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Resumen La poliquistosis renal autosémica dominante (ADPKD) es una enfermedad hereditaria que presenta
heterogeneidad genética. Al menos tres genes son responsables del desarrollo de la enfermedad:
PKD1 en el cromosoma 16p13.3, PKD2 en 4g21 y PKD3, aun no localizado. A partir de la descripcion de la se-
cuencia del gen PKD1, el interés general se volcé a la busqueda de mutaciones causantes de la enfermedad. La
mayoria de las mutaciones halladas es de diverso origen y se localiza a lo largo del gen, no pudiendo hallarse
correlacion fenotipica alguna. En este trabajo se describe el hallazgo de una mutacién en el exén 44 del gen PKD1
en una familia previamente caracterizada por andlisis de ligamiento. La mutacién consiste en una sustitucion de
una base C por una T en la posicién 12220 originando un codén stop donde se produce la mutacion. Esto llevaria
a una terminacién prematura en la traduccion produciendo una proteina en la cual estaria ausente parte del extre-
mo carboxilico.

Abstract Autosomal dominant polycystic kidney disease: detection of a novel mutation in the PKD1 gene.
Autosomal dominant polycystic kidney disease (ADPKD) is an inherited disorder characterized by
genetic heterogeneity. Up to three loci are involved in this disease, PKD1 on chromosome 16p13.3, PKD2 on 4qg21,
and a third locus of unknown location. Since the identification of the PKD1 gene, the interest was centered in the
characterization of the mutations responsible for the disease. Most mutations found were diverse and situated
throughout the gene with no phenotypic correlation. Here we describe a new mutation in exon 44 from PKD1 gene
in a family previously characterized as PKD1 by linkage analysis. The mutation is a single base substitution from a
C to a T at position 12220 originating a stop codon at the mutation site. This would lead to premature termination
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and the formation of a truncated protein lacking part of the carboxi-terminus.

Key words: mutational analysis, polycystic kidney disease type 1, PKD1, novel PKD1 mutation.

La poliquistosis renal autosémica dominante (ADPKD)
es una enfermedad genética heterogénea con una inci-
dencia de uno en mil en la poblacion. Al menos tres genes
serian responsables de esta patologia. El gen PKD1 se
encuentra en el cromosoma 16p13.3 y es responsable
del 85% de los casos'. El gen PKD2 se encuentra en el
cromosoma 4g21-23 y daria origen a un 15% de los ca-
sos aproximadamente? 3. Existe un tercer grupo de pa-
cientes sin ligamiento a los cromosomas 16 y 4* para el
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cual aun no ha sido localizado el o los genes responsa-
bles. La enfermedad se caracteriza por la formacion de
quistes renales bilaterales y eventualmente en otros or-
ganos como higado, pancreas y bazo. Se relacionan
también a esta patologia aneurismas e hipertension
arterial®. En Argentina, la poliquistosis es la causa de in-
suficiencia renal en 7.2% de pacientes con insuficiencia
renal cronica terminal (IRCT)®. La edad promedio aproxi-
mada de entrada en IRCT es de 56 afios para PKD1’.

En los ultimos afios, se han descripto las secuencias
de los genes PKD1y PKD28°, El gen PKD1 codifica para
una proteina denominada policistina de 4302/3
aminoacidos. La policistina seria una proteina integral
de membrana con mudltiples dominios extracelulares y
una regién carboxiterminal asociada a membrana. Esta
proteina estaria involucrada en interacciones célula-cé-
lula y/o célula-matriz. La policistina ain no ha sido ais-
lada.
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A partir de la descripcion de la secuencia del gen
PKD1, el interés general se centr6 en la busqueda de
mutaciones causantes de la enfermedad. Esto se vio di-
ficultado por el hecho de que 3/4 partes del gen se hallan
repetidas en una zona cercana al mismo. Por lo tanto
este estudio se realiz6 en un principio en los exones pre-
sentes en copia Unica ubicados en el extremo 3' del gen.

Las técnicas elegidas para la deteccion de mutacio-
nes fueron en un principio la amplificacién por PCR de
cada exon y el posterior andlisis por medio de la técnica
de Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP).
Se ha descripto una gran variedad de mutaciones en la
region en copia Unica®*. Estas mutaciones son de diver-
so origen y se localizan a lo largo de la regién y no es
posible establecer ningun tipo de correlacién entre el ori-
gen de la mutacion, su localizacion y el fenotipo obser-
vado en los pacientes.

En este trabajo se analizaron algunos exones de la
region en copia Unica del gen PDK1 en un grupo de pa-
cientes pertenecientes a familias afectadas previamente
analizadas y caracterizadas como afectadas con la for-
ma PKD1 por andlisis de ligamiento'?. En un paciente se
encontraron en el andlisis del exdn 44 alteraciones en el
patron de corrida. Este patron segregaba junto con el
haplotipo afectado caracterizado para el grupo familiar.
Se procedié al analisis de los fragmentos por
secuenciacion directa por PCR. Los miembros afecta-
dos presentaron un cambio de una base C por una T en
el nucleétido 12220. Este cambio origina un codén stop
en el mismo sitio donde se produjo la mutacion, lo cual
llevaria a la formacidn de una proteina carente de parte
del extremo carboxiterminal.

Material y métodos
Pacientes

Los pacientes fueron evaluados clinicamente en el Instituto
de Investigaciones Médicas Alfredo Lanari, Universidad de
Buenos Aires. Todas las familias que aceptaron participar en
el estudio expresaron su consentimiento y accedieron a ex-
tracciones de ADN y estudios ultrasonogréficos. Los proto-
colos fueron aprobados por el comité de ética local. Se con-
sideraron afectados a aquellos individuos que presentaron al
menos un quiste en un rifidén y dos en el otro de acuerdo al
criterio definido por Bear et al.™*.

Analisis de ADN, screening mutacional y secuenciacion

El ADN gendmico fue extraido de leucocitos periféricos de
acuerdo a procedimientos estandar. Las familias fueron
tipificadas para 4 marcadores microsatélite ligados al gen
PKD1: 3 de ellos proximales al gen (D16S283%, D16S291'°,
D16S663* y uno distal (D16S521). Las condiciones para am-
plificacion por PCR y corrida de los productos en geles de
poliacrilamida fueron las recomendadas en las referencias co-
rrespondientes??.
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Los exones fueron amplificados por PCR con los primers
3AC1 y 3AC2, disefiados a partir de la secuencia publicada
(Genbank accession number L39891)*. Las condiciones de
amplificacién y corrida en geles fueron puestas a punto para
cada caso en particular. Basicamente los productos de am-
plificacion fueron desnaturalizados y corridos en geles de
poliacrilamida en presencia o ausencia de glicerol y a dife-
rentes temperaturas. Los geles fueron posteriormente tefii-
dos con plata y secados al vacio para su conservacion®’.

La secuenciacion directa de los productos de PCR fue rea-
lizada con el kit de secuencia fmo/™ (Promega). El producto
de amplificacion de cada exén a ser analizado fue purificado
previamente por medio del kit Wizard™ PCR Preps DNA
Purification System (Promega) siguiendo el protocolo provis-
to por el fabricante.

Procesamiento de datos

El analisis de ligamiento se realiz6 calculando el lod score
por medio de las opciones ILINK y MLINK del programa
LINKAGE package version 5.18 ° provisto por el Dr. Ott. Se
asumié una frecuencia génica de 0.001 para PKD1 y se de-
finieron 3 clases susceptibles a la aparicion de la enferme-
dad considerando nuestros datos y los publicados previamen-
te” 1315 | as penetrancias génicas definidas fueron 0.64, 0.92
y 0.99 para los grupos de edades de 0 a 10, 10 a 30, y mas
de 30 afios respectivamente.

Resultados

Al analizar mediante SSCP algunos exones en copia Uni-
ca del gen PKD1 (exones 35, 36, 38, 39, parte del 43, 44,
45 y parte del 46) encontramos un patrén de corrida ano-
malo en un individuo para el exén 44 y parte del 43 (ampli-
ficados con los primers 3AC en un Unico fragmento de
416 pares de bases) (Fig. 1a). El andlisis de todos los
miembros de su familia (incluyendo sanos y afectados;
ver Fig. 2) mostré que este patron anémalo esta presente
en los individuos afectados y no en los sanos (ver Fig. 1b)
lo cual indicaria la posibilidad de una mutacién. Para cer-
tificarla se procedi6 a secuenciar el fragmento amplifica-
do por PCR en algunos de los individuos que mostraron el
patron andmalo de corrida. El analisis de la secuencia (Fig.
3) muestra que en los individuos que presentan el patrén
andmalo de SSCP se da un cambio de una base C por
una T. Esta mutacion puntual no fue observada en los
individuos controles (sanos) tomados como referencia. El
individuo 1113 se encuentra afectado por la enfermedad y
posee diagndéstico positivo por ecografias. 1V4 tiene 23
afos de edad y a la fecha presenta ecografias negativas
para la presencia de quistes. Sin embargo se corrobora lo
que se observa en el analisis de SSCP: este individuo es
portador de la mutacion que originé la enfermedad en esta
familia. Esta mutacion puntual genera un codon stop en el
sitio donde se produce, lo cual llevaria a una interrupcion
prematura en la traduccion generandose asi una proteina
truncada. Un hecho interesante para destacar es que esta
modificacion gener6 en esta familia una secuencia de re-
conocimiento para la enzima de restriccion Mael (Fig. 4).
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Fig. 1.— Andlisis de los exones 43-44 por medio de SSCP.
En a se muestra el analisis de SSCP del producto ampli-
ficado para los exones 43-44 a partir de ADN de indivi-
duos de la poblacion afectada. Los individuos denotados
con n son individuos sanos de la poblaciéon normal, utili-
zados como control. Las calles indicadas como 113 mues-
tran el patrén presentado por un individuo perteneciente
a una familia afectada (ver figura 2 para posicién del en-
fermo en el arbol familiar). Todo los demas individuos
pertenecen a distintas familias afectadas (no se muestran
todas las familias analizadas en este trabajo). b Analisis
de los miembros pertenecientes a la familia de I113. Los
individuos denotados como n son individuos sanos per-
tenecientes a la poblacion normal. Se observa un patrén
de corrida diferente en los individuos V1, 113, IV4 y 113
(ver figura 2) respecto a los individuos sanos control e
individuos pertenecientes a la familia.
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Discusion

Hasta el momento hemos analizado varias familias
afectadas con poliquistosis renal autosémica dominante
por analisis de ligamiento*2. A partir de las secuencias
ya publicadas de PKD1 y PKD2 hemos comenzado a
buscar mutaciones en los pacientes ya caracterizados.
Se comenzé con el estudio de los exones en copia
Unica del gen PKD1 por medio de SSCP en pacientes
poliquisticos. Los productos de amplificacion de los
exones son analizados (para cada paciente) en geles
de poliacrilamida nativos. Esta técnica permite anali-
zar, en forma rapida y sencilla y con gran sensibili-
dad, un gran ndmero de individuos. En la familia pre-
sentada hemos podido detectar una mutacion presen-
te en varios individuos afectados, determinando por
secuenciacién que se trataba de una mutaciéon pun-
tual: un cambio de una base C por una T en la posi-
cion 12220, generando un codén stop prematuro. El
producto de la traduccién seria una proteina carente
del extremo carboxi-terminal. Existen evidencias de que
la policistina 1y la policistina 2, los productos proteicos
de PKD1y PKD2 respectivamente, podrian interactuar
directamente a través de sus dominios C-terminales
citoplasmaticos?. La ausencia de alguno de estos ex-
tremos podria ser la causa de la patologia. En particu-
lar, en el caso aqui presentado, los pacientes portado-
res de la enfermedad carecerian del extremo
carboxilico en la policistina 1.

Es interesante destacar que la mutaciéon encontrada
genera una secuencia de reconocimiento para la enzi-
ma de restriccion Mael. La visualizacion de los produc-
tos de restriccion en un gel de agarosa permitiria un
diagnéstico presintomatico rapido en este grupo fami-
liar. En caso de obtenerse un Unico fragmento, estaria-
mos ante la presencia de una secuencia normal. En caso
de obtenerse tres fragmentos, estariamos ante una se-
cuencia portadora de la mutacion. Los tres fragmentos
corresponderian a la cadena portadora de la secuencia
normal y a la cadena que ha sido cortada en dos frag-
mentos. Esto es asi debido a que la mutacién aparece
en uno solo de los cromosomas mientras que el otro se
mantiene normal.

Hasta el momento se ha descripto una gran varie-
dad de mutaciones en la region en copia Unica de este
gen: 8 mutaciones nonsense, 6 mutaciones que origi-
nan alteraciones en el splicing, 4 mutaciones missense,
6 deleciones y una insercion. Estos 2 Ultimos tipos de
mutaciones provocan corrimientos del marco de lectura
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Fig. 2.— Arbol genealégico de la familia analizada por SSCP. Se repre-
sentan los haplotipos determinados en esta familia para el siguiente
orden de marcadores ligados al cromosoma 16p13.3: D16S521-PKD1-
D16S663-D16S283. El haplotipo ligado a la enfermedad en esta fa-
milia se encuentra enmarcado. Los individuos IV1, IV4, V1y V2 son
menores de 30 afios y hasta la fecha presentan ecografias negati-
vas, sin embargo 1V4 y V1 son portadores del haplotipo que segrega

con la enfermedad.

Individuo normal Individuo 1V-2
GATC GATC

Individuo 111-3 Individuo 1V-4
GATC GATC

Fig. 3.— Secuenciacion del producto de PCR. En la figura se muestra un fragmento de la secuenciacion del
producto de amplificacion por PCR (que incluye parte del exdn 43 y el exén 44 completo). Se analiz6 la
secuencia presente en un individuo normal tomado como control y en individuos sanos y afectados perte-
necientes a la familia. La cadena secuenciada es la cadena complementaria a la codificante. La mutacién

se indica con una flecha.

en la traduccién?’. Todas estas mutaciones se ubican
en distintas partes de la regién en copia Unica y no exis-
te prevalencia de alguna de ellas ni regiones mas sus-
ceptibles a las mutaciones. Tampoco se ha detectado
asociacion de un fenotipo dado a una determinada mu-
tacion.
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50401
50461
50521
50581
50641
50701
50761
50821
50881
50941
51001
51061
51121

tgaccgcgcece
gcccgtactt
tggctgctgg
gctgaccgcc
caggtggcgc
ttggtcaagg
agcagacaga
gtctttggca
gtggtgctcg
gagggcgtct
agctegtgtc
gccctgggac
tgtgtgtggg

ccccacaggt
ggcacaggga
tggcgctgac
agtggacccg
agctgagctc
tgagggctgg
tttctcgtcece
agacattatg
gggtagccta
tagctcagct
ttecectgtgtyg
tgggctctct
gctctgggca

gtgcctgctg
agggegctgg
ggcggccacg
tttegtgege
cgcagcccgt
gccggtgggce

ctgttcgcececg
cgcgtgcectge
gcactggtac
ggccgcccge
ggecctggegyg
gcggggcetgg

gcaggctgce Cagcagctac

ccgagctctg
cgcccagctg
cagctcagct

gactccctcet

ccagagctcce
gccatcctygg

gtacgccctc

ggagegtggce

accctgtgtc
ctgcggetgt

ctgeccgagtce
ggggcgcect

tgcacttcgc
ggctcggagce
gcctcgcececa

gccgcttcac

cgtggccgag
ctgggegegg
gctgggtgec
tagcttcgac

cctecgetget
gcgcacacce
gcttegtgeg
tgggggtcac
taggtgactg
actggtgtcg
ccaggcccetg
ctggcacctg

acggctgggg

cttcctgcett
cagggctgca
ccagtggtcce
cttgggcctg
cgcggecggyg
ccttcceccge
ttggtgctgt
tcacccctge

gctgttattc
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Fig. 4.— Secuencia de parte del gen pkdl. En la secuencia aqui representada se incluyen los exones 43, 44
y parte del exén 45. La secuencia subrayada corresponde a los primers utilizados para amplificar el frag-
mento analizado luego por SSCP. En mayuUscula se marca el nucledtido que cambia por una base T
(timina) en los individuos afectados. En letra negrita y subrayada se denota la secuencia de reconoci-
miento de la enzima de restriccion Mael cuando la base C cambia por una T.
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