de Niemann-Pick tipo C  (NPC) es una enfermedad con afectación neurológica y visceral de carácter grave y evolutivo con manifestaciones clínicas, bioquímicas y moleculares diferentes a las de  las enfermedades de Niemann-Pick tipo A y tipo B. Presenta una herencia  autosómica recesiva  con una prevalencia estimada de 1:150.000 individuos en Europa occidental.

La enfermedad de Niemann-Pick tipo D debe considerarse una variante alélica de la enfermedad de Niemann-Pick tipo C hallada únicamente en los pacientes de Nueva Escocia (Colorado).

Bioquímicamente, la enfermedad de NPC se debe a un defecto(s) en el transporte del colesterol exógeno afectando a la homeostasis de éste lípido  que provoca un acumulo de colesterol libre (no esterificado) en los lisosomas / endosomas tardíos de las células de diversos tejidos, así como de algunos esfingolípidos en hígado o cerebro (Vanier 1999). 

A pesar que no se conoce la localización y naturaleza exacta del defecto(s) en el metabolismo del colesterol, se sabe que en la enfermedad de NPC existen dos grupos de complementación distintos, denominados NPC1 y NPC2 respectivamente. El grupo NPC1 incluye aproximadamente el 95% de los pacientes diagnosticados de esta enfermedad. En ellos, el  defecto primario es consecuencia de mutaciones en el gen NPC1 localizado en cromosoma 18 (18q11-12) (Carstea et al., 1997). El grupo NPC2 incluye el resto de pacientes, en los cuales se ha visto que el defecto molecular primario se localiza en el gen HE1/NPC2 localizado en el cromosoma 14 (14q24.3) (Naureckiene et al. , 2000).

La proteina NPC1 es una proteina transmembrana lisosomal/endosomal que consta de 13 dominios: tres de  grandes y cuatro pequeños a nivel luminal y seis de pequeños y una cola a nivel citoplasmático. Poco se sabe sobre sus funciones y su posible papel en la vía de transporte del colesterol. No obstante, parece que es un trímero que actua como una flipasa para ácidos grasos, transportandolos a través de la membrana (Comunicación personal Dr. Iannou en el 2º Congreso internacional sobre NPC, Tucson (Arizona), 2003). Por otro lado se sabe que presenta una elevada homología con una familia de permeasas procariotas. Concretamente las proteinas RND ( Resistance-Nodulation-Division), la expresiion de las cuales está inducida por ácidos grasos y que son capaces de transportar diferentes tipos de moléculas cun una cara lipolítica. Por lo tanto, parece que la proteína NPC1 sería la primera proteína de este tipo encontrada en mamíferos (Davies et al., 2000).

Actualmente se han descrito unas 200 mutaciones distintas en el gen NPC1 y 8 en el gen NPC2. De las mutaciones localizadas en el primer gen, cabe destacar que únicamente 5 (C177Y, W942C, P1007A, A1035V, I1061T)  tienen una cierta prevalencia, pero que ninguna de ellas supera el 15% de los alelos mutados en las distintaspoblaciones dónde se han estudiado. Las mutaciones del gen NPC2 se han encontrado en un grupo reducido de pacientes  y  sólo la E20X  tiene una cierta relevancia (Neurekiene et al., 2000).    

Desde el punto de vista clínico, la enfermedad de NPC se caracteriza por la presencia de afectación visceral en forma de esplenomegalia y/o hepatomegalia y afectación neurológica, que se inicia con trastornos en la deambulación (ataxia) a los que siguen otros signos de afectación cerebelosa (dismetría y disartria). En esta segunda etapa es cuando aparece la oftalmoplejia supranuclear indicativa de que se está iniciando una afectación progresiva de tronco cerebral que posteriormente conducirá a la aparición de disfagia y oftalmoplejia completa. Durante el curso de la enfermedad, también puede aparecer distonía, espasticidad y crisis epilépticas y de cataplejia. A pesar de que en general, todos los pacientes NPC  comparten la misma clínica, se distinguen cuatro formas  de presentación, atendiendo a la edad a la que se inician los síntomas neurológicos: forma severa del lactante: antes de los dos años; forma infantil: de los 3 a los 5 años; forma juvenil de los 5 a los 16 años y finalmente forma del adulto que se inicia a partir de los 16 años, la cual puede cursar con trastornos psiquiátricos. Existe también una forma colostásica neonatal con afectación hepática y ascitis fetal de aparición  ya en los primeros días de vida, de curso  fulminante, con exitus precoz.

Aunque actualmente no es una práctica habitual, ante la sospecha clínica de enfermedad de Niemann-Pick tipo C, se puede realizar una punción de médula ósea, que puede demostrar la presencia de hallazgos muy sugestivos, como son la presencia de células espumosas de depósito y los histiocitos azul mar. No obstante, la confirmación del diagnóstico se basa en la  demostración a nivel celular del acumulo de colesterol libre y/o en la demostración de la disminución de colesterol esterificado. El primero de estos diagnósticos, se realiza en fibroblastos cultivados mediante una técnica citoquímica con filipina, que es un antibiótico que tiene la capacidad de unirse específicamente al colesterol libre y que cuando es impresionado por la luz ultravioleta, emite fluorescencia. Así, mediante la utilización de un microscopio óptico con luz ultravioleta, en los pacientes NPC, puede observarse un acumulo de vesículas perinucleares floresecntes que nos indican la localización y el aumento cualitativo del colesterol libre. A estos pacientes que presentan filipina claramente positiva se les conoce como pacientes con “fenotipo bioquímico clásico” (Vanier et al., 1991). No obstante, existen ciertos pacientes NPC en los cuales este aumento de vesículas fluorescentes es muy escaso o prácticamente nulo y que corresponden a lo que se conoce como “fenotipo bioquímico variante”.

La segunda técnica bioquímica diagnóstica, se basa en la demostración en células cultivadas de niveles disminuidos de ésteres de colesterol y se realiza  por técnica radiactiva utilizando ácido oleico marcado con tritio. En pacientes NPC los niveles de ésteres de colesterol varían desde valores menores del 10% (fenotipo bioquímico clásico) hasta valores que pueden llegar a un 60% de los valores control, pasando por un amplio abanico de porcentajes (fenotipo bioquímico variante).

Desde el punto de vista terapéutico, hasta hace menos de un año, únicamente se disponía de tratamiento sintomático para las complicaciones que iban surgiendo en los diferentes órganos y sistemas afectados. A pesar de que no existe por el momento ningún tratamiento curativo de la enfermedad, al igual que ocurre para muchas enfermedades lisosomales, en estos momentos existen distintos grupos que están trabajando en las siguientes posibles estrategias terapéuticas: Reparación del gen o reemplazar el gen defectuoso; reemplazar las células defectuosas (terapia con stem-cells); transducción del producto génico, (administrar la proteína sana por vía endovenosa, utilizando un virus); reemplazar distintas moléculas.Otras estrategias consistirían en actual sobre los mecanismos antinflamatorios,   inhibiendo los programas de muerte neuronal o bien inhibiendo la fosforilización de la proteina  tau, que produce las anomalías neurofibrilares que aparecen tanto en la enfermedad de Alzheimer como en el NPC. Finalmente, la terapia que en estos momentos parece la de elección y que es la única que se está utilizando ya en humanos es la terapia de inhibición de sustratos. Actualmente, existe la aceptación por parte del Ministerio de Sanidad para  el uso compasivo de una de estas terapias de inhibición de sustrato. Concretamente con el N-butyldeoxynojirimycin (OGT918) Miglustat (Zavesca) que es un fármaco oral que ha sido aprobado por las autoridades Sanitarias para el tratamiento de la enfermedad de Gaucher tipo I. Esa sustáncia, inhibe la glucosilceramida sintasa, que es el enzima responsable del primer paso de la síntesis de la mayoría de glucolípidos. Por lo tanto no se formará la glucosilceramida que es el sustrato que se acumula en la enfermedad de Gaucher. Así pués, esta terapia de redcción de sustrato, que se ha demostrado positiva para los pacientes Gaucher tipo I, pudiera ser que también fuese beneficiosa para los pacientes NPC ya que además del colestrol libre, en esta enfermedades acumulan tambén ceramida, glucosilceramida y otros lípidos en los tejidos y órganos afectados. De hecho ya hay una publicación del suministro de esta terapia en un paciente NPC inglés (Lachmann et al., in press). En el momento acual, existe un ensayo terapéutico a doble ciego realizado conjuntamente en USA y Manchester en esta enfermedad. En España, actualmente, hay dos pacientes en tratamiento por uso compasivo desde hace 10 meses y otros 4 aprobados por las autoridades sanitarias.

Puesto que la posible terapia está todavía en fase muy inicial, la prevención, a través del consejo genético, se convierte en la herramienta más efectiva hoy por hoy para las familias afectas. En este sentido, la genética molecular  es la única metodología adecuada para el diagnóstico de portadores y la única 100% fiable para el diagnóstico prenatal. No obstante, tiene el inconveniente que en primer lugar, debe identificarse el genotipo de cada paciente, lo cual conlleva un tiempo , ya que existe una elevada heterogeneidad alélica.

Gracias a la ayuda concedida por parte de la Fundación Niemann-Pick de España durante los años 2002-2004, hemos podido realizar los estudios clínicos y moleculares en el grupo de pacientes españoles diagnosticados bioquímicamente en el Instituto de Bioquímica Clínica de esta enfermedad (41 pacientes pertenecientes a 40 familias no relacionadas). De los resultados obtenidos gracias a esta ayuda, se han preparado dos manuscritos y enviado a revistas extranjeras para su publicación.

 Los objetivos fundamentales que nos habíamos planteado en este proyecto fueron tres: 

 1) Identificar  el genotipo de cada uno de los pacientes diagnosticados de la enfermedad de Niemann-Pick tipo C (NPC); 2) Valoración clínica de los pacientes y recogida de datos para definir posibles correlaciones genotipo-fenotipo que permitieran establecer un pronóstico de la enfermedad y 3) Poder ofrecer un consejo genético adecuado a las familias afectas a través del diagnóstico de portadores y del diagnóstico prenatal.

En este sentido, se realizó una base de datos de pacientes afectos de NPC formada por 51 ítems clínicos conteniendo los datos de filiación de cada paciente, los principales síntomas de la enfermedad y su edad de aparición en cada una de las diferentes formas clínicas, permitiendo así poder establecer una curva de evolutividad de la enfermedad. Así mismo, creamos una escala de discapacidad adaptada a estos pacientes con cuatro ítems básicos (deambulación, manipulación, lenguaje y deglución) que nos permitió establecer el grado de severidad de los pacientes de forma evolutiva.

En cuanto a los signos viscerales (hepato/esplenomegalia) se observó de forma significativa la presencia de esplenomegalia en la práctica totalidad de los pacientes (96%) independientemente de la forma clínica y se correlacionó la edad de detección de este signo con la aparición de los síntomas neurológicos, principalmente la oftalmoplejia. A diferencia de la esplenomegalia, la presencia de hepatomegalia es variable y está relacionada con la forma clínica, de manera que es prácticamente constante en formas precoces, de aparición variable en formas juveniles y ausente en adultos. En cuanto a los síntomas motores, se detectó la presencia de una torpeza motora inespecífica e insidiosa referida entre dos y cuatro años antes de que se instaurara una ataxia cerebelosa evidente. De todos los signos y síntomas clínicos, la oftalmoplejia vertical resulta en general el signo guía de sospecha de  la enfermedad que hace iniciar el proceso diagnóstico. En cuanto a la escala de discapacidad se ha observado una tendencia a presentar menor severidad dentro del mismo grupo clínico en las formas bioquímicas variantes. 

Los resultados bioquímicos de nuestros pacientes muestran una predominancia de formas bioquímicas clásicas  (80% aproximadamente) respecto a las formas variantes. Al igual que sucede en las otras poblaciones estudiadas, a excepción de la población portuguesa, en que las formas bioquímicas clásicas y variantes se encuentran en porcentajes semejantes.

Los resultados de los análisis moleculares muestran que, al igual que sucede en las otras poblaciones europeas, existe también una heterogeneidad alélica importante, ya que hemos encontrado 38 mutaciones diferentes en el gen NPC1, de las cuales 26 son nuevas. Unicamente 6 mutaciones (C177Y, Q775P, FsG992,  P1007A, A1035V y I1061T) tienen cierta relevancia: cubren  cerca del 40% de los alelos  y el 20% de los genotipos. El resto de los alelos mutados, está formado por mutaciones que en su mayoría son particulares. Cabe destacar también, que con la metdología utilizada para la búsqueda de mutaciones responsables de la enfermedad de nuestros pacientes (Polimorfismos de conformación de cardena sencilla, SSCP y secuenciación de patrones anómalos) hemos cubiero únicamente 88% de los alelos mutados en el gen NPC1, con lo cual, actualmente, estamos secuenciando toda la zona codificante del gen NPC y zonas flanqueantes, en aquellos pacientes con sólo una o ninguna mutación identificada de su genotipo. No hemos encontrrado nungún paciente con mutaciones en el gen NPC2

La elevada heterogeneidad de mutaciones en esta enfermedad, dificulta enormemente el establecimiento de correlaciones entre el genotipo y el fenotipo, en vistas al pronóstico de la misma. No obstante, a nivel bibliográfico existen algunas asociaciones, que en muchos casos han podido ser corroboradas con nuestros resultados. Por un lado, en la bibliografía se citan ciertas correlaciones entre el genotipo y el fenotipo bioquímico y por otro, entre el genotipo y el fenotipo clínico. Respecto a la primera de estas asociaciones, nuestros resultados ratifican lo establecidas tanto para la mutaciones A1035V y I1061T, que las hemos encontrado siempre asociadas al fenotipo bioquímico clásico, como para la P1007A asociada siempre al fenotipo bioquímico variante (Millat et al., 2001). Por el contrario, la mutación  C177Y,  que se había asociado al fenotipo bioquímico variante (Ribeiro et al.,2001), la hemos encontrado asociada a una filipina claramente positiva (forma clásica).

Para finalizar, en lo que hace referencia a las posibles correlaciones entre el genotipo y la clínica del paciente, queremos hacer las siguientes consideraciones. En primer lugar, nuestros resultados corroboran la asociación establecida en la bibliografía, para la mutación Q775P y el fenotipo infantil. Por otra parte, amplían la asociación establecida de la mutación I1061T con el  fenotipo juvenil, a fenotipo clínico infantil tardío y finalmente, nuestros resultados apuntan que las dos mutaciones A1035V y C177Y, que no se habían asociado a ningún tipo de expresión clínica podrían asociarse al fenotipo infantil e infantil tardío respectivamente.

Debido al escaso conocimiento de las funciones de la Proteína NPC1, pretendemos realizar estudios funcionales de la misma  para un mejor entendimiento de cómo pueden afectar las mutaciones a esta proteína cara a las posibles correlaciones genotipo-fenotipo y al pronóstico de la enfermedad. Además, puesto que en estos momentos ya disponemos de todas las herramientas necesarias para llevar a cabo el diagnóstico bioquímico y el molecular, así como de una base de datos clínica y de una escala de discapacidad para evaluación clínica de los pacientes, pretendemos continuar llevando a cabo esta labor asistencial ya que el IBC se ha convertido en el centro de referencia a nivel estatal, para el diagnóstico de esta enfermedad.
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Este es un trabajo que recoge los estudios bioquímicos realizados en 125 pacientes clinicamente NPC. Para el diagnóstico utilizan la técnica de la filipina para el colesterol libre y para el colesterol esterificado, realizan una cuantificación con ácido oleico.
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En este trabajo se descrinbe la enfermedad de NPC como una enfermedad neurodegenerativa en la que hay un problema a nivel de la homeostasis del colestrol exógeno, en la que se produce como cosecuencia un acúmulo de colestrol libre a nivel del lisosoma

OBJETIVOS CONCRETOS

Desde el punto de vista asistencial:

a) Una vez establecido el diagnóstico bioquímico preciso de cada paciente NPC, seguir ofreciendo el diagnóstico molecular a cada paciente. Ello nos permitirá, al igual que hasta ahora nos ha permitido, poder ofrecer a los familiares sanos de los pacientes un consejo genético apoyado en el diagnóstico de portadores y ofrecer cuando se requiera un diagnóstico antenatal con absoluta fiabilidad. Hay que tener en cuenta que el diagnóstico prenatal  utilizando únicamente técnicas bioquímicas, sólo es posible para aquellos pacientes con el fenotipo clásico de la enfermedad, es decir, para aquellas familias cuyo caso índice muestra una prueba de la Filipina claramente positiva. Por ello, el diagnóstico molecular es totalmente imprescindible y la única herramienta para poder cubrir el diagnóstico prenatal a la totalidad de familias afectas y con absoluta fiabilidad.

Desde el punto de vista de investigación:

Estudios a nivel de la proteína NPC1:

Caracterización funcional de la proteína NPC1. Concretamente pretendemos identificar las posibles funciones de esta proteína. La estrategia a seguir es:

1) Identificación de las proteínas que interaccionan con NPC1 mediante técnicas de cromatografía de afinidad y de proteómica

2)  Analisis del efecto de las mutaciones mas prevalentes sobre la interacción con las proteínas de unión y 3) Estudio del efecto de NPC1 sobre la actividad de las proteínas de interacción que se consideren más relevantes.
HIPOTESIS
Nuestra hipótesis de trabajo considera que las mutaciones mas prevalentes en el gen que codifica para la proteína NPC1 generan una alteración funcional de ésta, que asumimos se traduce en una alteración del fenotipo, dando lugar a una presentación clínica determinada.

Es por ello que pretendemos identificar las posibles funciones de la proteína NPC1 normal y posteriormente estudiar las posibles alteraciones de estas funciones como consecuencia de estas mutaciones prevalentes (I1061T y P1007A), que se traducirán en distintos fenotipos clínicos.

METODOLOGÍA

Sujetos de estudio: Todos los pacientes remitidos por los distintos hospitales de ámbito nacional con sospecha de enfermedad de NPC. 

Pacientes diagnosticados ya de enfermedad de NPC, homocigotos para  determinadas mutaciones

Metodología específica:

A) Para la puesta a punto de las técnicas de Inmunoblot, se utilizará la metodología descrita por Millat et al., 2001 ( ver bibliografía)
B) Para la identificación de las funciones de NPC1:

1) Identificación de las proteinas de unión a NPC1 normal: La identificación de proteínas de unión a NPC1 se realizará mediante técnicas de proteómica (cromatografía de afinidad, electroforesis bidimensional i espectrometría de masas). Con la proteína NPC1 purificada como proteína de fusión con GST se construirá una columna de afinidad mediante su acoplamiento a una resina de Sepharosa 4B. Como control se utilizará una columna de GST acoplada a la misma resina. A través de estas columnas se pasarán extractos de fibroblastos. Las proteínas que queden retenidas en la columna se eluirán utilizando un tampón con 1M NaCl y 0.5% de triton X-100. Las proteínas eluidas se separaran mediante electroforesis bidimensional. Las distintas proteínas se recortaran del gel, se digerirán y los péptidos obtenidos se identificaran mediante espectrometría de masas, en primer lugar utilizando un Maldi y si es necesario, en segundo lugar una trampa iónica (LCQ). Una vez identificadas estas proteínas, estableceremos grupos (clusters) de aquellas que participen en una misma ruta, con lo que esta información nos permitirá definir funciones en las cuales participa la proteína NPC1.

2) Análisis del efecto de las mutaciones mas prevalentes sobre la interacción con las proteínas de unión: Se utilizará el mismo protocolo descrito en el apartado anterior, pero en vez de utilizar la proteína normal en las columnas se utilizarán las proteinas mutadas (I1061T) o (I1007A) que se obtendrán por mutagenesis dirigida. Estas proteínas mutantes tienen un interes especial debído a  que son las representativas del fenotipo bioquímico clásico, es decir a pacientes con un acúmulo importante de colestrol libre a nivel lisosomal (mutación I1061T) y por el contrario, a pacientes con el fenotipo vatiante, o pacientes con un acúmulo mucho menor de colesterol (mutación P1007A).

3) Estudio del efecto de NPC1 sobre la actividad de las proteínas de interacción que se consideren mas relevantes: De las proteínas de unión identificadas se seleccionarán aquellas que se considere que son mas relevantes para el trabajo. Tendran prioridad aquellas cuya interacción con la proteína NPC1 se vea alterada por las mutaciones descritas anteriormente. Una vez seleccionadas estas proteínas, si son de función conocida se analizará el efecto de la proteína NPC1 sobre su actividad mediante los ensayos habituales  para la determinación de dicha función. Si las proteínas son de función desconocida la estrategia será la transfección de células con un vector de expresión para el gen que codifica esta proteína y analizar el efecto de esta sobre expresión sobre las distintas vias metabólicas. 

PLAN DE TRABAJO

- Etapas de desarrollo del proyecto:
Durante los dos años del proyecto, se continuará ofreciendo el diagnóstico molecular a todos los pacientes NPC que vayamos diagnosticando en vistas al diagnóstico de portadores y a los posibles prenatales que de ellos se deriven. Asimismo, se realizará una evaluación clínica de cada caso, que consistirá en la inclusión en la base de datos clínica y en la evaluación clínica mediante la escala de discapacidad.

De forma específica, durante el primer año: 

. Puesta en marcha de la técnica de Inmunoblot para detección de la proteína NPC1. El anticuerpo anti NPC1, que es un policlonal, será suministrado por la Dra. Vanier de Lyon.

Respecto a los estudios de funcionalidad de la proteína NPC1(Proteómica):

.Obtención y purificación de la proteína NPC1 recombinante 

.Preparación de las columnas de NPC1-sepharosa 4B
.Identificación de las proteínas de unión a la proteína NPC1 normal 

.Clasificación de las proteínas en grupos funcionales

Durante el segundo año, se realizará  lo mismo que en el primero, pero en lugar de utilizar la proteina NPC1 normal, utilizaremos las proteínas mutadas

Sugún resultados se analizará la posibilidad de ampliar el trabajo a un un tercer año.

Lugar de realización del proyecto:

. Toda la parte asistencial de diagnóstico molecular de los pacientes NPC así como la puesta a punto de las técnicas de Inmunoblot para la proteína NPC1 se realizará en eñ Instituto de bioquímica Clínica. 

. La parte de la caracterización funcional de la proteína NPC1 se realizará en el laboratio de Biologia celular de la Facultad de Medicina de la Universidad de Barcelona, bajo la supervisión del Dr. Oriol Bachs. El análisis proteómico se realizará en la unidad de Proteómica de los servicios científico-técnicos de la Universidad de Barcelona ubicada en la Facultad de Medicina.

EXPERIENCIA DEL EQUIPO INVESTIGADOR SOBRE EL TEMA
Nuestro grupo tiene una amplia experiencia en el diagnóstico de enfermedades metabólicas hereditarias, lo que comporta estudios de metabolitos, enzimáticos, citoquímicos, inmunocitoquímicos/inmunoblot y moleculares. Además en el Instituto de Bioquímica Clínica (IBC) disponemos de técnicas de cultivo celular, tanto de fibroblastos como amniocitos y vellosidades de corion para su aplicación al diagnóstico de casos índices y prenatal. Cabe destacar también, que el IBC actua como Centro de Referencia a nivel estatal para el diagnóstico Bioquímico y Molecular de la enfermedad de Niemann-Pick tipo C (NPC). La experiencia concreta se centra en casi 50 familias NPC y en aproximadamente 700 pacientes con diagnóstico de enfermedad lisosomal.

Durante estos tres últimos años 2002-2004, la Fundación Niemann-Pick de España otorgó una ayuda financiada al equipo investigador del presente proyecto (Dra. M. Pineda por parte del Hospital de Sant Joan de Déu y la Dra. MJ Coll por parte del IBC, ambas como investigadoras principales del proyecto) para realizar el trabajo:

" Estudio de la expresión fenotípica y de su relación con el genotipo en pacientes españoles afectos de la enfermedad de Niemann-Pick tipo C". Gracias a esta financiación que incuía una becaria a tiempo completo y una a tiempo parcial, hemos llevado a cabo la puesta en marcha de la metodología necesaria para el completo diagnóstico bioquímico, así como para el diagnóstico molecular de los pacientes españoles. Además, hemos podido realizar una base de datos de los pacientes españoles y una escala de discapacidad para la evaluación clínica de dichos pacientes. En estos momentos, contamos con toda esta metodología y con los resultados del trabajo realizado, fruto de los cuales se han preparado dos manuscritos que están enviados a dos revistas internacionales para su publicación:

. Fernandez-Valero E M, Ballart A , Lluch,   Iturruaga C, Macias J, Vanier MT, Pineda M, Coll MJ. Molecular analysis in 40 Niemann-Pick type C Spanish unrelated patients.Identification of  25 novel mutations in NPC1 gene, haplotype studies and genotype–phenotype correlation Clin Genet 2005: 68, 245 - 254

Pineda M, Iturriaga C, Vanier MT, Coll MJ. Niemann-Pick type C in Spain: Clinical Study (enviado para su evaluación/publicación)

Otras publiaciones que avalan nuestra capacidad para realizar epidemiología molecular así como para realizar estudios de inmunocitoquímica e inmunoblot, se detallan en el curriculum de la Dra. Coll. Concretamente: Enfermedad de Hunter (2 publicaciones en J Inher Dis y 1 en Hum Mutat); enfermedad de Hurler (1 en Hum Mutat); Leucodistrófia metacromática (1 en Hum Mutat); enfermedad de Sanfilippo A (1 en Human Mutat y 1 en Am J Med Genet); enfermedad de Sanfilippo B (1 en J Inher Dis); Acidúria glutárica de tipo I (1en Pediatrics Research); enfermedad de Fabry (1 en Hum Mutat); Adrenoleucodistrofia ligada al cromosoma X (1en Prenatal Diag , 1 en J. Med Genet y 1 en Clinical Genet).
INSTALACIONES, INSTRUMENTACIÓN Y TÉCNICAS DISPONIBLES PARA LA REALIZACIÓN DEL PROYECTO
Instalaciones e instrumentación:

- Laboratorio de biología molecular básico (termocicladors, cubetas y fuentes de electroforesis, centrifugas, baños, área de tinción de geles con equipo fotográfico, ordenadores, etc.) No se dipone de secuenciador, pero las secuenncias se envian al Servicio de Secuenciación del Hospital Clínico dónde las realizan y las envian para su interpretación

- Laboratio de Biologia celular de la Facultad de Medicina de la Universidad de Barcelona.

- Unidad de Proteómica de los servicios científico-técnicos de la Universidad de Barcelona ubicada en la Facultad de Medicina.

 - Instrumentos básicos de laboratorio bioquímico (PH-metros, baños, espectrofotómetros, centrífugas, etc.)

- Laboratorio de cultivos celulares

Técnicas disponibles:

- Técnicas de biología molecular para diagnóstico molecular (obtención de DNA, RNA, cDNA, PCR, SSCP, heteroduplex, digestiones con enzimas  de restricción, Southern y preparación de secuencias)

- Técnicas de citoquímica, Inmunocitoquímica e inmunoblot.

- Técnicas electroforéticas uni y bidimensionales.

JUSTIFICACIÓN DE LA AYUDA SOLICITADA 

La Dra. Coll forma parte de la red a nivel estatal para el estudio de las enfermedades metabólicas hereditarias (REDEMETH). Concretamente del nodo 5: Grupo de Investigación de las patologías de acúmulo lisosomal.

Personal: 

Puesto que la realización de este proyecto se simultaneará con la labor diagnóstica y asistencial que el equipo investigador debe realizar, pedimos un becario Titulado Superior (Biólogo o Bioquímico) con cargo al proyecto. Creemos que tal petición queda plenamente justificada por el volumen de trabajo que supondrá el presente proyecto.

JUSTIFICACIÓN DETALLADA DE LA AYUDA SOLICITADA

	Becarios

1 Becario (12.250€ /año) para 2 años

(con sede en el Instituto de Bioquímica Clínica)


	24.500



	

	MATERIAL FUNGIBLE

. material de laboratorio biología molecular: 2.000€ / año

. Servicios Proteómica: 3.000€ / año

 
	4.000

6.000



	VIAJES, DIETAS  Y OTROS GASTOS

1000€ / año (x 2 años)     

	2.000

	Ayuda solicitada
	36.500€



Con el 10%  sobre estos gastos para la Fundació Clinic

       40.150 € 

Nota:

El contrato comenzará el próximo mes de Enero de 2006 y se prorrogará durante dos años, con posibilidad a ampliación de un tercer año. 

Los pagos se realizarán en dos partes: una primera (el 50%) a la firma del contrato (Diciembre de 2005) y una 2ª (el otro 50%) en Diciembre de 2006.

EQUPO INVESTIGADOR

El equipo investigado está formado por dos investigadores principales:  Dra. Mª José Coll 

A continuación indicamos los datos personales de situación laboral.
Dra. Mª José Coll Rosell

Adjunt Consultor

Institut de Bioquímica Clínica

Centre de Diagnòstic Bioqmèdic

Corporació Sanitària Clínic

