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RESUMEN

La poliquistosis renal autosémica dominante (PQRAD) es una enfermedad sistémi-
ca caracterizada por la formacién de quistes renales. La enfermedad muestra una ex-
presion focal, dado que los quistes renales derivan de menos del 1% de todas las
nefronas. Se ha propuesto un modelo de cistogénesis que se iniciaria con la inacti-
vacion del alelo normal del gen por una segunda mutacion producida a nivel so-
madtico. Cuando esta segunda mutacion es una delecion amplia que elimina la zona
donde se encuentra el microsatélite utilizado como marcador, al amplificar el DNA
por reaccion en cadena de la polimerasa no obtenemos ningln producto y se vi-
sualizard una unica banda correspondiente al alelo que contiene la mutacién germi-
nal; esto se conoce como pérdida de heterozigosidad (LOH, loss of heterozygosity).

En este estudio hemos analizado el DNA extraido de células epiteliales proce-
dentes de 164 quistes de ocho rifiones de pacientes con PQRAD tipo PKD1 y 30
quistes de un rindn procedente de un paciente con PQRAD tipo PKD2. Se ha de-
mostrado la presencia de LOH en el 20,1% de los quistes PKD1 y en el 10% de
los quistes PKD2. Asimismo, en el resto de quistes PKD2 hemos detectado ocho
mutaciones diferentes que no cursan como LOH, con lo que el porcentaje total
de mutaciones somaticas en el rinén PKD2 ha sido del 36,6%.

En conclusion, estos datos sugieren que un mecanismo recesivo a nivel molecu-
lar estd implicado en el proceso de cistogénesis tanto en PKD1 como en PKD2. La
pérdida de ambas copias del gen provoca la proliferacion a partir de una célula
determinada resultando en la formacién de un quiste.

Palabras clave: Autosémica dominante. Poliquistosis renal. Quistes renales.
Pérdidas de heterozigosidad. Mutacion. PKD1-PKD2.
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PERDIDAS DE HETEROZIGOSIDAD EN LA PQRAD

LOSS OF HETEROZYGOSITY AND SOMATIC MUTATIONS IN AUTOSOMAL
DOMINANT POLYCYSTIC KIDNEY DISEASE TYPES | AND II.
DEMONSTRATION OF A RECESSIVE MECHANISM AT THE CELLULAR LEVEL
IN CYST FORMATION

SUMMARY

Autosomal dominant polycystic kidney disease (ADPKD) is a systemic disorder
mainly characterized by renal cyst formation. Cysts in ADPKD are focal in natu-
re, since only a small fraction of nephrons become cystic. The hypothesis that a
second hit may be required for cyst formation has been proposed. This hypothe-
sis suggests that inactivation of the inherited wild-type allele by a somatic muta-
tion triggers cyst formation. In some cases, this second hit eliminates the normal
allele and the affected cells remain with a single allele, which is the inherited
mutated copy, and we only visualize one allele after the amplification by poly-
merase chain reaction; this is called loss of heterozygosity (LOH).

In this study we have analysed the DNA isolated from epitelial cells from 164
cysts of 8 kidneys affected by ADPKD type | and 30 cysts form a kidney affected
by ADPKD type Il. We have demonstrated the presence of LOH in 20.1% of PKD1
cysts and in 10% of PKD2 cysts. We have also found eight other different muta-
tions in PKD2 cysts without LOH; so the percentage of somatic mutations in the
PKD2 kidney reachs 36.6% of cysts.

In conclusion, our data suggest that a recessive mechanism at the cellular level
is implicated in cyst formation in the PKD1 and the PKD2 disease. The loss of
both copies of the gene triggers the proliferation of a single cell, resulting in the

cyst formation.

Key words: Autosomal dominant. Polycystic kidney. Renal cysts. Loss of hete-
rozigosity. Mutation. PKD1-PKD?2.

INTRODUCCION

La poliquistosis renal autosémica dominante
(PQRAD) es una de las enfermedades hereditarias
mas frecuentes en el hombre, afectando a 1 de cada
1.000 individuos. Esta se caracteriza por la forma-
cion y progresivo crecimiento de multiples quistes
en ambos rifiones, lo que conduce en dltimo extre-
mo a una insuficiencia renal crénica terminal’. Al
menos tres genes diferentes han sido involucrados
en esta enfermedad: PKD1, localizado en el cromo-
soma 16 (16p13.3)>3, PKD2, en el cromosoma 4
(4913-23)*>, y un tercer locus ain no localizado®®.
Se ha demostrado la existencia de variabilidad en la
expresion clinica de la enfermedad. La variabilidad
interfamiliar puede explicarse parcialmente por la
heterogeneidad genética, ya que ha sido amplia-
mente demostrado que los pacientes PKDT tienen
una expresion mas severa de la enfermedad que los
PKD2°. Pero estos datos no justifican la variabilidad
entre miembros de una misma familia, en que po-
drian influir otros factores genéticos y ambientales.

Aunque se trata de una enfermedad sistémica, la
PQRAD muestra una expresion focal dado que los
quistes renales derivan de menos del 1% de todas las
nefronas’. Se ha propuesto una explicacién a este
hecho basada en el modelo two-hit, la cual sugiere
que la cistogénesis en PKD1 se inicia con la inacti-
vacion del alelo normal del gen por una segunda mu-
tacion producida ya a nivel somatico'-"3. Cuando esta
segunda mutacién a nivel somatico es una delecién
amplia que elimina la zona donde se encuentra el
microsatélite utilizado como marcador, al amplificar
el DNA por reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) no obtenemos ningln producto y se visualiza-
rd una Unica banda correspondiente al alelo que con-
tiene la mutacion germinal; esto se conoce como pér-
dida de heterozigosidad (LOH, loss of heterozygosity).
Este modelo de cistogénesis ha sido discutido debido
a la demostracion de una fuerte inmunoreactividad
para la poliquistina 1 (proteina codificada por el gen
PKD1) en el epitelio quistico''”. Algunos experi-
mentos en el ratén también apoyan el modelo two-
hit como origen de la cistogénesis en PKD2'8.
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En este estudio hemos analizado células epiteliales
de quistes renales de pacientes con PQRAD tipo
PKD1 y PKD2 en busca de segundas mutaciones a
nivel somdtico que apoyen el modelo two-hit. Para
ello, hemos estudiado la presencia de LOH en célu-
las quisticas tanto de pacientes PKD1 como PKD2; en
los quistes PKD2 en los que no se ha encontrado LOH
también hemos buscado la existencia de otras muta-
ciones en algunos exones del gen.

MATERIAL Y METODOS
Pacientes y muestras

Siete pacientes afectos de PQRAD fueron someti-
dos a nefrectomia en nuestro centro. En seis de ellos,
todos PKD1, la intervencion se realizé debido a que
el gran tamafio renal no dejaba espacio suficiente en
la cavidad abdominal para colocar el injerto en el
momento de realizarse un trasplante renal; en dos de
estos pacientes ambos rifones fueron extraidos. En el
caso del séptimo paciente, afecto de PQRAD tipo
PKD2, se extrajo el rifién durante el acto operatorio
de un trasplante renal ortot6pico.

Todos los pacientes presentaban una historia fami-
liar compatible con PQRAD. El andlisis de ligamien-
to fue realizado en todos ellos usando tres microsa-
télites (CA)n para PKD1 (CW2, AC2.5 y KG8-PKDT1)
y cuatro microsatélites (CA)n para PKD2 (D4S1534,
D4S1542, D4S1563 y D4S423). La técnica utilizada
para el estudio de estos microsatélites ha sido publi-
cada previamente'. Todas las familias excepto una
presentaron ligamiento genético con el locus PKD1.
La otra familia presenté un lod score de 4 a favor de
ligamiento con el locus PKD2.

El estudio fue aprobado por el comité ético del
Hospital Clinic.

Preparacion de células epiteliales quisticas

Para la obtencién de células del epitelio quistico
utilizamos el método descrito por Qian, introducien-
do algunas modificaciones'. Inmediatamente des-
pués de ser extraido, cada rifién se colocé en una
bandeja con hielo. Inicialmente se lavé la superficie
del quiste con PBS. A continuacién se puncioné el
quiste con una aguja y se extrajo su contenido con
una jeringa y se deseché. A través de la misma aguja,
la cavidad se lavd entre 4 y 10 veces con PBS sin
calcio ni magnesio hasta que el liquido fue claro. En
este punto, se llené el quiste de PBS con EDTA, y
sin desconectar la jeringa se introdujo y extrajo el li-
quido repetidamente y con energia para facilitar el
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despegue de células epiteliales de las paredes.
Finalmente se aspiré el liquido intraquistico. Sélo los
quistes que permanecieron intactos durante el pro-
cedimiento fueron incluidos en el estudio. En total
se estudiaron 164 quistes procedentes de ocho rino-
nes PKDT y 30 quistes de un rifién PKD2.

Extraccion de DNA

Las células extraidas de la cavidad quistica fueron
suspendidas en PBS/2 mM EDTA y centrifugadas a
14.000 rpm durante cinco minutos, siendo dese-
chado el sobrenadante. El sedimento se resuspendié
con 600 pl de solucién de urea (8 M urea, 0,3 M
NaCl,, 10 mM EDTA, 10 mM TRIS, 2% SDS) y 12
pl de solucién de proteinasa K (10 mg/ml). Se in-
cubd durante toda la noche a 37° C y se procedié
a extraccion por el método fenol-cloroformo.
Posteriormente se afadieron 0,5 pl de glicégeno y
2,5 volimenes de etanol absoluto, incubandose du-
rante una hora a —-80° C. Tras la incubacién se cen-
trifugd durante 20 minutos a 14.000 rpm y se des-
cartd el sobrenadamente. El sedimento fue secado y
resuspendido en 45 pl de 1 x TE pH 7.5.

PEP PCR (primer extension pre-amplification)

Dado que el lavado de los quistes se realizé me-
ticulosamente para evitar contaminacién por otras
células, la cantidad final obtenida de células epite-
liales fue escasa. Esto hizo necesario realizar una
preamplificacién para aumentar la cantidad de DNA
a utilizar para el estudio de las LOH vy la bdsqueda
de mutaciones en el gen PKDZ2. La reaccién inclu-
y6 1-2 pl de DNA, 6 pl de tampén 10 x (Perkin-
Elmer), 4 mM de DTT, 2,5 mM de MgCL,, 10 mM
de cada dNTP, 5 U de Taq polimerasa (Perkin-Elmer),
400 uM de cada random primer (oligonucleétidos
de 15 bases en los que cualquiera de las cuatro
bases puede estar presente en cada posicion) y agua
destilada hasta completar 60 pl. La amplificacion por
PCR se realiz6 del siguiente modo: 5 minutos a 94°
C, 50 ciclos de 1T minuto a 94° C, 2 minutos a 37¢
C y 4 minutos a 552 C.

Andlisis de pérdidas de heterozigosidad

Cada muestra de DNA fue amplificada por PCR
usando los microsatélites CW2, AC2,5 y KG8 para
PKD1, y D4S1534, D4S1542, D4S1563 y D4S423
para PKD2. Todos estos marcadores estin a una dis-
tancia inferior a 1 ¢cM del gen de la PQRAD corres-



pondiente. El marcador D3S1478 fue utilizado como
control para valorar si las LOH eran especificas de
los genes PKD1 y PKD2, dado que éste se pierde con
frecuencia en tumores humanos'?. Para la reaccion
se utiliz6 1 pl de DNA preamplificado, DMSO 5%
y ClbMg 1,5 mM (KG8, CW2, D4S1534, D4S1563,
DA4S423, D4S1542 y D3S1478) o 1 mM (AC2,5). Las
condiciones de la PCR fueron las previamente des-
critas’>19. Se procedi6é a la electroforesis en gel de
acrilamida con los productos de la PCR, y a la tin-
ciéon con nitrato de plata?®. La LOH fue determina-
da por comparacién visual de las bandas obtenidas
por amplificacion del DNA de las células quisticas y
el DNA obtenido a partir de sangre periférica. Todas
las PCR que mostraron LOH fueron repetidas y con-
firmadas al menos en tres ocasiones.

Bisqueda de mutaciones en el gen PKD2.
Secuenciacion del DNA y andlisis con enzimas de
restriccion

Decidimos analizar los exones 2, 4, 5, 6, 11 y 12
del gen PKD2 dado que en ellos se encuentran el
70% de las mutaciones publicadas en este gen?'-2°,
Los cebadores utilizados para la amplificacion de los
exones y las condiciones de la PCR han sido des-
critos previamente?>27,

Los productos de PCR fueron analizados por SSCP.
Tres pl de producto desnaturalizado de PCR se com-
binaron con tampén de carga y fueron cargados en
gel de acrilamida al 12,5 (GeneGel Excel-Amersham
Pharmacia Biotech). La electroforesis se realiz6 segin
las instrucciones del fabricante. Las diferentes migra-
ciones fueron teflidas con nitrato de plata. Las mues-
tras de DNA con migraciones anormales fueron se-
cuenciadas. Para la secuenciacion los productos de
PCR fueron purificados usando el QIAquick spin PCR
purification kit (Qiagen) y secuenciados usando el
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
(Perkin-Elmer Cetus) y un secuenciador automatico
(ABI1310). Para descartar que las mutaciones fuesen
consecuencia del paso de la preamplificacién, ana-
lizamos el DNA no preamplificado de dos quistes
que mostraban mutaciones que alteraban una diana
de reconocimiento de una endonucleasa, confirman-
dose la presencia de las correspondientes mutacio-
nes. También se preamplificaron y secuenciaron por
dos veces las otras mutaciones que no abolian nin-
guna diana de restriccion, confirmandose la presen-
cia de los cambios de nucledtidos. Las mutaciones
descritas en este estudio fueron designadas de acuer-
do con las recomendaciones de Beaudet y Tsui?®. Los
nucleétidos y codones fueron numerados de acuer-
do con la secuencia publicada por Mochizuki?'.
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RESULTADOS
LOH en cromosoma 16p13.3

El DNA de los 164 quistes fue examinado usando
los tres microsatélites de la region 16p13.3. Todos los
pacientes estudiados, excepto dos, fueron informati-
vos para los tres microsatélites empleados, uno fue
homozigoto para CW2 (riflones 3 y 8, procedentes
del mismo paciente) y otro result6 homozigoto para
KG8 (rindn 2). Se detectaron LOH en 33 de los 164
quistes (20,1%) (fig. 1). Ningtn quiste PKD2 mostr
LOH para ningin marcador de PKD1. El alelo per-
dido fue siempre el mismo para todos los quistes y
se demostré que se trataba del alelo normal. Hubo
concordancia absoluta entre los estudios utilizando
los tres microsatélites; cuando un microsatélite ex-
tragénico se perdid, los microsatélites mas proxima-
les también se perdieron. La LOH no fue siempre ab-
soluta, ya que en algin quiste el alelo perdido se
podia intuir, lo cual puede ser debido a contamina-
cién de la muestra por células no quisticas.

LOH en cromosoma 4q13-23

Todos los pacientes fueron informativos para los
microsatélites de 4q13-23. Un 10% (3/30) de los
quistes PKD2 mostraron LOH (tabla I). Ningtn quis-
te PKD1 presenté LOH para alguno de estos mar-
cadores. Al igual que en PKD1, hubo absoluta con-
cordancia entre los estudios utilizando los cuatro
microsatélites. Se demostré para cada microsatélite
que el alelo perdido era el normal. Las LOH no re-
sultaron siempre absolutas, lo que sugiere de nuevo
contaminacién por células no quisticas.
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Fig. 1.—Pérdidas de heterozigosidad en el alelo normal en el es-
tudio con el microsatélite KG8 ligado al gen PKD1 en quistes de
un rifién de un paciente con poliquistosis renal autosémica domi-
nante tipo 1. La denominacion C4 a C13 corresponde a la nume-
racion de los quistes. Los quistes que presentan pérdida de hete-
rozigosidad se han sefialado con un asterisco.
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D351478 (cromosoma 3p21)

Este microsatélite se pierde con relativa frecuen-
cia en tumores humanos'2. Analizamos este marca-
dor para valorar si las LOH objetivas en 16p13.3 y
4q13-23 eran especificas de los genes de la PQRAD
o podrian ser una consecuencia del estado de pro-
liferacion de las células epiteliales. Todos los pa-
cientes fueron informativos para este microsatélite,
sin objetivarse LOH en ningln quiste.

Mutaciones sométicas en PKD2

Mediante SSCP detectamos 8 quistes PKD2 sin LOH
con un patrén anormal (fig. 2A). La secuenciacion re-
vel6 8 mutaciones diferentes (tabla I) (fig. 2B). Todas
ellas crean una proteina anémala: seis eran cambios
en la pauta de lectura, una creaba un codén de para-
da prematuro y la dltima afectaba al lugar de splicing.

Tabla I. Pérdida de heterozigosidad (LOH) y muta-
ciones somaticas halladas en quistes de un
paciente afecto de poliquistosis renal auto-
sémica dominante tipo Il (PKD2)

A c25

il

Quiste Microsatélites PKD2 Mutaciones gen PKD2
1 IVS4 + 1G — A (intrén 4)
3 934insG (ex6n 4)
5 990delC (ex6n 4)
6 LOH
8 2236insA (ex6n 11)

10 LOH

17 LOH

23 Y429X (ex6n 5)

25 2198del13 (ex6n 11)

29 1217delT (exén 5)

30 2207del T (ex6n 11)

TOTAL 3 8
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Fig. 2—Demostracién de dos mutaciones puntuales en el exén 11 del gen PKD2 en quistes de un paciente con PQRAD tipo II. A)
Andlisis por SSCP del exén 11 del gen PKD2 de los quistes C25 y C30. B) La secuenciacién del exén 11 del control y de los quistes
C25 y C30 detecté dos mutaciones (2198 del 13 en C25 y 2207 del T en C30) que producen un error en la pauta de lectura. La po-
sicion donde se halla la mutacién se ha marcado con un triangulo. Dado que en la reaccién de secuencia se observa la cadena com-
plementaria, la deleccion de una T en C30 se visualiza como delecién de una A. La secuenciacion de C30 sélo detecta un alelo debi-
do a que la mutacién germinal en este paciente es una gran delecién que abarca el lugar de esta mutacién somatica. La secuenciacion
de C25 detecta los dos alelos, lo cual es resultado de la contaminacion por células no quisticas.
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DISCUSION

La PQRAD muestra una variabilidad considerable
interfamiliar e intrafamiliar, basada no sélo en la se-
veridad de la enfermedad renal, sino también en las
manifestaciones extrarrenales?’. La variabilidad in-
terfamiliar podria explicarse parcialmente por la he-
terogeneidad genética que presenta la enfermedad,
con al menos 2 genes ya identificados?®. Los pa-
cientes PKDT muestran una edad més temprana de
inicio de insuficiencia renal terminal y de aparicion
de hipertensién arterial que PKD2% . Pero la varia-
bilidad intrafamiliar es mas dificil de entender. Esta
no se hace evidente Ginicamente en las manifesta-
ciones clinicas, sino también en las alteraciones ma-
croscépicas de los propios rifiones. Por otro lado, en
menos del 1% de todas las nefronas de un rinén po-
liquistico se desarrollan quistes'. Es dificil com-
prender este hecho si todas las células epiteliales re-
nales han heredado la mutaciéon germinal.

Dos grupos han demostrado que las células epi-
teliales aisladas de quistes renales individuales de
pacientes con PQRAD tipo 1 son monoclonales, lo
cual hace suponer que derivan de una célula inicial
que ha ido proliferando de forma anémala™ 2. A
partir de este conocimiento han propuesto un mo-
delo de cistogénesis basado en el modelo two-hit
descrito por Knudson en procesos tumorales, apli-
cado a la inactivacién de los genes supresores de
tumores (originalmente para el retinoblastoma)3°. La
pérdida del alelo normal constituiria un segundo
paso necesario para la expresion de la enfermedad
en los pacientes portadores de la mutacién germi-
nal. Basado en este modelo, sélo las células epite-
liales renales que sufren una segunda mutacién (a
nivel somatico) desarrollan quistes. Estos grupos ra-
tificaron esta teoria obteniendo células de diferentes
quistes y demostrando que entre el 17% vy el 24%
de quistes mostraban LOH™ 2. Nosotros hemos ana-
lizado 164 quistes de 8 rinones PKD1 diferentes y
hemos demostrado la presencia de LOH para los di-
ferentes microsatélites en el 20,1%, resultados simi-
lares a los previamente publicados. El por qué no
todos los quistes presentan LOH se explicaria por-
que otras mutaciones diferentes y que no se mues-
tran como LOH pueden constituir la segunda muta-
ciéon. De hecho, Qian y cols. también demostraron
en un quiste PKDT que la segunda mutacién no era
una gran deleciéon™. Pero la bdsqueda de mutacio-
nes en PKD1 es una tarea dificil, ya que es un gen
grande, sin zonas «calientes» donde predominen las
mutaciones descritas, y con unas tres cuartas partes
del gen repetidas varias veces proximalmente en el
mismo cromosoma, lo cual dificulta enormemente el
proceso de amplificacién. Por otro lado, no puede
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descartarse un falso negativo por la presencia de
contaminaciéon por células no epiteliales, aunque el
método de lavado se sigue estrictamente. Las LOH
han sido también demostradas en quistes hepaticos
de pacientes PKD13'. Permanece sin responder si
otras manifestaciones extrarrenales de la enfermedad
proceden también de una segunda mutacién; la na-
turaleza focal de estos eventos apoya el hecho de
que también deriven de una célula inicial que sufre
una mutacién somatica.

A pesar de estas evidencias, la propuesta de esta
teoria de las LOH como origen de la cistogénesis es
controvertida, dado que diversos estudios han de-
mostrado la presencia de una fuerte inmunoreacti-
vidad para la poliquistina 1 en la gran mayoria del
epitelio quistico'*". Es dificil conciliar estos datos
con el hecho de que ningtn alelo del locus PKD1
sea funcional en algunos quistes, ya que no deberia
formarse proteina en ellos. La posible explicacién ha
venido dada por los Gltimos trabajos en este campo,
en que un 20-30% de quistes no expresan la men-
cionada poliquistina, lo que coincide aproximada-
mente con el porcentaje de quistes en los que nin-
guna copia del gen PKD1 es funcional'. Otras
explicaciones mencionadas para esta aparente con-
tradiccion han sido que las mutaciones que inacti-
van la proteina pueden prolongar la vida media de
la poliquistina formada por las otras células o que
la ausencia de poliquistina funcional comporte la
pérdida de un mecanismo de retroalimentacién ne-
gativo, con una sintesis aumentada de la proteina
anormal.

Qian y cols. sugirieron que el proceso de cisto-
génesis en PKDZ2 podria basarse también en el mo-
delo two-hit, aunque la naturaleza del segundo paso
no era conocida'. En su trabajo postularon que
dado que PKD1 interacciona con PKDZ2, una muta-
cion germinal inactivadora en PKD2 y una mutacién
somdtica en PKDT resultaria en una expansién clo-
nal de una célula epitelial, formando un quiste. La
LOH en quistes PKD2 ha sido demostrada clara-
mente en el ratén; Somlo y cols. introdujeron mu-
taciones en el lucos homélogo a PKD2 del ratén,
demostrando que el ratén homozigoto para la LOH
desarrollaba quistes renales a mayor velocidad que
los heterozigotos'®. Recientemente también se ha de-
mostrado la existencia de LOH en un rindén poli-
quistico tipo 232, La poliquistina 2 también esta fuer-
temente expresada en los rinones poliquisticos, pero,
como en el caso de la poliquistina 1, un pequefno
porcentaje de quistes no presentan inmunoreactivi-
dad'. Nosotros hemos analizado 30 quistes de un
rinon PKD2 y hemos encontrado LOH en un 10%
de los quistes para los microsatélites de PKD2. No
hemos encontrado LOH para los marcadores de
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PKD1 en ninguno de estos quistes. En los quistes
que no presentaban LOH hemos analizado varios
exones en busca de mutaciones en el alelo normal,
ya que el gen PKD2 es mds pequefio y sin zonas
repetidas en otras partes del cromosoma, por lo que
la bdsqueda de mutaciones es mas rentable que en
PKD1. Hemos hallado 8 mutaciones diferentes en el
gen PKD2. Seis son cambios en la pauta de lectura
debido a la insercién o delecién de uno o varios nu-
cleétidos, una crea un codon de parada prematura
y una afecta al procesamiento o splicing del intrén
4. Ninguna de estas mutaciones habia sido previa-
mente descrita, y se localizan en los exones 4, 5y
11. Aunque hemos detectado 3 mutaciones en el
exo6n 11, ninguna de ellas estdn localizada en el trac-
to de poliadenosina de este exén. Aunque no todo
el gen PKD2 (incluyendo los intrones) ha sido ana-
lizado, hemos encontrado mutaciones en 8/30 quis-
tes y LOH para los microsatélites ligados al gen en
3/30 quistes. La suma de estos dos tipos de eventos
supone que en un 36,6% de los quistes de PKD2 se
ha demostrado la presencia de una segunda muta-
cion a nivel somatico. El resto pueden tener muta-
ciones en otras regiones del gen no estudiadas en
este trabajo o LOH enmascarada debido a contami-
nacién por células no quisticas.

Este estudio confirma la presencia de mutaciones
somaticas en el gen PKD2 en humanos vy, por tanto,
sugiere que la PQRAD tipo 2 sucede también a tra-
vés de un mecanismo recesivo a nivel molecular.
Ong y cols., sugieren que la Gnica explicacion para
conciliar estos hallazgos con los trabajos que de-
muestran una fuerte inmunoreactividad para la po-
liquistina 2 en los quistes seria que la mutacién so-
matica fuese una mutacién de sentido erréneo que
no aboliese el epitopo contra el cual va dirigido el
anticuerpo utilizado. Pero las mutaciones que noso-
tros hemos encontrado en el gen PKD2 como mu-
tacién somatica causan una pérdida del producto ge-
nético o una proteina truncada que pierde el
extremo carboxiterminal contra el cual va dirigido
el anticuerpo utilizado por Ong y cols.

El hecho de que el ritmo de formacién de quistes
en PKD2 sea menor que en PKD1 se puede expli-
car porque la incidencia de mutaciones somaticas
en este locus es menor que en PKD1. En PKD1 exis-
ten 3 tractos de polipirimidina en los intrones 1, 21
y 22, que pueden predisponer a la formacién de tri-
ple hélice, reparaciones erréneas y mutaciones du-
rante la transcripcion. También la presencia de re-
giones homdlogas de PKD1 puede predisponer a la
conversion génica facilitando el desarrollo de nue-
vas mutaciones. Ademads, basados en nuestros resul-
tados, surge la hipdtesis de que las mutaciones so-
maticas en PKD1 son maés frecuentemente debidas
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a grandes deleciones mientras en PKD2 son mayor-
mente debidas a mutaciones puntuales.

Martin y cols. han comprobado que las mutacio-
nes somadticas en células epiteliales renales son un
hecho relativamente frecuente®?. Existen varias ra-
zones por las que estas células son un buen subs-
trato para estas alteraciones: son metabdlicamente
activas y consumen gran cantidad de oxigeno, rea-
lizan la mayoria del trabajo de secrecién y reabsor-
cion para obtener el filtrado renal, y son mitética-
mente competentes (sobre todo si se produce dano
renal). Ademds, eventualmente son el origen de tu-
mores renales primarios. Esto conlleva la posibilidad
de que la pérdida de un alelo sea la consecuencia
del proceso de hiperplasia que sufre una célula y el
consiguiente estado de desdiferenciacion en que se
encuentran las células que derivan de esta primera.
Para comprobar si la LOH es especifica para los
genes de la PQRAD, hemos tipado un microsatélite
de una region en el cromosoma 3 que es frecuen-
temente deleccionada en tumores humanos.
Nosotros no hemos encontrado ninguna LOH para
este marcador en los quistes estudiados. Ademas nin-
gln quiste PKD1 perdié ningln alelo PKD2, ni vi-
ceversa. Brasier y Henkes también estudiaron mar-
cadores PKD2 en quistes PKD1 sin hallar LOH 2,
Estos hechos soportan la teoria de que la LOH cons-
tituye un proceso inicial en la cistogénesis, lo cual
emparenta aparentemente esta enfermedad con las
neoplasias de caracter hereditario desde el punto de
vista patogénico.

En conclusion, nuestros datos sugieren que un me-
canismo recesivo a nivel molecular estd implicado
en el proceso de cistogénesis, tanto para PKD1 como
para PKD2. La poliquistina puede estar implicada en
la regulacién del crecimiento de las células epite-
liales renales, y la pérdida de ambas copias del gen
provocaria una proliferacion de una célula determi-
nada resultando en la formacién de un quiste. Este
hecho tiene importantes impliaciones a la hora de
comprender el proceso de cistogénesis y de desa-
rrollar nuevas estrategias para prevenir y enlentecer
la progresiva formacién y crecimiento de quistes.
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