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RESUMEN

La poliquistosis renal dominante del adulto es una enfermedad genéticamente
heterogénea, con la mayoria de las familias presentando ligamiento positivo a mar-
cadores cercanos al gen PKD1, en la region cromosémica 16p13.3. El gen PKD1
codifica una proteina, la poliquistina, implicada en interacciones célula-célula y
célula-matriz extracelular. La mayor parte de la secuencia del gen se encuentra re-
petida al menos tres veces, con las secuencias homélogas localizadas en 16p13.1,
muy proximas a PKD1. Debido a esta duplicacion el andlisis de las mutaciones
en PKD1 en pacientes poliquisticos se limita a su region 3’ tnica, no duplicada.

En nuestro estudio buscamos mutaciones mediante analisis de conformacién de
hebra sencilla del ADN (SSCP) en el gen PKD1 (exones 35 a 46) en los pacien-
tes de 24 familias con ligamiento al cromosoma 16 (forma clasica de la enfer-
medad). Aquellos casos que indicaban la presencia de mutaciones fueron se-
cuenciados para definir esta mutacion.

En la region analizada, no hallamos ninguna mutacion responsable de la en-
fermedad en las 24 familias. Sin embargo, encontramos dos polimorfismos
(C12173T y A12273G), que son muy dtiles en el analisis de ligamiento de fami-
lias afectadas. El analisis de estos dos polimorfismos, junto con el microsatélite
KG8 situado en la region 3’ del gen PKD1, nos permitieron definir los haplotipos
que segregaban con la enfermedad en cada familia.
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MUTATION ANALYSIS OF THE PKD1 GENE IN PATIENTS WITH ADULT DO-
MINANT POLYCYSTIC KIDNEY DISEASE

SUMMARY

Autosomal dominant polycystic kidney disease (ADPKD) is a genetically hete-
rogeneous disease. Most families show a positive linkage to polymorphic markers
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around the PKD1 locus, mapped to 16p13.3. The PKD1 gene has been cloned
and encodes polycystin, a protein involved in cell-cell and cell-extracellular ma-
trix interaction. Most of the 5’-sequence of PKD1 is reiterated at least three times,
with the homologous sequences lying on 16p13.1, proximal to PKD1. As a con-
sequence of this duplication the analysis of PKD1-mutations on ADPKD1-patients
has been limited to the 3’ non duplicated region.

We searched for mutations by single strand conformation polymorphism (SSCP) at
the PKD1 gene (exons 35 to 46) on genomic DNA of patients from 24 ADPKD1 fa-
milies. Cases showing band shifts were sequenced to define the PKD1-mutation. Pul-
sed field gel electrophoresis (PFGE) was also performed to determine the presence of
large deletions. No mutation responsible for the disease in any of the 24 families was
found. However, two common polypmorphisms (C12173T and A122736) were found.
Both polymorphisms proved to be very useful in linkage analysis in affected families.

Key words: Autosomal dominant polycystic kidney disease. Mutation. DNA-
polymorphisms. Linkage analysis.

INTRODUCCION

La poliquistosis renal dominante del adulto afec-
ta aproximadamente a 1 de cada 1.000 individuos,
padeciéndola alrededor del 10% de los pacientes en
hemodiilisis. Esta enfermedad se caracteriza por la
formacion de quistes en ambos rifiones, quistes que
crecen en ndmero y tamano con la edad y son de-
tectados mediante ecografia’. Otras alteraciones son
quistes en el higado, hipertensién, y desarrollo de
aneurismas.

El analisis del ligamiento en familias afectadas re-
vela la existencia de al menos tres genes implica-
dos en la enfermedad. La mayoria de las familias
muestran ligamiento positivo a marcadores cercanos
al gen PKD1, en 16p13.3%3. El gen PKD1 se ha
clonado y han sido encontradas mutaciones en va-
rias familias*”. Un segundo gen, designado como
PKD2, se halla en el cromosoma 4q21-23%9. Este
gen esta mutado en las familias con ligamiento al
cromosoma 4, que representan aproximadamente el
20% de las familias poliquisticas en nuestra pobla-
cion'®. Algunas familias no presentan ligamiento a
PKD1 o a PKD2, evidenciando la existencia de al
menos un tercer gen implicado en la enfermedad''-°.
Varios estudios demuestran que la heterogeneidad
genética que caracteriza a esta enfermedad tiene
una correspondencia fenotipica, con una clinica
mas «suave» en los portadores de mutaciones en
PKD2, siendo los quistes detectados a edad mas tar-
dia en estos que en aquellos con mutaciones en el
gen PKD116-19,

El gen PKD1, de 46 exones, se extiende sobre
52 kilobases (Kb) de ADN gen6émico*°. La prote-
ina PKD1, la poliquistina, tiene un dominio car-
boxi terminal intracelular corto, 11 dominios
transmembrana, y un dominio amino terminal ex-

tracelular largo que estarfa envuelto en interac-
ciones célula-célula y célula-matriz extracelu-
lar® 2021 El transcrito (ARN) completo de PKD1
mide 14.148 bases, y todo él salvo las Gltimas 3.5
Kb de la region 3’ se encuentra replicado al menos
tres veces en la region 16p13.1 Estos genes, lla-
madas HG-A, -b y -C, tienen regiones 3’ termina-
les diferentes a la de PKD1, mientras que sus re-
giones 5’ son un 95% idénticas a la de PKD1°.
La existencia de secuencias duplicadas dificult6 la
clonacién del gen PKD1, limitando la busqueda
de mutaciones en los pacientes a la regiéon 3’ no
duplicada del gen. Se han descrito dos tipos dis-
tintos de mutaciones en PKD1. Por una parte, mu-
taciones en la region 3’ que afectan a uno o unos
pocos nucleétidos y conllevan defectos de proce-
samiento, mutaciones de parada (codones stop) o
cambios de un aminoacido por otro se han ha-
llado en aproximadamente el 10% de las fami-
lias®”. Por otro lado, en algunos pacientes con
manifestacion de la enfermedad a edad muy tem-
prana, incluso perinatal, se han encontrado de-
lecciones que afectan parcial o totalmente al gen
PKD1 y frecuentemente también al gen de la es-
clerosis tuberosa tipo 2 (TSC2), adyacente al gen
PKD1. Estos pacientes estan afectados por escle-
rosis tuberosa??. El gen PKD2 ha sido también ca-
racterizado??. Este gen codifica una proteina de
membrana que funcionaria como un canal para el
Ca**. En la mayoria de las familias poliquisticas
con ligamiento al cromosoma 4 se ha encontrado
una mutacion responsable de la enfermedad en el
gen PKD22425,

Para determinar el porcentaje de mutaciones en
la region 3’ no duplicada del gen PKD1, hemos ana-
lizado el ADN gendémico de los pacientes de 24 fa-
milias de Asturias y Cantabria.
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MATERIALES Y METODOS

Familias y analisis del ligamiento. Los miembros
de 24 familias con al menos tres pacientes se eva-
luaron mediante ecografia y el diagndstico se basé
en la presencia de al menos un quiste en un rinén

Tabla I. Cebadores empleados para amplificar la re-
gion 3’ no replicada del gen PKD1, exones 35 a 46.
La posicion de estos cebadores en el gen PKD1 se re-
presenta en la figura 1.

Tamaio del producto

y dos 0 més quistes en el otro. El ADN de cada in-  Cebador (5 - 3)) de la PCR (bp)
divio!up se. obtuyo siguiendo un procedimientp de  1F TCCAGCACTCCTGGGGAGAA 398
precipitacion salina?®. Se estudiaron dos polimor- 1R TTCAGTGGCTCCCAGCCGA
fismos microsatélites de la region 16p (SM7 y  2F GCTGTGGCTGTGGCTGTCTC 276
KG8)% 4. KG8 se encuentra en la region 3’ del gen 2R CGGGCTCTCTACCAGGGTGTC
PKD1 y SM7 estd estrechamente ligado al gen. El gg gg;g&%%gfgég%ﬁcmc 190
ap}alms del ligamiento a 16p, incluyendo la reac-  4r CATGCTTTTTCTGCTGGTGACC
cion en cadena de la polimerasa (PCR) de los mi- 4R GCTCTGGGCTGGACTGGTTC 561
crosatélites fue previamente descrito'®. 5F CGTGCTGCTGCCCTACGTC
Busqueda de mutaciones. Las parejas de cebado- SR CGTCCCCGAGCCATTGTG 487
res TF x 1R a T1F x 11R amplifican la secuencia no  6F TTCAGCACCAGCGATTACGAC
replicada entre los exones 35 y 46 del gen PKD1 Ok CCTGTTGTCCAGCCAGTTGTG 352
; ; 7F AGCTGCACAACTGGCTGGAC
(tabla 1, f'g' 1d)' Apro?('n:adsz”tezi ?O g de ADN - 2p CCGAGGTGAGCAGAGGCAG 384
genémico de dos pacientes de las amilias se am- o C - CTGOTGTTC
pllﬂcaron en un volumen final de 20 pl, contenien- 8R TCGGCATAATGTCTTGCCAAAG 456
do 20 pmol de cada pareja de cebadores (tabla 1), g¢ crcacccecacTGGACCC
200 pM de cada dNTP, 0,2 pCi 3?P-dCTP (3,000 9R GGGGTGACAGGTGCCAGGAC 572
Ci/mmol, Amersham), 2 mM MgCl ,, buffer de PCR  10F TCTACCCTGTGTCCTGCCGAG
1 x, y 1 unidad de Taq polimerasa. Las condiciones  10R GGGAGGGCTCAGGCTCACAC 652
de amplificacién consistieron en un paso inicial de  11F TCCGCTTTGAAGGGATGGAG
desnaturalizacion de 5 minutos a 98 °C, seguida de ;:DRF iéiiiig%g?gggfgﬁm 394
: o .
30 ciclos de 30 segundos a 93 C 1 r;mn a la tem- HUR AGOAACAACTCCACCATCTCGTAG 197
peratura de cebamiento y 2 min a 75 °C, y una ex-
1F IR 3F 3R 4F 4R 6F 6R o sR 10]-‘ 10R
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Fig. 1.—Haplotipos definidos por los polimorfismos C12173T, A12273G y KG8 en una familia poliquistica. La enfermedad se here-
da con el cromosoma definido por los alelos 12173:T-12273:G-KG8:1.
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tension final de 72 °C durante 5 min. El polimorfis-
mo de conformacién de hebra sencilla (SSCP) se
analiz6 segin el método original de Orita vy
cols.?7:28 En breve, se afiadioé solucion desnaturali-
zante de formamida (100 pl) a cada PCR, se calen-
t6 a 98 °C durante 5 min y 3 pl fueron cargados in-
mediatamente en un gel del 6% de poliacrilamida-
10% glicerol, de 60 cm de largo. La electroforesis
fue a 20 W de 6 a 12 horas, tras la cual los geles
fueron secados y autorradiografiados de 12 a 48
horas.

Aquellos casos mostrando bandas electroforéticas
«anémalas» en el SSCP fueron secuenciados. Para
ello, amplificamos 200 ng de ADN genémico en un
volumen de 50 pl conteniendo 50 pmol de cada par
de cebadores, 0,2 mM de cada dNTP, 2 mM de
MgCl,, buffer de PCR 1 x y 2 unidades de Taq po-
limerasa (Gibco-BRL).

Las condiciones de amplificacion fueron las mis-
mas que en el analisis de SSCP. Los fragmentos con
el tamafo correcto se purificaron y se secuenciaron
directamente segln el método de Sanger, emplean-
do sequenasa version 2.0 (USB Biochemicals).

Andlisis de los polimorfismos de PKD1. Hallamos
dos polimorfismos en el exé6n 45 (C12173T vy
A12273G) que afectan a secuencias de restriccion
para los enzimas Ava Il y Bsp 1286l. Para analizar
estos polimorfismos en controles y miembros de las
familias ADPKD amplificamos ADN genémico con

GEN PKD1 EN ERPQ

los cebadores PPF y HHR (C12173T), 6 10 F y HHR
(A12273Q) (tabla 1). Diez pl de la PCR se dirigie-
ron con Avall o con BSP1286l (Boehringher Mann-
heim) y se sometieron a electroforesis en un gel de
agarosa al 4%. El gel fue tefiido con bromuro de eti-
dio y fotografiado definiendo el genotipo de cada
individuo.

RESULTADOS

El analisis con los microsatélites del cromosoma
16 sobre las 24 familias afectadas por poliquistosis
renal dominante del adulto mostr6 en todas un li-
gamiento positivo a esta region del genoma, por lo
que estarian afectadas por la forma clésica y las mu-
taciones en el gen PKD1 serian las responsables de
la enfermedad.

El ADN genémico de dos pacientes de cada una
de las 24 familias se amplificé (PCR) con parejas de
cebadores que cubrian la secuencia de PKD1, exo-
nes 35 a 46 y realizamos el analisis SSCP para de-
terminar la presencia de mutaciones implicando a
uno o unos pocos nucleétidos. Observamos dos pa-
trones diferentes para el exén 45, pero obtuvimos los
mismos patrones electroforéticos tanto en pacientes
como en controles sanos, sugiriendo que las dife-
rencias en la secuencia se debian a polimorfismos
del ADN, no relacionados con la enfermedad (fig. 2).

B

TGCATGCA

Fig. 2.—Posicién de los genes PKD1, TSC2 y los tres homélogos de PKD1, en el brazo corto del cromosoma 16. Estructura éxon-in-
tron del gen PKD1, indicando las parejas de cebadores usados para amplificar la secuencia genémica de PKD1 (exones 35 a 46). Las

barras gruesas negras representan los exones.
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Secuenciamos el producto de la PCR de varios casos
para determinar los cambios de nucleétido respon-
sables del diferente patron en el SSCP. Una de las
diferencias correspondia a un cambio de C a T en
el nucleétido 12173, determinando que el amino-
acido 4058 fuese alanina o valina. El otro cambio
era de A por G en el nucleétido 12273, una muta-
cion «silenciosa» (alanina en posiciéon 4091). En los
dos casos encontramos las dos variantes en pacien-
tes y controles sanos, siendo por tanto dos polimor-
fismos del gen PKD1. Los polimorfismos C12173T y
A12273G afectan a sitios de restriccion para Avall y
Bsp1286l, respectivamente. Para analizar ambos po-
limorfismos en los miembros de las familias y en 50
controles sanos amplificamos y digerimos el frag-
mento conteniendo los sitios polimérficos, obtenien-
do en los dos casos los tres genotipos. Las frecuen-
cias génicas se estimaron en 0,95 (C-12173) y 0.05
(T-12173), y 0,65 (A-12273) y 0,35 (G-12273). La fi-
gura 3 representa el andlisis del polimorfismo
A12273G en una de nuestras familias. En la figura 4
representamos un andlisis familiar con los tres poli-
morfismos, C12173T, A12273G y KG8.

Aparte de los dos polimorfismos genéticos descri-
tos, en ninguna de las 24 familias analizadas iden-
tificamos mutaciones responsables de la enfermedad
en la region analizada del gen PKD1, lo que sugie-
re que estas se hallan en la regién 5’ del gen.

DISCUSION

Cuatro genes homélogos, designados como PKD1,
HG-A, HG-B y HG-C, han sido hallados en el hom-
bre, y los cebadores para los exones 1 a 35 de PKD1
amplifican ademéas estas secuencias, haciendo asi
complicada la blsqueda de mutaciones en esta re-
gion duplicada. Sélo usando cebadores especificos
de PKDT1, que no amplifiquen los genes homdlogos,
es posible un analisis de mutaciones, pero esto sélo
es posible en la region 3’ del gen, exclusiva de
PKD1. No encontramos mutaciones en el gen PKD1
(exones 36 a 45) en los pacientes de ninguna de las
24 familias, pero si hallamos dos polimorfismos,
descritos también en otras poblaciones europeas??-3'.
La frecuencia de los alelos de estos polimorfismos
hallada en nuestra poblacién es similar a la descri-
ta en las otras poblaciones. Sin embargo, el por-
centaje de heterocigotos para el polimorfismo
A12273G es mayor en nuestra poblacién que en las
otras, lo que hace de este un marcador genético es-
pecialmente Gtil para los analisis familiares de liga-
miento en nuestras familias poliquisticas.

Es posible que alguna mutacién en alguno de
nuestros pacientes no haya sido detectada median-
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Fig. 3.—Anadlisis del polimorfismo A12273G en una familia poli-
quistica. En esta familia la enfermedad segrega con el alelo
12273G, estando afectada por la forma clasica de la enfermedad.
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Fig. 4.—A: SSCP del exon 45 mostrando los diferentes patrones
electroforéticos correspondientes al polimorfismo C o T en el nu-
cleétido 12173 de la secuencia de PKD1, enpacientes (lineas 1
a 4) y controles sanos (lineas 5 a 7). La fecha indica la banda
autorradiogréfica del fragmento con C en la posicién 12173. B:Se-
cuenciacion directa del exon 45 en un individuo homocigoto
(C/C) para el polimorfismo C12173T y en un heterocigoto (C/T)
para este polimorfismo.



te SSCP, una técnica cuya capacidad para detectar
cambios de nucleétidos esta limitada por varios fac-
tores, tales como el tamafo de los fragmentos am-
plificados o las condiciones electroforéticas. Sin em-
bargo, anteriormente hemos utilizado esta técnica
bajo condiciones similares buscando mutaciones en
otros genes, tales como los supresores de tumores
p53 y p16, encontrando una correlacién total entre
las mutaciones detectadas por SSCP vy la incidencia
real determinada por secuenciacion directa?. La au-
sencia de mutaciones mediante SSCP en la region
no duplicada representaria una frecuencia muy baja
de mutaciones en esta region PKD1. Un anélisis re-
ciente de parte de la regién duplicada, exones 21 a
35, también mostré una tasa muy baja de mutacio-
nes, sugiriendo que la mayoria de las mutaciones en
el gen PKD1 se hallan en la zona 5’ del gen® 32

Como resultado de un estudio que no mostramos
aqui, en el analisis de fragmentos cromosémicos del
ADN de nuestros pacientes no hallamos delecciones
grandes, de varias kilobases, lo que esta de acuer-
do con las caracteristicas clinicas de los pacientes
de nuestras familias, quienes mostraron una forma
tipica adulta de la enfermedad con el desarrollo de
sintomas después de la segunda década de vida. Las
reordenaciones cromosémicas tales como las trans-
locaciones y grandes delecciones afectando al gen
PKD1 se han descrito en pacientes con una forma
severa de la enfermedad, manifestandose a una edad
temprana. Algunas de estas alteraciones genéticas
afectan también al gen TSC2, muy cercano al gen
PKD1, mostrando estos pacientes esclerosis tubero-
sa ademas de poliquistosis renal??.

Finalmente, hasta ahora la mayorfa de las muta-
ciones halladas en el gen PKD1 lo han sido sélo en
una familia, sugiriendo un amplio espectro de mu-
taciones® 2. La ausencia de una mutacién frecuen-
te en el gen PKDT1, junto con el enorme tamafo del
gen, determina que la busqueda de una mutacién
en cada familia requiera un analisis ex6n por exén
del gen PKD1. En contraste, para otras enfermeda-
des en las que hay una mutacién frecuente el ana-
lisis directo de esta es un método rapido, barato y
efectivo de caracterizar portadores. La mutacién Del-
taF en el gen de la fibrosis quistica es un ejemplo
de esto?3. Los estudios de ligamiento con polimor-
fismos del ADN siguen siendo el método mas eficaz
para los estudios familiares y la deteccion de porta-
dores en las familias poliquisticas. En este sentido,
los dos polimorfismos de restriccion descritos aqui,
junto con el microsatélite KG8 en la region 3’ de
PKD1, nos permitieron definir en nuestras familias
el haplotipo que segregaba con la enfermedad. Ba-
sandonos en nuestra experiencia, proponemos el es-
tudio familiar con estos 3 polimorfismos (C12173T,

GEN PKD1 EN ERPQ

A12273G y KG8) para definir si una familia padece
la forma clasica de la enfermedad, con ligamiento
al gen PKDT.
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