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Resumen

La poliquistosis renal autosémica dominante (ADPKD) es una enfermedad genética hereditaria

que afecta aproximadamente a 1 en 1000 individuos. Cada hijo de un progenitor afectado posee

un 50% de probabilidad de heredar el gen defectuoso y de éstos, aproximadamente el 50%

desarrolla insuficiencia renal crénica. La caracterfstica patolégica de esta enfermedad es el

desarrollo progresivo de miiltiples quistes de contenido liquido en ambos rifiones y

presentdndose con distinta frecuencia en higado, pancreas y bazo. La manifestacién clfnica de

los quistes aparece entre los 20 y 30 afos, aunque existe una gran variabilidad entre la poblacién
afectada. Al menos tres genes son responsables del desarrollo de la enfermedad: PKD1
localizado en la regién cromosémica 16p13.3, PKD2 en 4q21-23 y PKD3, atin no localizado. La

PKD1 constituye aproximadamente el 85% de los casos; un 10% presenta la forma PKD2 y el 5%

restante se asociarfa a la forma denominada PKD3. Los objetivos de este trabajo fueron:

1. Desarrollar un diagnéstico precoz de la enfermedad que permita detectar enfermos y
portadores asintomdticos para la forma PKD1, utilizando marcadores microsatélite ya
descriptos como cercanos al locus responsable de la misma.

2. Buscary analizar las mutaciones presentes en el gen PKD1 en las familias afectadas con esta
forma.

3. Desarrollar un diagnéstico precoz de la enfermedad que permita detectar enfermos y
portadores asintométicos para la forma PKD2, utilizando marcadores microsatélite ya
descriptos como cercanos al locus responsable de la misma.

4. Determinar en forma fina la ubicacién del gen PKD2 por medio del andlisis de eventos de
recombinacién entre los marcadores descriptos y la enfermedad en las familias analizadas
en este estudio.

5. Detectar y analizar mutaciones en el gen PKD2.

6. Analizar otras formas de poliquistosis renal.

7. Aplicar las herramientas hasta aquf desarrolladas en otras patologfas qufsticas hereditarias.



Abstract

Autosomal dominant polycystic kidney disease (ADPKD) is an inherited genetic disease that

affects approximately 1 in 1000 individuals. Each descendent from an affected parent has 50%

probability of receiving the affected gene. 50% of patients with ADPKD develop end stage renal

disease as a result of progressive cyst formation in both kidneys. Cysts can also occur in other

organs, for example the liver, pancreas and spleen. Clinical manifestations may first be detected

between 20-30 years of age, although there may be significant variability in an affected

population. At least three different genes are known to cause ADPKD: PKD1 is located at

chromosome 16p13.3, while PKD2 has been mapped to 4q21-23. PKD1 accounts for about 85%

of ADPKD, while in most of the remaining families the disease maps to PKD2. A small number

of families (PKD3) have been reported that are unlinked to either of these loci. The major aims

of this work were:

1. To develop linkage analysis for early diagnosis of ADPKD by using microsatellite markers
for the PKD1 loci.

2. To determine and characterize the mutations present in the PKD1 gene in affected families.

3. To develop linkage analysis for early diagnosis of ADPKD by using microsatellite markers
for the PKD2 loci.

4. To refine the localization of the PKD2 gene by analyzing recombination events between the
markers used in this study and the disease in affected families.

5. To determine and characterize the mutations present in the PKD2 gene in affected families.

6. To study other forms of ADPKD.

7. To introduce linkage analysis in the study of other hereditary cystic diseases.
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PROLOGO

Los estudios que componen esta tesis se iniciaron en 1994. Nueve aftos antes, Reeders habia
descripto un marcador de ADN en el crosomosoma 16, que era co-heredado con la poliquistosis renal. Se
iniciaba asi la era molecular del estudio de la enfermedad autosémica dominante mds frecuente y de una
de las causas de insuficiencia renal y didlisis crénica. Debido a que la enfermedad no tiene un correlato
experimental estricto en la naturaleza, la bisqueda del gen dependié del empleo de la técnica del clonado
posicional en familias afectadas. Con esta técnica se prueban grados de ligamiento y recombinacién de
marcadores polimorficos cercanos al gen y se acota asf la distancia cromésomica donde éste estd localizado.
En la época que empezamos estos estudios no estaba descripta su secuencia, pero sf se sabfa que existian 2
loci cromosémicos distintos (cromosomas 16 y 4), llamados PKD1 y PKD?2 respectivamente. Con el objeto
de contribuir a esa bisqueda, caracterizamos la distribucién alélica poblacional de distintos marcadores
polimérficos (microsatélite) en la Argentina y demostramos que —salvo leves variantes- correspondia a lo
descripto en otras poblaciones caucdsicas. Con esta metodologia y la aplicacién de un andlisis estadfstico
avanzado de ligamiento, estudiamos 142 individuos de 12 familias afectadas. Como resultado de ello, se
encontraron 11 familias con el tipo PKD1, se posibilité el diagndstico precoz de la enfermedad por primera
vez en Argentina y se caracteriz6 una de las raras familias con la forma menos frecuente (PKD2). Entre
diciembre de 1994 y abril de 1995 otros autores caracterizaron el gen PKD1, pero seguia la biisqueda del
gen PKD2. El estudio de nuestra familia PKD2 permitié -por medio del hallazgo de recombinaciones-
acotar la distancia publicada, si bien coincidié el momento (marzo de 1996) con la publicacién por otros
de la caracterizacién del gen PKD2. Con esta nueva informacién distintos grupos comenzaron con el
estudio de las mutaciones del gen. Nosotros empleamos técnicas de "screening” (SSCP y heterodiiplex) y
de secuenciacién para analizar exones de parte del gen PKD1 (no todo el gen puede estudiarse por
encontrarse porciones repetidas en otros lugares del cromosoma) y de exones del gen PKD2. De esta
manera pudimos caracterizar una sustitucién puntual (cambio de C por T) en el exon 44 del gen PKD1,
con la aparicién de un sitio de restriccién y una insercion de una T en el exén 13 del gen PKD2, con la
eliminacion de un un sitio de restriccién. Estos hallazgos contribuyeron-junto a los de otros autores- a
crear un mapa de los sitios y tipos de mutaciones presentes en esta enfermedad, que se encuentra ahora en
pleno desarrollo en nuestro y en otros laboratorios. Del andlisis de ligamiento de familias también
surgieron 2 ejemplos interesantes, con la potencialidad para contribuir a la caracterizacién de nuevos
genes. Se trata de una familia con poliquistosis renal que no corresponde a los genes caracterizados (sexta
familia descripta hasta el momento) y de otra con poliquistosis hepética hereditaria sin quistes renales
(cuarta descripta hasta el momento). Con estas familias se ha comenzado una colaboracién con otros

{rupos en su mejor caracterizacién y en la bisqueda de sus genes. En resumen, los estudios aquf
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presentados han contribuido al diagndstico precoz de la enfermedad, al estudio de sus mutaciones y a

crear un enfoque molecular para el tratamiento futuro de numerosas familias afectadas.

Publicaciones presentadas durante el desarrollo de esta investigacion:

“Gen de la poliquistosis renal: punto de llegada o de partida?” Editorial, Medicina 55: 181-182.
(1995).

“Poliquistosis renal: Diagnosticos en Argentina por técnicas de Biologia Molecular”, Rev.
Nefrol. Didl. y Transpl. 38: 19-23. (1995).

“Genetic heterogeneity in adult polycystic kidney disease in Argentina” DM Iglesias, RS Martin,
A Fraga, M Virginillo, AR Kornblihtt, E Arrizurieta, M Viribay, L San Milldn, M Herrera, V Bernath.
Joumal of Medical Genetics 1997; 34: 827-830.

“Atrial mixoma in a woman with autosomal dominant polycystic kidney disease type 2"
Iglesias D., Gagliardi |.A., Fraga A.R., Herrera M., Gallo A., Arrizurieta E., Baldi |., Bernath V., Martin
R.S. Am ] Kidney Diseases 1997; 29: 164- .

“Severe fetal malformations associated with trisomy 16 confined to the placenta” Sdnchez |.M.,
Dfaz S., Panal M.]., Moya G., Kenny A., Iglesias D., Wolstenholme |. Prenatal Diagnosis 1997; 17; 8:
777-779.

“Isolated polycystic liver disease unlinked to polycystic kidney disease 1 and 2” Diana M.
Iglesias, Juan A. Palmitano, Elvira Arrizurieta, Alberto R. Kornblihtt, Mariana Herrera, Viviana
Bernath, Rodolfo S. Martin. Digestive Diseases and Sciences en prensa.



INTRODUCCION

The cystic degeneration of the kidneys,
once it reaches the point where it can be recognized
or suspected during life, is an illness without cure.
(Rayer 1841)

En el afio 460 AC, Hipécrates describi6 4 tipos de enfermedades del rifién. Dos de ellas
se ajustan a la descripcién de célculos renales asociados a obstruccién renal. Las dos restantes
son més dificiles de identificar, aunque una se asemeja en su descripcion a la poliquistosis renal.
Eustaquio puede haber sido el primero que en 1564 describi6 anatémicamente la poliquistosis
renal, a juzgar por uno de sus dibujos. Recién en el siglo XIX, con la evolucién de la anatomfa
patolégica, es posible obtener descripciones de rifiones poliquisticos. En el Traité des maladies des
reins publicado en 1841 aparecen detalladas ilustraciones de la transformacién quistica
(Cruveilhier) 6 degeneracién (Rayer) de los rifiones. La naturaleza hereditaria de la poliquistosis
es descripta por primera vez por Steiner en 1899 y luego demostrada claramente por Cairns en
1925 y Dalgaard en 1957. Este iltimo establece el cardcter autosémico dominante de la
enfermedad y la diferencia claramente de otras que también presentan quistes renales
(Dalgaard O.Z., 1957). A pesar del gran nimero de publicaciones sobre aspectos clinicos y
patol6gicos de la enfermedad que aparecieron durante los siglos XIX y XX, hasta hace poco no
existian esperanzas de cambiar la opinién de Rayer relacionada con la ausencia de cura para
esta enfermedad. En los tltimos 15 aftos, a partir de la evolucién de la genética molecular y la
fisiologfa celular, es posible pensar en el desarrollo de un diagnéstico precoz y renovar las
esperanzas de soluciones reales para la enfermedad.

La poliquistosis renal autosémica dominante (ADPKD) es una enfermedad genética
hereditaria que afecta aproximadamente a 1 en 1000 individuos y lleva en el 50% de los casos a
insuficiencia renal crénica. En Argentina el 9,9% de los aproximadamente 7.000 pacientes en
didlisis crénica padece la enfermedad. Esta prevalencia ocasiona un gasto a la Seguridad Social
de alrededor de 10 millones de délares anuales (Comité del Registro Latinoamericano de
Diélisis y Transplante renal, 1997). Siguiendo un patrén de herencia autosémico dominante,
cada hijo de un progenitor afectado posee un 50% de probabilidad de heredar el gen defectuoso
y de éstos, aproximadamente el 50% desarrolla insuficiencia renal crénica. La caracteristica
patolégica de esta enfermedad es el desarrollo progresivo de miiltiples quistes de contenido
liquido en ambos rifiones y presentdndose con distinta frecuencia en higado, pancreas y bazo
(Gabow, 1993). La manifestacién clinica de los quistes aparece entre los 20 y 30 afos, aunque

existe una gran variabilidad entre la poblacién afectada (Bear et al., 1984; Milutinovic et al.,
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1992). Los sintomas y signos mds frecuentes son: hipertensién arterial, dolores abdominales
agudos o crénicos, tumor abdominal, infecciones urinarias, nefrolitiasis, aneurismas cerebrales
(Chapman et al, 1992), hipertrofia ventricular, anormalidades cardiacas, etc. Si bien estos
sintomas y signos no son exclusivos de la poliquistosis, la presencia de alguno de ellos en
individuos con antecedentes familiares de la enfermedad constituye un “llamado de atenciéon” y
hace considerar la realizacién de un diagnéstico por imagenes mediante ecografias, tomografias
o resonancia magnética nuclear. Estas técnicas surgieron en las décadas del 70 y 80 y son aun
los métodos no invasivos mas eficaces para diagnosticar la enfermedad. Sin embargo, las
ecografias s6lo detectan quistes de un tamano mayor a 1 cm y las tomografias —si bien detectan
quistes mas pequeos- no permiten un barrido como la ecograffa. Ambos métodos muestran
una incidencia importante de falsos negativos; asf un 14% de los individuos que heredan el gen
defectuoso no muestran quistes por esos métodos entre los 20 y 30 afios de edad,
desarrolldndolos posteriormente (Bear et el., 1984). Solamente el andlisis genético molecular

permite el diagnéstico precoz en todos los casos.

CARACTERIZACION GENETICA DE LA ENFERMEDAD

La introduccién de la biologfa molecular en el terreno de la ADPKD es bastante reciente.
Los objetivos principales en el estudio de esta enfermedad fueron la localizacién de el o los
genes responsables de la enfermedad y el desarrollo de métodos de diagnéstico precoz. Se
inici6 asf la busqueda de marcadores genéticos ligados a la enfermedad. En 1985, Reeders de la
Universidad de Oxford, describi6 un marcador de ADN localizado en el brazo corto del
cromosoma 16, que era co-heredado con la enfermedad. Se trataba de una regién hipervariable
o polimérfica asociada al gen de la alfa-globina que resultaba til en la identificacién de los
afectados (Reeders et al.,, 1985). A partir de este evento se describieron un gran niimero de
marcadores polimérficos asociados a ADPKD. El anélisis se realizaba por Southern Blot,
relacionando la variabilidad en la diferencia de corte de un determinado fragmento de ADN
por parte de las enzimas de restriccién con la herencia de la enfermedad en el grupo familiar
(Harris et al., 1990; Germino et al., 1990). Mds tarde se comenz6 con el anélisis de marcadores
denominados microsatélites (Weber y May, 1989).

Un marcador microsatélite es un fragmento de ADN que contiene repeticiones de di- tri
o tetranucle6tidos en un nimero variable y particular para cada individuo (por ejemplo

ACAC... o TCATCA...). Cada microsatélite posee diferentes alelos definidos por el nimero de
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repeticiones. Cada individuo posee 2 alelos para cada microsatélite y estos se heredan siguiendo
las leyes de Mendel. Si tomamos un determinado microsatélite y observamos el nimero de
alelos que existe en la poblacién podremos definir la variabilidad alélica de ese marcador.
Cuanto més alta es su variabilidad alélica en la poblacién, mayor es el polimorfismo que
presentan estos marcadores y por lo tanto més iitiles resultardn en el diagnéstico. Estos
marcadores permiten realizar lo que se denomina “prueba de ligamiento”, en la cual se analiza
la herencia conjunta de la enfermedad y un alelo particular de un determinado microsatélite en
un grupo familiar cerrado. Este andlisis se realiza en cada familia afectada y en forma
independiente. La co-herencia de un determinado marcador y la enfermedad se relaciona
directamente con la proximidad fisica del marcador al locus de interés. A mayor separacién
fisica, mayor es la probabilidad de un evento de “crossing-over” (recombinacién) entre ambos y
por lo tanto menor seré el ligamiento. A mayor proximidad, més dificil serd su separacién por
un evento de recombinacién y mayor seré el ligamiento. Si se utilizan marcadores flanqueantes,
es decir localizados a ambos lados del locus, se aumenta enormemente la precisién de la
prueba. Es conveniente utilizar un gran niimero de marcadores para que en su conjunto sean
informativos en la mayorfa de las familias. Es importante en estos ensayos analizar a varios
miembros de la familia a estudiar. La prueba no puede realizarse sobre el individuo afectado
tinicamente, ya que es necesario poder determinar en la familia cuales alelos acompaian a la
enfermedad y cuales a los individuos sanos y asf analizar su herencia entre los miembros.
Deben analizarse al menos dos miembros afectados y en lo posible tres generaciones, establecer
las relaciones biol6gicas entre los individuos en forma fehaciente y caracterizar clinicamente a
los individuos mediante ecografias abdominales, determinacién de pardmetros de funcién
renal, etc.

El uso de los marcadores microsatélite se difundi6 y actualmente se utilizan
rutinariamente en el estudio de familias afectadas (Harris et al., 1991).

En 1988 se analizaron dos familias con poliquistosis que no presentaban ligamiento a
marcadores del cromosoma 16 (Kimberling et al., 1988; Romeo et al., 1988). A partir de este
hallazgo y la descripcién posterior de otras familias, se caracteriz6 un segundo tipo de
poliquistosis, PKD2, con caracterfsticas clinicas levemente diferentes a la PKD1 y cuyo locus se
localiz6 en el cromosoma 4. La poliquistosis tipo 1 es la més frecuente, constituyendo
aproximadamente el 85% de los casos con una edad de comienzo de insuficiencia renal terminal
promedio de 56 afos. Un 10% presenta la forma PKD2 con una edad de comienzo de IRC

promedio de 70 afios.

Desde 1993 hasta la fecha se publicaron 5 casos que no presentan ligamiento a los
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marcadores caracterizados para PKD1 y PKD2 (Daoust et al, 1993; Almeida et al., 1995;
Bogdanova et al., 1995; Turco et al., 1996; Ariza et al., 1997). A esta nueva forma se la denomina

PKD3.

LOCALIZACION Y CARACTERIZACION DEL GEN PKD1

En diciembre de 1994 el Consorcio Europeo para la Poliquistosis Renal Autosémica
Dominante publicé en la revista Cell parte de la secuencia del gen PKD1 (The European
Polycystic Kidney Disease Consortium, 1994). Previamente el Consorcio Europeo de Esclerosis
Tuberosa habfa ubicado al gen TSC2 en el cromosoma 16 en una regién cercana a la candidata
para la localizacién del gen PKD1 (European Chromosome 16 Tuberous Sclerosis Consortium,
1993). Los genes TSC se caracterizan por ser genes supresores de tumores y supresores de
crecimiento. El Consorcio encontré una familia portuguesa que presentaba las dos patologfas:
poliquistosis renal autosémica tfpica y esclerosis tuberosa. Madre e hija sufrfan poliquistosis
renal y presentaban una translocacién balanceada entre los extremos de los cromosomas 16 y
22. Es decir, existia intercambio de pequerios segmentos entre cromosomas no homélogos. Otro
hijo presentaba las dos enfermedades, poliquistosis renal y esclerosis tuberosa, pero la
translocacién no era balanceada; se habfa perdido el extremo del cromosoma 16 sin ser ocupado
por un trozo de otro cromosoma. Asf, estos rearreglos evidenciaban la desaparicién del gen de
la esclerosis tuberosa —que al no estar presente producfa la enfermedad por su caricter
supresor- y resaltaba el locus probable del gen de la poliquistosis renal, ya que el punto de
ruptura se hallaba en la zona candidata y por lo tanto la enfermedad en este individuo podfa ser

atribuifble a la ruptura del gen tan buscado.

e et o 3

T8C2

7

regidn copia dnica Gen PKD1

Esquema del gen PKDI. Las lineas representan los intrones; los rectdngulos, los
exones. Sobre los mismos se indica el niimero de exén.

Se trata de un gen ubicado adyacente al locus TSC2 en una orientacién “cola con cola”
en la regi6én 16p13.3. Tres cuartas partes del gen se encuentran duplicados en un sitio vecino al

locus 16p13.1. Esta regién duplicada contiene tres genes de gran homologfa con el gen PKD1 los
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cuales se transcriben a RNA mensajero. Es por ello que solo se pudo en un principio clonar y
secuenciar la regién no duplicada. En esta regién se encuentra un marcador microsatélite
denominado KG8. Al ser este un marcador intragénico, brinda gran informacién cuando se lo
incluye conjuntamente con el resto de los marcadores microsatélites vecinos al gen PKD en los
estudios de ligamiento.

En abril del afio 1995, se publicé la secuencia completa del gen (The International
Polycystic Kidney Disease Consortium, 1995). Es un gen compuesto por 46 exones de un
tamano de 52 kb. El transcripto primario contiene aproximadamente 14,1 kb y codificaria para
una proteina de 4.302 aminodcidos. Solamente unas 3,5 kb del extremo 3°del transcripto
provienen de la regién del gen en copia tnica. El resto se repite en genes homélogos que son en

un 75% idénticos al gen PKD1.

A partir de la secuencia
NH2

nucleotidica se puede predecir

que el producto de este gen, la

policistina, serfa una
glicoprotefna compuesta por:
una regién aminoterminal que
se extenderia en unos 2.500
aminodcidos de localizacién

extracelular, muiltiples

dominios transmembrana y

una cola citoplasmética en el
extremo carboxiterminal. El

extremo aminoterminal de la

proteina PKD1 presentarfa una
sefal hidrofébica de clivaje de

23 aa y conteniendo un mosaico de dominios: repeticiones ricas en leucina flanqueadas por

Figura I.2. Estructura propuesta para la policistina 1.

estructuras ricas en cisteina, dominios tipo LDL-A y lectina tipo C, 16 dominios tipo
inmunoglobulina, cuatro dominios tipo III de fibronectina y 14 dominios de 80 aminoécidos atin
no descriptos.

El anélisis de esta estructura sugiere que la policistina es una proteina integral de
membrana, involucrada en interacciones célula-célula y /o célula matriz extracelular (Hughes et

al., 1995). Sin embargo, esta proteina no ha podido ser atin aislada y caracterizada.
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Hasta el momento las mutaciones encontradas en el gen resultaron de diversos origenes
(deleciones en diferentes sitios, defectos de “splicing”, traslocaciones de novo, etc.) (Peral et al.,
1995; Peral et al, 1996a y b; Peral et al., 1997; Rossetti et al., 1996; Turco et al.,1995; Neophytou et
al., 1996; The European Polycystic Kidney Disease Consortium, 1994).

Todos los esfuerzos siguen dirigidos a comprender el origen de esta enfermedad. Una de
las preguntas més dificiles de responder es por qué una mutacién germinal produce quistes
solamente en algunos nefrones. Germino y colaboradores aislaron epitelio de quistes renales
individuales (Qian et al., 1996). Para ello tomaron quistes aislados y trabajaron con el epitelio de
cada uno analizando el patrén de inactivacién del cromosoma X en las mujeres afectadas.
Determinaron que en todas las células que componen este epitelio, el patrén de inactivacién es
el mismo. Esto sugiere que el origen del quiste es monoclonal. Comparando el genotipo de los
quistes y el genotipo de las células sométicas de cada individuo se observé que en los quistes se
habfa alterado el haplotipo del cromosoma que no se hallaba afectado en la linea germinal. Esto
sugiere que en los quistes se producirfa una nueva mutacién de novo. Este evento serfa el
responsable de la variabilidad fenotipica que se observa en PKD1. El nimero absoluto de
eventos de mutacion debe ser extremadamente alto en comparacién a otras enfermedades
renales donde también se dan mecanismos de doble evento mutacional, como por ejemplo la
enfermedad tumoral de Wilms o en la enfermedad de von Hippel-Lindau o en algunos
angiomiolipomas en la esclerosis tuberosa. Germino y colaboradores postulan que la presencia
de un segmento de 2,5 kb de polipirimidinas presente en el intrén 21 es la causa de la tendencia
a producir mutaciones. Este segmento contiene un 95% de citosinas y timinas y estd presente en
la cadena de ADN codificante. Este tipo de secuencias forman estructuras de tipo triple hélice,
que podrfan ser responsables de ciertos mecanismos de mutagénesis (Wang et al.,, 1996).
Cuando estas estructuras son insertadas en forma experimental en células, se observa un
aumento de uno o dos 6rdenes de magnitud en la tasa de mutacién. Sorprendentemente, los
eventos de mutagénesis no ocurren en células incapaces de reparar genes transcripcionalmente
activos. Por lo tanto, los autores proponen que la estructura triple hélice dispararfan
mecanismos de reparacién errénea del ADN. Asf, el riesgo de que se produzca una mutacién no
requiere de un evento de duplicacién celular sino que puede darse en cualquier momento en el
que las hebras de ADN se separen para permitir la transcripcién del gen. De esta forma, a lo
largo de la vida, se acumulan cambios incorrectos a una tasa baja que tal vez no tengan efecto
fenotipico. Pero si alguno de ellos tiene efecto y la célula presenta previamente un alelo
anormal, el resultado serfa la formacién de quistes (Germino, 1997). Esta teorfa se ve apoyada

por el hecho de que la presencia de quistes tinicos en individuos normales es muy frecuente y
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aumenta con la edad. Aproximadamente el 25% de la poblacién mayor de 50 anos presenta

quistes unicos en sus rinones.

LOCALIZACION Y CARACTERIZACION DEL GEN PKD2

Los estudios de
ligamiento realizados con
marcadores  microsatélite
ligados al cromosoma 16
evidenciaron la existencia
de un gran nimero de
familias que no presentaban
ligamiento a ese
cromosoma. Por lo tanto
debfa existir un segundo
locus responsable de la
enfermedad. Kimberling y

colaboradores y Peters y

NH,

Figura 1.3. Estructura propuesta para la policistina 2. e et et

en ciertas familias enfermas
de ADPKD, la enfermedad se heredaba ligada a marcadores ubicados en la regién cromosémica
4q21-23 (Kimberling et al., 1993; Peters et al., 1993). Mochizuki y colaboradores identificaron
una regién con alta homologia en su secuencia aminoacidica al gen PKD1 (Mochizuki et al.,
1996). El estudio de esta regién en tres familias afectadas permitié presentarla como la regién
candidata para la localizacién del gen PKD2 ya que se identificaron en ella diferentes
mutaciones tipo “nonsense” que segregaban con la enfermedad. A partir del conocimiento de la
secuencia del gen se estudiaron las mutaciones presentes en familias afectadas que presentaban
ligamiento a PKD2. El gen codificaria para un tnico transcripto de aproximadamente 5,4 kb y
un producto de 968 aminodcidos que corresponde a una protefna integral de membrana
constituida de seis dominios transmembrana y extremos amino y carboxiterminales
intracelulares. Existe un 15% de identidad y un 25 % de similitud entre esta proteina y una

region de 450 aminoécidos de PKD1 que contiene varios dominios transmembrana. El producto
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proteico del gen PKD2 presenta un gran grado de similitud con aproximadamente 270 residuos
del canal de Ca2+ alE activado por voltaje (VACC alE-1), el cual pertenece a la familia de
proteinas de canales activados por voltaje de Ca2+ y Na+ al. Esta regién incluye cinco
dominios transmembrana y parte de la regién carboxiterminal que presenta un dominio
putativo EF-hand que posee actividad de unién a Ca2+ en varias protefnas. Si bien no se conoce
la funcién de la protefna PKD2, se ha propuesto que puede funcionar como un canal de iones o
bien formar un complejo homo o heteromultimérico formador de poro. El parecido estructural
que poseerfan las protefnas PKD1 y PKD2 sumado al patrén clinico similar que presentan
ambos tipos de poliquistosis sugiere que ambas protefnas podrfan interactuar en mecanismos

paralelos o bien formar complejos.

INTERACCION PKD1-PKD2

Existen evidencias de que la policistina 1 y la policistina 2, los putativos productos
proteicos de PKD1 y PKD2 respectivamente, podrfan interactuar directamente a través de sus
extremos carboxflicos citoplasmaticos (Tsiokas et al., 1997).

Para analizar esta hipétesis, se realizaron experimentos utilizando el sistema de doble-
hibrido en levaduras (Qian et al., 1997). En ellos, el extremo carboxiterminal de la policistina 1
fue fusionado en una construccién al dominio de "binding" al ADN del factor de transcripcién
GAILA4. El gen hibrido resultante fue transfectado en levaduras que ya portaban una
construcciébn que contenfa el extremo carboxiterminal de la protefna PKD2 fusionada al
dominio transactivador de GALA4. Separado de esta forma, el factor de transcripcién GAL4 s6lo
serfa activo si sus respectivas partes se unen por interaccién ffsica entre la policistina 1 y la
policistina 2. Esto es lo que sucedi6, contemplando los valores positivos para la actividad GALA4,
lo que sugiere que los productos de PKD1 y PKD2 interactian directamente.

Teniendo en cuenta este dato y considerando lo descripto para el modelo de doble
evento mutacional propuesto por Germino y colaboradores, un segundo evento de mutacién en
PKD2 podrfa estar relacionado a PKD1. Tal vez la regulacién normal del crecimiento y
diferenciaci6n del epitelio renal requiera de una interaccién de los productos de PKD1 y PKD2.
Asf, si la disponibilidad de policistina 2 se ve disminuida por una mutacién en uno de los
alelos, la pérdida de uno de los alelos PKD1 a nivel somaético serfa suficiente para permitir la

formacién de quistes. En una persona sin mutaciones germinales en PKD1 o PKD2, un quiste
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requerird en algunas células renales de la inactivacién de ambas copias del gen PKD1 o bien
una de PKD1 y una de PKD2. Si la probabilidad de una mutacién aislada a lo largo de la vida en
cualquier sitio fuese de una en mil, la probabilidad de una doble mutacién seria de una en un
mill6n. Los rifiones poseen millones de nefrones y es un hecho que los individuos adquieren
quistes con la edad. Es por ello que como criterio se define la poliquistosis como la presencia de
un quiste en un rinén y por lo menos dos en el otro, de acuerdo al criterio propuesto por Bear y

colaboradores (Bear et al., 1984).

LOCALIZACION DEL GEN PKD3

Hasta el presente se han localizado y caracterizado dos genes relacionados con la
poliquistosis renal: PKD1 y PKD2. Para ambos existen numerosos marcadores genéticos que
permiten determinar un haplotipo ligado a la enfermedad en cada familia. Sin embargo,
continian describiéndose familias con poliquistosis que no muestran ligamiento ni a PKD1 ni a
PKD2 (Daoust et al, 1993; Almeida et al., 1995; Bogdanova et al., 1995; Turco et al., 1996; Ariza et
al., 1997). En estos casos se hace referencia a ellas como portadoras de poliquistosis de tipo 3 o
PKD3. Hasta el momento no se ha identificado a el o los genes responsables y se desconoce su

localizacién cromosémica.

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA ENFERMEDAD

Comparacién entre los tipos Pkd1, Pkd2 y Pkd3

El 85% de los casos de poliquistosis serfan causados por alteraciones en el gen PKD1
(Peters y Sandkuijl, 1992) y un 10% por el gen PKD2. El 5% restante corresponderfa a la forma
PKD3. Los fenotipos asociados a las mutaciones en PKD1, PKD2 y PKD3 son muy similares. Las
pequenas diferencias existentes entre los mismos no son suficientes para distinguir clfnicamente
entre las 3 formas de la enfermedad.

Existe una gran heterogeneidad fenotfpica entre distintas familias con el mismo tipo de
PKD y una gran variabilidad clinica intrafamiliar (Milutinovic et al., 1992). En general la forma
PKD2 se presenta como una forma més benigna (Parfrey et al., 1990; Ravine et al., 1992). Si bien
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existe menos informacién en familias con PKD2, pareciera que los quistes se desarrollan a
edades més tardias. En un estudio realizado por Parfrey y colaboradores, se estudiaron 125
individuos menores de 30 afios pertenecientes a familias con poliquistosis tipo 1 y portadores
del gen defectuoso. Se observé que el 46,6% presentaban quistes. Paralelamente se analizaron 27
individuos menores de 30 afios portadores de poliquistosis tipo 2 y s6lo el 11,1% presentaron
quistes, lo que sugiere un desarrollo tardfo en PKD2 (Parfrey et al., 1990).

Se define como penetrancia al porcentaje de individuos genéticamente afectados que
desarrollan la enfermedad. En el caso de la poliquistosis, los sintomas pueden aparecer en
diferentes edades, con lo cual la penetrancia es dependiente de la edad en esta enfermedad, a
diferencia de otras enfermedades, en las cuales la penetrancia puede ser del 100% desde el
nacimiento (es decir, todos los individuos genéticamente afectados desarrollan la enfermedad
desde el momento del nacimiento). Para la poliquistosis se asume una penetrancia del 39% a
partir de los 30 afios de edad (Parfrey et al., 1990).

El riesgo mayor en la poliquistosis renal es el desarrollo de insuficiencia renal. La
presencia de un gen defectuoso no lleva necesariamente a este desenlace.

La aparicién temprana de quistes (sobre todo en nifos) estd asociada a una entrada mas
temprana en edad a IRCT. En un estudio se describi6é que 10 de 11 chicos diagnosticados con
poliquistosis por ecograffa in titero sufrieron hipertensién antes de los 5 afios de edad y 3 de los
11 desarrollaron insuficiencia renal (Fick et al., 1993).

Respecto al sexo, algunos estudios demuestran que los hombres presentan una
progresiéon mas rapida a IRCT respecto a las mujeres (Dalgaard, 1957; Gabow et al., 1992).

Desde principio de siglo se ha notado un aparente aumento en la sobrevida de pacientes
con poliquistosis con insuficiencia renal crénica terminal (IRCT). En el estudio cldsico de
Dalgaard (1957), la edad promedio de fallecimiento era de 51,5 afos. En un estudio reciente se
demuestra un aumento de la edad promedio a 59 + 2 afos (Fick et al., 1994). Una mayor
atencién sobre las complicaciones cardfacas y las infecciones, como asf también un intensivo
cuidado y tratamiento de las manifestaciones renales y extrarenales asociadas a la enfermedad

parecen aumentar la sobrevida de los pacientes.



OBJETIVOS DE LA TESIS
Los objetivos de esta tesis fueron:

1. Desarrollar un diagnéstico precoz de la enfermedad que permita detectar enfermos y
portadores asintométicos para la forma PKD1, utilizando marcadores microsatélite ya
descriptos como cercanos al locus responsable de la misma.

2. Buscar y analizar las mutaciones presentes en el gen PKD1 en las familias afectadas con esta
forma.

3. Desarrollar un diagnoéstico precoz de la enfermedad que permita detectar enfermos y
portadores asintomdticos para la forma PKD2, utilizando marcadores microsatélite ya
descriptos como cercanos al locus responsable de la misma.

4. Determinar en forma fina la ubicacién del gen PKD2 por medio del andlisis de eventos de
recombinacién entre los marcadores descriptos y la enfermedad en las familias analizadas
en este estudio.

5. Detectar y analizar mutaciones en el gen PKD2.

6. Analizar otras formas de poliquistosis renal.

7. Aplicar las herramientas hasta aquf desarrolladas en otras patologfas qufsticas hereditarias.



CAPIiTULO 1: CARACTERIZACION DE MARCADORES
MICROSATELITE LIGADOS A PKD1 Y PKD2

INTRODUCCION

En esta etapa se analizaron y caracterizaron los marcadores ubicados en las regiones
cromosémicas 16p13.3 y 4q21-23. Los marcadores genéticos pueden ser mas o menos
polimérficos dependiendo del niimero de alelos y sus frecuencias poblacionales. El grado de
polimorfismo de un marcador puede ser estimado de la proporcién de individuos en la
poblacién que son heterocigotas para ese marcador. En otras palabras: la probabilidad de que
un individuo al azar sea heterocigota permite estimar el grado de polimorfismo. Esta
probabilidad puede ser calculada a partir de una muestra de individuos no relacionados entre si
tomados al azar. Luego de poner a punto la amplificaciébn por PCR de los marcadores
microsatélite y realizar el andlisis en un nimero determinado de individuos normales de
nuestra poblacién, se determinaron dos fndices de informacién: el contenido de heterocigosis
(HET) y el fndice de contenido polimérfico (PIC).

El valor de HET es simplemente la cantidad de heterocigosis H observada y representa
la proporcién de individuos heterocigotas observados en la muestra. Se calcula como:

H=[1-Z(E)ln/(n-1)
donde n es el nimero de alelos observado en el muestreo y p; la frecuencia del i-ésimo alelo.

Este calculo es importante ya que alelos que se presentan en homocigosis no permiten
separar cromosomas sanos de cromosomas enfermos y por lo tanto si bien puede haber una
asociacién de un alelo en particular a la enfermedad en un estudio familiar, no se puede
distinguir el cromosoma en el cual se encuentra el gen alterado. Este valor varfa entre 0 (cero) y
1 (uno), indicando este iltimo valor que todos los alelos se presentan practicamente en
heterocigosis en la poblacién.

El PIC es un estimador de mayor precisién y se basa en asumir que los genotipos se
encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg (HWE). Se calcula como:

PIC=1-Z (i=1 hastan ) p; 2 - Z (i=1 hasta n-1)Z (j= i+1 hasta n) 2 p; 2p;?
donde pyes el alelo subsiguiente al p.

El PIC da una idea de cuan polimérfico es un marcador, si posee un gran nimero de

alelos y sus frecuencias se encuentran uniformemente distribuidas en la poblacién. Esto es

particularmente importante en estudios de ligamiento ya que se intenta asociar para cada
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familia un alelo en particular con la presencia de la enfermedad. Si existen pocos alelos, la
probabilidad de que tanto afectados como sanos presenten el mismo alelo es mayor. El valor de
este pardmetro varia de 0 (cero) a 1 (uno), indicando este ultimo valor que existe para ese
marcador un gran nimero de alelos con frecuencias similares para cada uno de ellos (Ott, 1991;
Terwilliger y Ott, 1994).

OBJETIVOS

1. Poner a punto la amplificacién de marcadores microsatélite ligados a los loci de interés.
2. Analizar los valores de H y PIC para cada uno de ellos y validar su uso en el andlisis de

ligamiento en familias afectadas.

MATERIALES Y METODOS

Marcadores microsatélite

Se analizaron 6 marcadores para PKD1 y 4 marcadores para PKD2. Las secuencias
fueron tomadas de la literatura (Breuning et al., 1990; Harris et al., 1991; Thompson et al., 1992;
Snarey et al., 1994; Peral et al., 1994; Mills et al., 1992; Dib et al., 1996)(Tabla 1.1.)

Tabla 1.1. Descripci6n de primers utilizados

Locus Primer Marcador Secuencia

PKD1 D165521 F D168521 5°GAG CGA GAC TCC GTC TAA A 3"
D168521 R D165521 5'CAG CAG CCTCAG GGT T 3¥°
KG8F 5'CTC CCA GGG TGG AGG AAG GTG 3’
KG8R 5°GCA GGC ACA GCC AGC TCC GAG 3-
AC25(GT) D165291 5°GCA GCC TCAGTT GTG TTT CCT AAT C 3°
AC 25 (AC) D165291 5°AGT GCT GGG ATT ACA GGC ATG AACC 3°
CW2A D165663 5'GTC TTT CTA GGA ATG AAATCA T 3"
cw2B D165663 S'ATT GCA GCA AGACTC CATCT 3°
SM7(GT) D165283 5'ACA TAT GTA GTC TTC TGC AGG 3
SM7 (AC) D165283 5'ACA AGA GTG AAT CTC TGA CAG 3°
SM5B (AC) D165284 5°GGC CAA CCT GGG TGA CAG AAC 3°
SMS5B (GT) D165284 5'GAG CCA GTG CTC CTG GCC TGT 3

PKD2 D4S231F D4S231 5'AGA TGA GTA TGT TAT TAT ACC 3-
D4S231 R D4S231 5'TGC TAG AGT TCC CTA GTG 3°
aFM 155 A D4S1534 5'ACC AGC CCA AGG TAG AGG 13-
AFM 155 B D4S15M 5°'ATT CAG TTT CAG CCC CAT 3
AFM 248 A D451563 5'ACT ATT GCT GTT GCT GAC CC 3¥°
AFM 248 B D451563 5°GCT GCC TGA CAC ACT GG 3
DMSABF D4S4 5'TTG AGT AGT TCC TGA AGC AGC 3-

D4S4Z3R D4S423 5'CAA AGT CCT CCA TCT TGA GTG 3°
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La ubicacién cromosémica de los marcadores elegidos se muestra en la Figura 1.1.
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Figura 1.1. Ubicacién cromos6mica de los marcadores seleccionados en este estudio. Se muestran los 2 cromosomas analizados. Los

marcadores elegidos se resaltan en verde.

ADN Genémico

Se tomaron individuos al azar clinicamente sanos pertenecientes a la poblacién

argentina y se determinaron lostamanos de los alelos correspondientes para cada marcador.

Purificacién a partir de Sangre periférica

1.

Soluciones:

a) Buffer TE (Tris-EDTA)

Tris-HC1 10 mM
EDTA 1 mM (pH 8,0)

b) Buffer Proteinasa K

KC1 100 mM
Tris-HC1 0,2 mM
MgCl> 5 mM




o Tween 20 0,005% (v/v)
c) SDS20% (p/v)
d) Proteinasa K (20 mg/ml)
e) NaCl3M
f) Etanol 70%
g) Etanol absoluto

2. Procedimiento:

¢ Se resuspenden 350 ul de sangre anticoagulada con EDTA (concentracién final 5 mM) en 1
ml de buffer TE

¢ Se centrifuga 30 segundos a 10.000 rpm

¢ Se extrae el sobrenadante y se resuspende el pellet de glébulos blancos en 1 ml de buffer TE

¢ Se repite el ultimo paso hasta obtener un sobrenadante limpio y un pellet blanco

¢ Se resuspende el pellet en 300 pl de agua destilada y se agregan 80 ul de buffer proteinasa K,
20 pul de SDS 20% y 4 ul de proteinasa K

¢ Seincuba a 55° C por 30 minutos

¢ Se agregan 120 ul de NaCl. Se agita con vortex y se centrifuga 10 minutos a 10.000 rpm

¢ Se toma el sobrenadante y se le agrega un volumen de etanol absoluto

¢ Se mezcla y se coloca en hielo durante 20 minutos

¢ Se centrifuga 4 minutos a 10.000 rpm

¢ Se descarta el sobrenadante y se agregan 500 ul de etanol 70%

¢ Se centrifuga 4 minutos a 10.000 rpm

¢ Se descarta el sobrenadante y se deja secar el pellet

¢ Se resuspende en 200 pl de agua destilada

Determinacién de la Concentracién, Pureza e Integridad del ADN

Se toma una alfcuota de 2 pl de la solucién de ADN purificado y se lo lleva a un
volumen de 250 pl con agua destilada. Se mide absorcién a 260 y 280 nm para determinar la
concentracién y pureza del mismo. Dado que una unidad de DO corresponde a 50 pg/ml, se
calcula la concentracién y cantidad de ADN purificado. La relacién de absorbancia a 260/280

nm permite determinar el grado de contaminacién proteica de la muestra.
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Para analizar la integridad del ADN, se realizan corridas electroforéticas en geles de

agarosa al 1% (p/v) tefiidos con bromuro de etidio.

Amplificacién por PCR

Para cada reaccién se utilizaron entre 500 ng y 1 ug de ADN gen6mico y se realizaron las

reacciones de amplificacién en un volumen final de 15 pl.

Reacci6én de amplificacién:
1,5 pl de buffer de reaccién 10X (Promega)
MgCl; entre 1y 2,5 mM

+ Mix de dNTP’s (200 uM de dATP, dGTP, dTTP y 5 pM de dCTP)
30 pmoles de cada primer

< 0,1 (10 uCi) de dCTP marcado ([e32P ] dCTP) (3.000 Ci/mmol)
1 U Taq DNA polimerasa (Promega)

Condiciones de la reaccién de amplificacién:
En cada caso se determinaron las condiciones 6ptimas para la amplificacién por la

reaccién en cadena de la polimerasa. En la Tabla 1.2. se detallan las condiciones elegidas para

cada marcador.

Tabla 1.2. Descripcién de condiciones 6ptimas de amplificacién por PCR para cada marcador

D168821 KGs8 D165291  D165663  D165283  D165284 D4S231 D4S1534  D4S1%63 D4S423

Desnaturall 94°C 94°C 94°C 94°C 94°C 94°C 94°C 94°C 94°C 94°C
zadén 5 min. 5 min. 5 min. 5 min. 5 min. 5 min. 5 min. 5 min. 5 min. 5 min.
Desnaturall 94°C 94°C 94°C 94°C 94°C 94°C 94°C 94°C 94°C 94°C
zadén 1 min. 1 min. 40 seg. 40 seg. 1 min. 1 min. 1 min. 40 seg. 1 min. 40 seg.
Apareamien 60°C 65/60°C 55°C 55°C 55°C 60°C 55°C 55°C 62°C 55°C
to 2 min. 1min 30 seg. 30 seg. 1 min. 2 min. 1 min. 1 min. 1 min. 30 seg.
Bongacion 72°C 65/60°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C
1 min 30 seg. 1 min 1 min 1 min 1 min 1 min 1 min 1 min 1 min
Ciclos 28 10/24 35 35 28 28 28 28 30 35
Elongacion 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C

final 2 min 10 min 2 min 2 min 2 min 2 min 2 min 2 min 2 min 2 min
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Visualizacion de los Productos

Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes (6% (p/v)
acrilamida, 7,6 M urea). En todos los casos se utilizaron marcadores cuyos tamafios fueron

determinados por secuenciacién.

A) Preparacién de geles de poliacrilamida

B) Electroforesis

Se realizaron las corridas en un sistema de electroforesis vertical con buffer TBE 0,5X en

el reservorio superior y 1X en el inferior.

Soluciones

a) TBE 10X (pH 8,0) (para 1 litro)
e Tris base 108 g
¢ Acidobérico55 g
e EDTA 0,5M (pH 8,0) 40 ml

b) Buffer de siembra
¢ Formamida 98%
e 0,2mM EDTA (pH 8,0)
e 0,025% (p/v) xilencianol (XC)
e 0,025% (p/v) azul de bromofenol (BPB)

C) Autorradiograffa

Procedimiento
¢ Luego de separar los vidrios se cubre al gel con la solucién fijadora (10% metanol, 10%
acético glacial) durante unos 3 minutos, se enjuaga con agua destilada y se lo pasa a
papel Whattmann. Se cubre el gel con film adherente y se lo coloca en la secadora
durante 2 horas a 80°C
¢ Una vez que el gel estd seco se lo coloca en un cassette junto con una pelfcula
radiogréfica y pantalla amplificadora durante un minimo de 4 horas a -20°C

¢ Las placas se revelan por medio de un proceso fotografico convencional
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Calculo de PIC y HET para cada Marcador

Se realizaron utilizando el programa LINKAGE versién 5.1 gentilmente cedido por el

Dr. Jurg Ott. Se trata de un programa estadfstico de valoracién en anlisis de ligamiento
genético.
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RESULTADOS

A continuacién (Tablas 1.3. y 1.4.) se detallan los resultados obtenidos en el estudio
poblacional de los marcadores microsatélites ligados a los loci 16p13.3 y 4q21-23. Se
determinaron el tamano de los alelos y la frecuencia que cada alelo presenta en la poblacién

para cada marcador.

Tabla 1.3. Detalle del anélisis de los marcadores ligados al locus 16p13.3

Alelo tamafio en pb Frecuencia Alelo tamafio en pb Frecuencia
1 154 0,008 1 156 0,040
2 158 0,357 2 158 0,176
3 160 0,016 3 160 0,088
4 166 0,024 4 162 0,080
5 168 0,103 5 164 0,200
6 170 0,293 6 166 0,264
7 172 0,135 7 168 0,117
8 174 0,047 8 170 0,020
9 176 0,008 9 172 0,010
10 182 0,008 10 174 0,010

Marcador KG8 | T ___ . Marcador D165284

Alelo tamaiio en pb Frecuencia Alelo tamaiio en pb Frecuencia
1 96 0,026 1 115 0,016
2 104 0,052 2 117 0,960
3 106 0,026 3 119 0,016
4 110 0,800
5 112 0,052
6 116 0,052

. Marcador D165283 _ o b Marcador D165663

Alelo tamaiio en pb Frecuencia Alelo tamaiio en pb Frecuencia
1 85 0,014 1 107 0,014
2 87 0,051 2 m 0,051
3 89 0,030 3 113 0,030
4 91 0,200 4 117 0,200
5 93 0,507 5 119 0,507
6 95 0,080 6 121 0,080
7 97 0,030 7 123 0,030
8 99 0,051 8 125 0,051
9 101 0,036 9 127 0,036
10 103 0,007 10 131 0,007
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Tabla 1.4. Detalle del an4lisis de los marcadores ligados al locus 4q21-23

Marcador D45423 Marcador D4S231
Alelo tamafio en pb Frecuencia Alelo tamafio en pb Frecuencia

1 103 0,023 1 158 0,074
2 107 0,023 2 160 0,260
3 109 0,047 3 162 0,330
4 m 0,142 4 164 0,130
5 113 0,214 5 166 0,074
6 115 0,310 6 168 0,092
7 117 0,083 7 170 0,018
8 119 0,120 8 172 0,018
9 121 0,023

10 125 0,011

Marcador D4S1534 - .____Mareador D4S1563
Alelo tamafio en pb Frecuencia Alelo tamafio en pb Frecuencia

1 144 0,250 1 210 0,650
2 146 0,180 2 212 0,050
3 148 0,045 3 214 0,016
4 150 0,045 4 216 0,081
5 152 0,068 5 218 0,114
6 154 0,227 6 220 0,016
7 156 0,136 7 222 0,032
8 158 0,045 8 224 0,032

Con los resultados presentados se hicieron los célculos de los pardmetros PIC y HET con
el programa PIC del LINKAGE package versién 5.1. A continuacién se detallan los resultados

obtenidos.

Tabla 1.5. Anélisis de tamario y frecuencias alélicas de los marcadores analizados. Determinacién de PIC
y Heterocigosis

Locus Ndmero de alelos  Tamaiio alelos (pb) PIC HET  Ntmero de cromosomas analizados
D16S521 10 154-182 0,71 0,75 126
KG8 6 98-116 0,35 0,36 38
D165291 10 156-174 0,80 0,82 102
D165663 10 107-131 0,80 0,82 101
D165283 10 85-103 0,66 0,68 136
D165284 3 115-119 0,06 0,06 62
D4s231 8 158-170 0,74 0,77 53
D4S1534 8 144-158 0,79 0,82 4“4
D4S1563 8 210-224 0,52 0,54 61

D4S423 10 103-125 0,78 0,81 84




DISCUSION

Se caracterizaron los diferentes marcadores microsatélites ligados a PKD1 y PKD2. En
cada caso se determiné el niimero de alelos presentes en nuestra poblacién, el tamaio en pares
de bases de cada alelo, el porcentaje de heterocigosis y el fndice de contenido polimérfico. Esto
se realiz6 con el fin de utilizar datos locales en el anélisis de ligamiento familiar. Como puede
observarse en la Tabla 1.5., de todos los marcadores analizados, sélo uno de ellos, el D165284
resulté no informativo para estudios de ligamiento. Este marcador presenta s6lo 3 alelos en
nuestra poblacién y uno de ellos se encuentra en el 95% de los individuos analizados lo que se
traduce en un muy bajo PIC y HET y fue descartado para el andlisis de ligamiento en las
familias afectadas. El KG8, presenta valores de PIC y HET muy bajos. Sin embargo se lo incluye
en el andlisis de ligamiento ya que por ser un marcador intragénico puede resultar muy
informativo. Por lo tanto no se descarta su uso en caso de requerirse un mayor niimero de
marcadores.

Las caracteristicas de los marcadores analizados no varfa significativamente de las
publicadas para otras poblaciones caucasicas (Breuning et al., 1990; Harris et al., 1991; Thompson et
al., 1992; Snarey et al., 1994; Peral et al., 1994; Mills et al., 1992; Dib et al., 1996). La poblacién argentina
es, en su mayorfa, de origen caucésico, predominantemente europea. Esto explicarfa la ausencia
de diferencias entre lo publicado para estas poblaciones y lo que se observa en la nuestra.

Luego de confirmar el valor de estos marcadores para el anélisis de ligamiento, se

procedié al estudio de los mismos en las familias afectadas con poliquistosis.



CAPITULO 2: ESTUDIO DE HETEROGENEIDAD GENETICA EN
NUESTRA POBLACION

INTRODUCCION

El andlisis de ligamiento se basa en el concepto de que los alelos correspondientes a loci
cercanos tienden a ser transmitidos en bloque durante la meiosis, sin producirse eventos de
recombinacién que separen alelos que se encuentran ligados en la linea parental en 2 gametas
diferentes. Cuanto mas cercanos se hallan 2 loci genéticos més fuerte es el ligamiento. Por lo
tanto la “fuerza” de ligamiento se correlaciona con la distancia fisica real entre 2 loci. Esta
correspondencia no es exacta ya que la frecuencia de recombinacién no es uniforme a lo largo
de cada cromosoma ni en todo el genoma. Sin embargo, se han podido establecer algunas
definiciones y equivalencias aproximadas. Sir Thomas Morgan fue el primero en observar
eventos de crossing-over o intercambio en Drosophila melanogaster. A partir de sus estudios se
defini6 a 1 Morgan como la distancia entre dos loci de un mismo cromosoma en la que, en
promedio, ocurre una recombinacién por cada evento meiético. Por lo tanto 1 cM es la distancia
genética en la que en 1 de cada 100 meiosis ocurre un evento de recombinacién (1% de
recombinacién). En base al niimero de quiasmas vistos en la meiosis I, se calcul6 que la longitud
genética del genoma humano es de 3000 ctM. Como el genoma haploide posee
aproximadamente 3 x 10° pares de bases, se considera que 1cM equivale a 1megabase
aproximadamente. Como cada cromosoma posee entre 100 y 300 cM, se esperan entre 1 y 3
eventos de recombinacién por cromosoma y por meiosis. La funcién de Haldane nos permite

transformar en forma sencilla fracciones de recombinacién en cM:

Distancia (cM) = - 0,5 [In (1- 26)]

siendo 0 la frecuencia de recombinacién entre dos loci.
Determinacién de Ligamiento Familiar

Dados dos genes ubicados en el mismo cromosoma, uno con alelos A y a y otro con

alelos B y b, en el grupo familiar a continuacién podemos observar que:
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Una hija (I111) de la tercera generaci6n hereda

1 2

. los haplotipos parentales A-B y a-b (no
56 — i recombinante) y Ia otra (I112) los haplotipos A-b y a-

" b. En el haplotipo heredado del padre (II1) en 1112, se

A
8

’ observa un evento de recombinacién, ya que el alelo
A aparece ahora ligado al alelo b (recombinante).

Cuando dos genes estdn en cromosomas distintos o

o»
o
-4
-4

suficientemente alejados en el mismo cromosoma se

heredan independientemente. De esta forma, en este
grupo familiar y para los loci a y b, la relacién entre recombinantes y no recombinantes es 1:1 y
por lo tanto la fraccibn de recombinacién 6 es igual a 0,5. Cuando dos genes estdn muy
cercanos, la probabilidad de que se produzca una recombinacién entre ellos es menor y por lo
tanto la fraccién de recombinacién 6 es menor a 0,5. Cuando se analiza el ligamiento genético

entre 2 lodi, lo que se intenta es determinar si 8 = 0,5 (loci no ligados) 6 6 < 0,5 (loci ligados).

Para explorar la significacién de este andlisis se realiza un tratamiento estadfstico que
consiste en comparar la probabilidad de que los datos (fases deducidas) observados sean
verdaderos en caso que Ios loci estuviesen ligados a una fraccibn de recombinacién (6)
determinada con respecto a la probabilidad de que Ios datos observados sean verdaderos en
caso que los loci no estuviesen ligados (9 = 0,5).

Se estudian razones de probabilidades a distintas 8 (entre 0,00 y 0,5)

L (8) probabilidad de los datos si estdn ligados a 6 = x
L () - probabilidad de los datos si no estdn ligados (8 = 0,5)

donde la férmula que se utiliza es: L(6)

L(0,5)

Se define como lod score al logaritmo de este cociente:

Lod score = logarithm of the odds 6 logaritmo de las razones.

donde Lod score = Z
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Estos célculos se realizan para cada familia en particular. La utilizacién de logaritmos
hace que los valores sean aditivos y se puedan sumar familias. Valores positivos de Z sugieren
loci ligados y valores negativos sugieren una alta probabilidad de loci no ligados.

Por convencién, valores de lod score mayores o iguales a 3 indican una probabilidad de
ligamiento de 1000 a 1. Se considera el valor de 8 para el que Z alcanza un valor maximo como
el mejor estimador de la fraccion de recombinacién (estimador de méxima verosimilitud).
Valores de lod score menores o iguales a 2 son prueba definitiva de exclusién o no ligamiento
entre 2 genes.

(Como se realizan estos calculos? Supongamos el siguiente caso:

Si asumimos que la fase materna

(qQue nos es desconocida) es

I D1/d2, los 3 hijos presentarian

&

haplotipos recombinantes. Si

dD
12

-0
- Q

asumimos la fase materna como

F t : d1/d1
ase paterna D2/d1, los 3 hijos presentarian

Fase materna:
haplotipos no recombinantes. En
SiD1/d2 Recomb. Recomb. Recomb.
este caso, la fraccibn de

SiD2d1  No recomb. No recomb. No recomb. a ;
recombinacién serfa igual a cero.

Fracciéon de recombinacion =0

¢(Cual es la probabilidad de obtener este resultado si ambos loci se encuentran
totalmente ligados?
Si estén ligados, entonces se formardn unicamente dos tipos de gametas:
D y d

si la fase es D1/d2.
Por lo tanto la probabilidad es:
L®)=1/2x(1/2x1/2x1/2)=1/16

¢Cual es la probabilidad de obtener este resultado si ambos loci no estin ligados?
Si no estan ligados, entonces se formarén cuatro tipos de gametas:
D D d d

1 2 1 2
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y la probabilidad sera:
L(0=0,5)=1/4x1/4x1/4=1/64

Por lo tanto el lod score serd igual a:

probabilidad de los datos si estan ligados (6=0)

Z=log
probabilidad de los datos si no estan ligados (6=0,5)

.1/16
Z =log — = log4=0,602
1/64

Supongamos este otro caso en el cual podemos asegurar la fase gracias al anélisis de los

abuelos:

Nuevamente, ;cual es la

probabilidad de obtener este

resultado si ambos loci se

encuentran totalmente ligados?

m
Si estdn ligados, entonces se

formardn unicamente dos tipos

Fase asegurada por los abuelos: de gametas:

D1/d2 Norecomb. No recomb. No recomb.

si la fase es D1/d2.

Por lo tanto la probabilidad es:
L©)=(1/2x1/2x1/2)=1/8

¢Cual es la probabilidad de obtener este resultado si ambos loci no estin ligados?
Si no estan ligados, entonces se formaran cuatro tipos de gametas:
D D d y d
1 2 1 y 2
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y la probabilidad sera:
L(6=05)=1/4x1/4x1/4=1/64
Por lo tanto el lod score serd igual a:

probabilidad de los datos si estdn ligados (6=0)

Z=log
probabilidad de los datos si no estdn ligados (8=0,5)

.1/8
= log 8 = 0,903

Z=log
1/64

En este ejemplo se observa que el hecho de poder asegurar fases en una linea familiar
permite aumentar enormemente la estimacién de la probabilidad obteniendo un valor de lod
score més cercano al valor 3; de allf la necesidad en este tipo de estudios de analizar el mayor
nimero de individuos posible.

Para el caso en que el pedigree familiar presente un gran niimero de individuos y varias
generaciones, los célculos estadfsticos se toran dificultosos. Existen programas estadisticos
como el LINKAGE que facilitan los cdlculos matemadticos. En el caso arriba planteado, si se

aplica la férmula a varios valores de 6, obtendrfamos una tabla de la siguiente forma:

Valores de lod score (Z) a distintos valores de 6

Tipode pedigree 000 001 005 0, 0,2 03 04  Zmsx O

Fase desconocida 0,602 0,589 0,533 0,465 0,318 0,170 0,049 0,602 0,00

Fase conocida 093 080 087 0765 0612 0438 0237 0,903 0,00

donde el 0 nix es el lfmite de la recombinacién real cuando el niimero de meiosis

tiende a infinito.

La férmula aplicada es: 1
L(6) =

or (1-6)9
2n
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donde n es el nimero de meiosis, r el numero de recombinantes y q el numero de

no recombinantes. Se van reemplazando entonces en la férmula diferentes valores para 6 (0,1,

0,2,03, etc.).

De esta forma se realizan los célculos correspondientes para cada marcador en un

ndmero suficiente de familias y se valida asf al marcador como ligado a la enfermedad.

OBJETIVOS

En esta etapa del estudio y acompaiando los avances que se realizaron en esta

enfermedad se procedio a:

1.

Determinar si los marcadores caracterizados se hallan realmente ligados a la enfermedad.
Para ello se realiz6 an4lisis de ligamiento en familias afectadas y se determin6 por medio del
programa LINKAGE los valores de lod score para cada marcador. Un valor de lod score
mayor a 3 valida a un marcador como ligado a la enfermedad y permite su uso como
marcador de ligamiento.

Caracterizar individuos pertenecientes a familias afectadas, portadores de haplotipos que
mostrasen recombinaciones entre estos marcadores y la enfermedad. Esto permiti6 acotar la
region de localizacién del locus de la enfermedad y analizar el sitio de recombinacién con
marcadores ubicados en esa region.

Validar este tipo de estudio como método diagnéstico presintomético en el marco de la gran
variabilidad clfnica que presenta la enfermedad tanto intra- como interfamiliar para todos
los tipos (PKD1, PKD2, PKD3).

Determinar si existe heterogeneidad genética en nuestra poblacién, es decir, si existe mas de
un locus responsable de la enfermedad.

Analizar pardmetros clfnicos con el objetivo de poder determinar diferencias entre los

diferentes tipos de poliquistosis.
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MATERIALES Y METODOS

Pacientes

Los pacientes fueron principalmente evaluados en el Instituto de Investigaciones
Médicas Alfredo Lanari de la Universidad de Buenos Aires. Los pacientes y sus familias
participaron en este estudio expresando su consentimiento para la extraccién de sangre y ADN
y la realizacién de estudios ultrasonograficos. En caso de menores de edad con riesgo de
padecer la enfermedad, el consentimiento fue dado por los padres. El nimero total de
individuos analizados fue de 142 (12 casos index y 130 familiares). En cada familia fueron
analizados un minimo de 2 generaciones y 2 miembros afectados (cada uno perteneciente a una
generacién). Como se mencionara en la introduccién, los individuos fueron considerados
afectados cuando presentaron un quiste en un rifién y por lo menos dos en el otro de acuerdo al

criterio definido por Bear y colaboradores.

Andlisis Genémico

Se realiz6 una extraccion de ADN a partir de sangre periférica de cada integrante
familiar, afectado o sano, de acuerdo a lo descripto en el capftulo anterior (Capitulo 1,

materiales y métodos, pag.16-17).

Marcadores Microsatélite

Se analizaron los alelos presentes en cada miembro de las diferentes familias para los
marcadores caracterizados tal como se describiera en el Capftulo 1, materiales y métodos,

péag.15. Se conformaron los haplotipos de acuerdo a la herencia para cada individuo.

Calculos Estadisticos

El andlisis de ligamiento se realizé para cada familia utilizando las opciones MLINK e
ILINK del programa LINKAGE versi6n 5.1 gentilmente cedido por el Dr. Ott.
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Con el objetivo de validar el ligamiento de cada marcador genético estudiado al locus de
la enfermedad, se realiz6é un andlisis de dos puntos (two point analysis) y se calcul6 un valor de
lod score a partir de la suma de todos los valores de lod score calculados para cada familia.

Para el anélisis de heterogeneidad poblacional se realiz6 un andlisis de tres puntos (three
point analysis). Se asumieron frecuencias génicas para la enfermedad de 0,001 para PKD1 y
0,0001 para PKD2. Debido a que la poliquistosis presenta penetrancia edad-dependiente, es
decir desarrollo de la enfermedad a diferentes edades, es necesario definir grupos de edades de
riesgo. Esto significa que un porcentaje de la poblacion genéticamente afectada presenta
sfntomas a una determinada edad, otro porcentaje lo hace a otra edad, etc. Se toma como edad
lfmite la de 55 afos, en la cual todos los individuos portadores de la enfermedad presentan
sintomatologfa. De acuerdo a la penetrancia segin la edad de la enfermedad, para PKD1 se
consideraron tres grupos de riesgo. Estos grupos se armaron de acuerdo a datos clinicos
observados en nuestra poblacién y a datos previos. Las penetrancias determinadas fueron 0,64,
0,92 y 099 para los grupos de edades 0-10 afios, 10-30 afios y mayores de 30 afos
respectivamente. Esto significa que el 64% de los individuos portadores del gen afectado
presentardn quistes entre los 0 y 10 afios de edad. Para PKD2 también se consideraron tres
grupos de riesgo y las penetrancias asignadas fueron 0,5, 0,85 y 0,95 para los grupos de edades
0-20, 20-30 y mayores de 30 afos respectivamente. Los cédlculos de ligamiento se realizaron bajo
la hip6tesis de que no existen diferencias en la tasa de recombinacién entre hombres y mujeres y
que no existe interferencia genética.

En el andlisis de heterogeneidad poblacional se consideraron las distancias genéticas
reales de cada marcador de acuerdo a la localizacién cromosémica publicada una vez mapeados
los genes PKD1 y PKD2, excepto para D165521 que fue estimado a partir de los datos familiares
disponibles en este estudio.

El andlisis multipoint (o tres puntos) fue realizado utilizando el programa LINKMAP
asumiendo un orden fijo de marcadores y considerando 10 intervalos para realizar los célculos.
La distancia y el orden asignados fue: [D165283-D165663-D16S291}- 0,035- D16S521. El valor
0,035 corresponde a la frecuencia de recombinacién observada entre los marcadores
mencionados. Los lod score familiares resultantes fueron analizados posteriormente con el

programa HOMOG para determinar heterogeneidad poblacional.
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Anilisis de Pardmetros Clinicos

Se analizaron un total de 142 pacientes de los cuales 58 eran individuos afectados, 60
familiares no afectados o de riesgo y 24 cényuges. Para cada individuo se determiné la edad, la
edad de aparicién de sfntomas, la presencia de quistes por ecograffa abdominal o tomograffa
computada y se registré si presentaban insuficiencia renal crénica terminal (IRCT), o si se
encontraban en diélisis, si han sido transplantados y en algunos casos se realizaron valoraciones
de creatinina sérica. Los datos fueron analizados estadfsticamente por medio de un anélisis Chi

cuadrado.
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RESULTADOS

Analisis de la Segregacion de los Alelos de Marcadores Microsatélite ligados a la
Enfermedad y Determinacién de Lod Score familiar.

Se analiz6 en cada grupo familiar el ligamiento a marcadores microsatélite ligados

al locus 16p13.3. Para cada grupo familiar: se determinaron los diferentes haplotipos, se definié

el haplotipo que segrega con la enfermedad en el niicleo familiar y por medio del programa

LINKAGE se calcularon los valores de lod score y 6 para cada marcador. Con estos resultados

se teste6 la hipétesis de heterogeneidad genética en nuestra poblacién.

Familia 16001

Figura 2.1. Estructura familiar y segregacién alélica en la familia !

16001.

La estructura familiar se muestra en la figura. Los cuadrados
denotan hombres, los circulos mujeres. Los simbolos rayados
representan individuos afectados. Simbolos cruzados representan
individuos fallecidos. Los haplotipos se indican debajo de cada
individuo. El haplotipo ligado a la enfermedad se halla resaltado.
Los alelos de D16S521 se indican en rojo, los de D165291 en verde,
los de D165663 en azul y los de D165283 en fucsia.

b) Autoradiografia de los geles de
poliacrilamida donde se muestran los alelos
para cada individuo analizado. Los tamafios
fueron determinados previamente en un gel
de secuenciacién por comparacién con la
secuencia del fago M13. En rojo se indica el
marcador D16S521, en verde D165291, en
azul D16S663 y en fucsia D165283. En todos
se indica el tamario de los alelos en pares de

bases.

a)

b)
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En esta pequena familia, los dos miembros afectados comparten el haplotipo 2-7-4-
5. La mujer 112 hereda de su madre sana el haplotipo 6-2-6-3, por lo tanto el haplotipo heredado
del padre afectado es el 2-7-4-5. Su sobrino afectado es portador de la misma fase, transmitida
por su hermana, también afectada. Esto indica claramente cual es el haplotipo asociado a la
enfermedad en esta familia. Todos los individuos analizados son mayores de 30 afos excepto

I111.

Tabla 2.1. Andlisis de ligamiento por medio del programa linkage 5.1 para la familia 16001

Valores de lod score (Z) a distintos valores de 6

i Y IR

0,51 6x10°

D16S521 050 048 041 030 016

| 0
D16S291 1,13 0,92 0,70 0,48 0,24 0 1,13 0,0
D16S663 1,16 0,95 0,72 0,49 0,25 0 1,16 0,0
D16S283 1 0,83 0,64 0,45 0,23 0 1 0,0

Los valores de lod score resultan ser valores altos y méximos a frecuencias de
recombinacién iguales o cercanas a cero lo que indicarfa que los marcadores se encuentran

ligados a la enfermedad en esta familia.

Familia 16002
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Figura 2.2. Estructura familiar y segregaci6n alélica en la familia 16002.
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Figura 2.2 (continuacién). La estructura familiar se muestra en la figura. Los cuadrados denotan hombres, los circulos mujeres. Los
simbolos rayados representan individuos afectados. Simbolos cruzados representan individuos fallecidos. La flecha indica un
evento de recombinacién. Los haplotipos se indican debajo de cada individuo. El haplotipo ligado a la enfermedad se halla
resaltado. Los alelos de D165521 se indican en rojo, los de D165291 en verde, los de D165663 en azul y los de D165283 en fucsia..

Tabla 2.2. Anélisis de ligamiento por medio del programa linkage 5.1 para la familia 16002

Valores de lod score (Z) a distintos valores de 6

2,29 0,082

D16S521 o0 2,27 1,93 1,31 0,52

0
D165291 455 3,95 3,10 2,06 0,87 0 4,55 0
D16S663 3,62 3,10 2,37 1,50 0,55 0 3,62 0
D165283 < 2,81 2,35 1,61 0,66 0 285 0,071

Esta familia result6 ser altamente informativa debido al gran nimero de
individuos analizados. Puede observarse que la fase que acompana a la enfermedad en esta
gran familia es la 6-4-1-4. En los individuos 1118 y 11117 se observan eventos de recombinacién
sefialados con una flecha. En el primer caso se da entre la enfermedad y el marcador D165521 y
en el segundo caso entre la enfermedad y el marcador D165283. Los miembros 1116 y 11111 no
han querido ser evaluados clfnicamente pero se presentaron al estudio en forma voluntaria para
colaborar en la determinacién del haplotipo en esta familia. Los individuos de la generacién IV
son individuos de riesgo ya que todos son menores de 20 afios. Algunos de ellos son portadores
del haplotipo que segrega con la enfermedad en esta familia.

En este caso puede observarse que los valores de lod score para cada marcador son
cercanos o superiores a 3 y bastarfa con esta familia para validar estos marcadores como
cercanos al locus de la enfermedad. En el caso de los marcadores més cercanos, se ve que el
maéaximo Z se obtiene a 6 = 0. Para el caso de los marcadores mas lejanos, en los cuales en el
andlisis de haplotipos ya se observan eventos de recombinacién, los valores méximos de Z se

obtienen a 9 cercanos a 0,1.
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Familia 16003

Figura 2.3. Estructura

familiar y segregacién

alélica en la familia
16003.

La estructura familiar se

muestra en la figura. Los

cuadrados denotan

2eoon
sron

hombres, los circulos

mujeres. Los simbolos

rayados representan

individuos afectados.

Simbolos cruzados

representan individuos

fallecidos. La flecha

indica un evento de recombinacién. Los haplotipos se indican debajo de cada individuo. El haplotipo ligado a la enfermedad se
halla resaltado. Los alelos de D16S521 se indican en rojo, los de D165291 en verde, los de D165663 en azul y los de D165283 en

fucsia.

En esta familia todos los individuos son mayores de 30 afios. La fase que se
presenta como asociada a la enfermedad es la 6-5-7-6 y es compartida por los miembros 116, 117,
1112, ITI3 y ITI5. Los haplotipos de los individuos III1 y 1114 no han podido ser determinados con
exactitud debido a la ausencia de los padres. El hecho de presentar algunos alelos diferentes a

los tios hace también dificultosa la asignacién de haplotipos.

Tabla 2.3. Anilisis de ligamiento por medio del programa linkage 5.1 para la familia 16003

Valores de lod score (Z) a distintos valores de 6

1Y

s

D16S521 119 0,89 0,61

1,19 0,0

0,33 0,08

. 0 g
D165291 2,20 1,66 1,10 0,57 0,14 0 2,20 0,0
D16S663 2,72 2,16 1,56 0,91 0,28 0 2,72 0,0
D16S283 -00 0,50 0,45 0,27 0,07 0 0,50 0,125

Debido a que el individuo II-6 presenta una recombinacién en el haplotipo ligado
a la enfermedad entre el marcador proximal D165283 y la enfermedad, el valor de lod score
méximo se encuentra a 6 = 0,1. Para los marcadores restantes el valor maximo de Z se obtiene a

una fraccién de recombinacién igual a cero.
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Familia 16004

Figura 24. Estructura familiar y segregacién
alélica en la familia 16004.

La estructura familiar se muestra en la figura. Los

cuadrados denotan hombres, los circulos mujeres. I
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Los simbolos rayados representan individuos

afectados. Simbolos  cruzados  representan

| 1 2
individuos fallecidos. Los haplotipos se indican

debajo de cada individuo. El haplotipo ligado a la
enfermedad se halla resaltado. Los alelos de
D16S521 se indican en rojo, los de D165291 en
verde, los de D165663 en azul y los de D165283 en
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La fase que se presenta como asociada a la enfermedad en esta familia es la 6-2-7-5,
presente en todos los individuos afectados. Los miembros de la generacién IV son menores de
10 afos, por lo tanto el diagnéstico clinico es incierto para los individuos representados como
sanos. De las restantes generaciones todos los individuos son mayores de 30 anos. 112 es
portadora de un quiste simple en un riién; sin embargo presenta altas probabilidades de no ser

atribuible a la enfermedad familiar ya que no es portadora de la fase ligada.

Tabla 2.4. Anélisis de ligamiento por medio del programa linkage 5.1 para la familia 16004

Valores de lod score (Z) a distintos valores de 6

0,76 0,0

D6S521 076 057 038 020 005

0
D16S291 0,87 0,71 0,52 0,30 0,09 0 0,87 0,0
D165663 0,83 0,69 0,50 0,30 0,09 0 0,83 0,0
D16S283 0,08 0,05 0,02 0,01 0,00 0 0,08 0,0

Debido a que el marcador proximal D165283 se presenta en homocigosis en todos
los miembros de esta familia, se obtienen bajos valores de lod score que representan una baja
informatividad para ese marcador en esta familia. Para el resto de los marcadores los valores de

lod score son positivos y méximos a frecuencias de recombinacién igual a cero.
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Familia 16005

Figura 2.5. Estructura familiar y segregacién alélica en la familia !
16005.

La estructura familiar se muestra en la figura. Los cuadrados

denotan hombres, los circulos mujeres. Los simbolos rayados
representan individuos afectados. Simbolos cruzados representan
individuos fallecidos. La flecha indica un evento de recombinaci6n.
Los haplotipos se indican debajo de cada individuo. El haplotipo
ligado a la enfermedad se halla resaltado. Los alelos de D165521 se
indican en rojo, los de D165291 en verde, los de D165663 en azul y
los de D165283 en fucsia.

24
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El anélisis de marcadores ligados en esta familia indica que el haplotipo que
segrega con la enfermedad es el 7-4-7-4 excepto en el individuo IlI4 que presenta una
recombinacién entre el marcador distal lejano (D165521) y la enfermedad. El célculo a dos
puntos en esta familia indica la existencia de probabilidad de ligamiento a los marcadores en
16p13.3.

Tabla 2.5. Anélisis de ligamiento por medio del programa linkage 5.1 para la familia 16005

Valores de lod score (Z) a distintos valores de 6

0,078

D16S521 -1,800 70,070

0,060 0,034
D16S291 0,750 0,520 0,300 0,130 0,024 0 0,750 0
D16S663 -0,280 -0,190 -0,130 -0,090 -0,040 0,014 0,014 0,500
D16S283 0,570 0,350 0,180 0,065 0,009 0 0,570 0

Debido a que existe un evento de recombinacién en esta familia para el marcador
D165521, se obtiene un valor méximo de Z a 6 = 0,236. En el caso del marcador D165663, en
varios individuos afectados aparece en homocigosis y por lo tanto los valores de lod score son

menores respecto a otros marcadores situados a igual distancia.
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Familia 16006

Figura 2.6. Estructura familiar y segregacién
alélica en la familia 16006.
La estructura familiar se muestra en la figura. Los

cuadrados denotan hombres, los circulos mujeres.

Los simbolos rayados representan individuos
afectados. La flecha indica un evento de
recombinacién. Los haplotipos se indican debajo
de cada individuo. El haplotipo ligado a la
enfermedad se halla resaltado. Los alelos de
D16S521 se indican en rojo, los de D165291 en
verde, los de D165663 en azul y los de D165283 en fucsia.

En esta familia, la fase presente en todos los individuos afectados es la 8-5-7-7. 114
heredé de su padre -a diferencia de sus hermanos afectados- el otro haplotipo 2-1-1-6, también

compartido por el tinico hermano sano del padre.

Tabla 2.6. Analisis de ligamiento por medio del programa linkage 5.1 para la familia 16006

Valores de lod score (Z) a distintos valores de 6

3
TN

D16S521

0,70 0,11

1,55 0,70 061 036 011

0
D16S291 1,80 1,42 1,02 0,57 1,64 0 1,80 0,00
D16S663 178 1,41 1,01 0,57 1,64 0 1,78 0,00
D165283 2,05 1,64 1,19 0,70 0,20 0 2,05 0,00

Los valores de lod score son altos y maximos a frecuencias de recombinacién
iguales a cero salvo para el marcador distal D16S521 para el cual se observa un evento de
recombinacién en el individuo 14 de la familia. Por lo tanto para ese marcador el maximo valor

deZestdia0=0,1.
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Familia 16007

Figura 2.7. Estructura familiar y segregacién alélica en la familia 16007. | ; %—9 :
La estructura familiar se muestra en la figura. Los cuadrados denotan hombres, los l : g

circulos mujeres. Los simbolos rayados representan individuos afectados. La flecha
] %

indica un evento de recombinacién. Los haplotipos se indican debajo de cada
individuo. El haplotipo ligado a la enfermedad se halla resaltado. Los alelos de l
D16S521 se indican en rojo, los de D165291 en verde, los de D165663 en azul y los

de D165283 en fucsia.

Los miembros de la familia I1, II1 y II3 comparten la fase 6-7-7-10, aunque en el
ultimo miembro se observa un evento de recombinacién entre el marcador distal D165S521 y la
enfermedad. Todos los miembros de la generacién II son menores de 30 anos, por lo tanto I12 es

un individuo de riesgo, portador de la fase ligada a la enfermedad.

Tabla 2.7. Anélisis de ligamiento por medio del programa linkage 5.1 para la familia 16007

Valores de lod score (Z) a distintos valores de 6

i

D165521 ] ~~ B ,44 | , -0,0 -0,01 o

D165291 0 0 0 0 0 0 0 0,5
D16S663 0,3 0,21 0,13 0,06 0,02 0 0,3 0
D165283 03 0,21 0,13 0,06 0,02 0 0,3 0

Los valores de lod score son positivos salvo para los marcadores D165291 y
D16S521. En el primer caso, por presentarse en homocigosis en el padre afectado, el programa
no puede calcular ligamiento y por lo tanto los valores son cero. En el segundo caso, debido a
que existe una recombinacién en un individuo afectado y a la presencia de un individuo con
diagnéstico incierto, los valores de lod score son negativos. De todas formas, el andlisis de las
fases en el grupo familiar indica que existe ligamiento. Un anélisis multipoint permitird analizar

con més datos si se trata de una poliquistosis tipo 1.
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Familia 16008

Figura 2.8. Estructura familiar y segregacién alélica en !
la familia 16008.
La estructura familiar se muestra en la figura. Los

cuadrados denotan hombres, los circulos mujeres. Los M

simbolos rayados representan individuos afectados.

Simbolos cruzados representan individuos fallecidos. Los

haplotipos se indican debajo de cada individuo. El "
haplotipo ligado a la enfermedad se halla resaltado. Los <
alelos de D16S521 se indican en rojo, los de D165291 en 7 I
verde, los de D165663 en azul y los de D165283 en fucsia. ’
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I12 hered6 de su padre afectado el haplotipo 2-3-6-5, que no es compartido con su
hermana sana y sf lo porta su hija III1, quien se halla afectada. Es decir que la fase que

acompana la enfermedad en esta familia es la antes mencionada.

Tabla 2.8. Andlisis de ligamiento por medio del programa linkage 5.1 para la familia 16008

Valores de lod score (Z) a distintos valores de 6

12
8
&

l‘)i6521 - ,7 " v. N | 0 B 0,100 0 T 0,76 o ,0
D16S291 1,13 0,92 0,69 0,46 0,230 0 1,13 0,0
D16S663 0,30 0,21 0,13 0,06 0,017 0 0,30 0,0
D165283 -0,17 -0,10 -0,05 -0,02 -0,005 0 0,00 0,5

Debido a que los marcadores D165283 y D165S663 se presentan en esta familia en
homocigosis y con alelos muy frecuentes en la poblacién, los valores de lod score obtenidos son
muy bajos y en el caso de D165283 aparece como no ligado. Sin embargo el marcador maés
cercano ubicado distalmente al locus de la enfermedad presenta un alto valor de lod score a una

frecuencia de recombinaci6n igual a cero. Lo mismo sucede con el marcador distal D165521.
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Familia 16009

Figura 2.9. Estructura familiar y
segregaci6n alélica en la familia 16009. 1
La estructura familiar se muestra en la

figura. Los cuadrados denotan hombres,

los circulos mujeres. Los simbolos rayados

representan individuos afectados.

none
L

Simbolos cruzados representan individuos

fallecidos. La flecha indica un evento de

recombinacion. Los haplotipos se indican i

debajo de cada individuo. El haplotipo
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ligado a la enfermedad se halla resaltado.
Los alelos de D16S521 se indican en rojo,
los de D165291 en verde, los de D165663
en azul y los de D165283 en fucsia.

En esta familia, el individuo afectado I12 comparte el haplotipo 7-6-5-5 con su hijo
afectado y no con su hermano sano lo que indica que este haplotipo es el que acompana a la

enfermedad en esta familia. Todos los miembros de la generacién III son menores de edad.

Tabla 2.9. Anélisis de ligamiento por medio del programa linkage 5.1 para la familia 16009

Valores de lod score (Z) a distintos valores de 0

0,30 0,0

D16S521 0,30 021 013 006 0,02

0
D16S291 0,30 0,21 0,13 0,06 0,02 0 0,30 0,0
D16S663 0,56 0,44 0,31 0,20 0,08 0 0,56 0,0
D16S5283 1,10 0,97 0,80 0,58 0,31 0 1,10 0,0

Todos los valores de lod score obtenidos son positivos y mdximos a frecuencia de
recombinacién igual a cero, lo que indica que son informativos y se hallan ligados a la
enfermedad en esta familia. Los valores bajos obtenidos para D165521 y D165291 se debe a que
ambos se presentan en homocigosis en el individuo afectado I12 y por lo tanto la asociacién de

un alelo en particular a la enfermedad se torna dificultosa y ambigua.




Capitulo 2: Estudo de heterogeneldad genética en nuestra poblacidn -43-

I —

Familia 16010

Figura 2.10. Estructura familiar y segregacién alélica en la
familia 16010.

La estructura familiar se muestra en la figura. Los cuadrados

denotan hombres, los circulos mujeres. Los simbolos rayados "

representan individuos afectados. Los haplotipos se indican

-
oo

debajo de cada individuo. El haplotipo ligado a la enfermedad
se halla resaltado. Los alelos de D16S521 se indican en rojo, los "
de D16S663 en azul.

En esta pequena familia la fase que comparten los miembros afectados I1 y 11 es la

2-6, que no estd presente en los individuos sanos 112 y I13.

Tabla 2.10. Analisis de ligamiento por medio del programa linkage 5.1 para la familia 16010

Valores de lod score (Z) a distintos valores de 6

D16S521 000 000 0,00 0,00 000 000 000 010

D16S663 0,60 0,46 0,31 0,17 0,05 0,00 0,60 0,00

Debido al pequefio nimero de individuos analizados, a la homocigosis que
presenta el marcador en I1 y al diagnéstico incierto de III1 por ser menor de edad, los valores de
lod score para D165521 son muy bajos (cercanos a cero). Para D165663 los valores son positivos

y se maximizan a frecuencia de recombinacién igual a cero.
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Familia 16011

-
saune
arone

Figura 2.11. Estructura familiar y segregacién alélica en la familia 16011.

La estructura familiar se muestra en la figura. Los cuadrados denotan hombres, los circulos mujeres. Los simbolos rayados
representan individuos afectados. Los haplotipos se indican debajo de cada individuo. El haplotipo ligado a la enfermedad se halla
resaltado. Los alelos de D165521 se indican en rojo, los de D165291 en verde, los de D165663 en azul y los de D165283 en fucsia.

En este grupo familiar, la fase ligada a la enfermedad es la 6-3-5-5. Los individuos
1I6, 1111 y III2 son portadores de la fase presente en todos los miembros afectados, pero su
diagnéstico clinico es incierto ya que los individuos de la generacién III son menores de edad, y
por lo tanto se hallan en edad de riesgo, y los individuos 116 y II7 se prestaron para el estudio

sin diagnéstico clinico, solamente para definir las fases en la familia.

Tabla 2.11. Anilisis de ligamiento por medio del programa linkage 5.1 para la familia 16011

Valores de lod score (Z) a distintos valores de 6

D16S521 012 0280 0270 0,050 03000 0135

D16S291 -0,24 0,009 0,073 -0,011 0,0736 0,210

D16S663 -0,55 -0,410 -0,280 -0,180 -0,080 0,0000 0,500

o o o of

D165283 -4x104 -2x104 -1x10+% 0 0 -4 x10 -6 0,010

Los valores de lod score para el marcador D165283 a frecuencias de recombinacién
0,3,0,4 y 0,5 fueron consignados como iguales a cero pero son valores negativos muy pequefnos

cercanos a cero. En general se observan valores de lod score muy bajos o negativos en esta
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familia debido a que algunos de ellos se presentan en homocigosis en individuos afectados y a
que varios individuos presentan diagnéstico clinico incierto lo que influye directamente en los

célculos realizados con el programa.

Andlisis de una Familia sin Ligamiento al locus 16p13-23.

Familia 16012
a)
1 2
82 66
Figura 2.12. Estructura familiar y segregaci6n alélica de | o 29
marcadores ligados al locus 16p13.3 en la familia 16012. e e
La estructura familiar se muestra en la figura. Los cuadrados ! 2 3
denotan hombres, los circulos mujeres. Los simbolos rayados n
representan individuos afectados. La flecha indica un evento de 4 e -
recombinacién. 56 ! o »
n
a) Los haplotipos se indican debajo de cada individuo. El haplotipo
26 26
ligado a la enfermedad se halla resaltado. Los alelos de D16S521 se o8 .
indican en rojo, los de D165291 en verde, los de D165663 en azul y o vy
los de D165283 en fucsia.
b)
b) Autoradiografia de los geles de 1708

poliacrilamida donde se muestran los alelos 168 pb
para cada individuo analizado. Los tamaiios 188 pb

fueron determinados previamente en un gel

de secuenciacion por comparacién con la
secuencia del fago M13. En rojo se indica el
marcador D16S521, en verde D165S291, en ; L 2l -
azul D168663 y en fucsia D165283. En todos 1 o

se indica el tamario de los alelos en pares de 10

bases. 17 pb

En un principio se present6 este pequeiio grupo familiar para el andlisis de
ligamiento. Sin embargo, con los marcadores ligados al locus 16p13.3 analizados aqui no se
puede determinar una fase asociada a la enfermedad ya que el haplotipo 8-5-4-3 compartido
por los individuos afectados I1 y I12 no esta presente en los hijos afectados III1 y 1112, los cuales

han heredado el haplotipo 6-6-7-5 que proviene del individuo I2 que es sano.
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Tabla 2.12. Anélisis de ligamiento por medio del programa linkage 5.1 para la familia 16012

Valores de lod score (Z) a distintos valores de 6

D16S5521 -00 -1,18 -0,66 -0,38 -0,17 0

D165291 -00 -1,39 0,79 -0,44 -0,19 0 0 0,5
D16S663 -00 -1,18 -0,66 -0,38 -0,17 0 0 0,5
D165283 00 -1,84 -0,99 -0,52 -0,21 0 0 0,5

Todos los valores de lod score para todos los marcadores analizados muestran
valores negativos y maximos a frecuencias de recombinacién iguales a 0,5 lo que indica no
ligamiento de todos ellos a la enfermedad y por lo tanto al locus 16p13.3.

Es por ello que se analiz6 el ligamiento a marcadores ligados al locus 4q21-23 para

asf analizar la posibilidad de que se trate de una poliquistosis de tipo 2.

Anilisis de Ligamiento al locus 4q21-23 en la Familia 16012.

a)

Figura 2.13. Estructura familiar y segregacién alélica de !
marcadores ligados al locus 4q21-23 en la familia 16012.

La estructura familiar se muestra en la figura. Los cuadrados

denotan hombres, los circulos mujeres. Los simbolos rayados
representan individuos afectados. La flecha indica un evento de
recombinacién. a) Los haplotipos se indican debajo de cada m
individuo. El haplotipo ligado a la enfermedad se halla
resaltado. Los alelos de D45231 se indican en azul, los de D45423

en marrén.

b) Autoradiografia de los geles de
poliacrilamida donde se muestran los
alelos para cada individuo analizado. Los
tamafios fueron determinados

previamente en un gel de secuenciacién

por comparacion con la secuencia del fago

M13. En azul se indica el marcador D4S231

y en marrén el D45423 junto con el tamaiio de los alelos en cada caso.
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Se observa aqui que existe una fase determinada por dos marcadores ligada a la
enfermedad. El haplotipo 5-8 se halla presente en todos los individuos afectados y no en los
sanos, es decir en I13. Al determinarse la posibilidad de que se trate de una poliquistosis de tipo
2, se decidi6 extender el estudio a otros miembros de esta familia. Se pudo acordar la
colaboracién de un gran nimero de familiares. El objetivo fue no sélo determinar ligamiento
sino también -en caso de comprobarse este hecho- acotar la regién de localizacién del locus del
gen responsable de este tipo de poliquistosis. El andlisis de los cuatro marcadores

caracterizados se muestra en la figura a continuacién.

N\
N\

BN

oo w

Figura2.14. Estructura familiar y segregaci6n alélica de marcadores ligados al locus 4q21-23 en la familia 16012.

La estructura familiar se muestra en la figura. Los cuadrados denotan hombres, los circulos mujeres. Los simbolos rayados
representan individuos afectados. Simbolos cruzados representan individuos fallecidos. La flecha indica un evento de
recombinacién.. Los haplotipos se indican debajo de cada individuo. El haplotipo ligado a la enfermedad se halla resaltado. Los
alelos de D45231 se indican en azul, los de D451534 en naranja, los de D45S1563 en verde y los de D45423 en marrén.
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Tabla 2.13. Analisis de ligamiento por medio del programa linkage 5.1 para la familia 16012

Valores de lod score (Z) a distintos valores de 6

D45231 ‘ 365 3,0 1,50 » 0,70 0 3650 ] 0,000
D4S1534 3,10 2,46 1,81 1,16 0,55 0 3,100 0,000
D451563 -1,16 0,45 0,68 0,55 0,28 0 0,683 0,198
D4S423 0,90 2,27 2,01 1,47 0,77 0 2,270 0,097

Todos los individuos afectados en esta familia comparten el haplotipo 5-7-5-8, por
lo tanto existen altas probabilidades de que se trate de una poliquistosis de tipo 2. Los
individuos 1114 y 1V3 no han sido diagnosticados clinicamente y son portadores de la fase
asociada a la enfermedad. Puede observarse que los valores de lod score para estos marcadores
son positivos (Tabla 2.13) y en algunos casos adquieren valores mayores a tres a frecuencia de
recombinacion igual a cero, lo que indica claro ligamiento de la enfermedad al locus 4q21-23. En
el caso del marcador D451563, debido a que se presenta en homocigosis en varios individuos
afectados y a que se presentan eventos de recombinacién entre el mismo y la enfermedad, el
valor méximo de lod score se adquiere a frecuencia de recombinacién cerca de 0,2.

En este andlisis se presentaron dos casos interesantes. Tanto en 112 como en 119
(también transmitido a su hijo IlI112) se evidencian eventos de recombinacién entre los
marcadores cercanos D4S51534 y D4S1563 (separados por aproximadamente 3 cM)
permaneciendo la enfermedad asociada al marcador D451534. Nuestro interés fue analizar la
regién comprendida entre los marcadores cercanos mencionados anteriormente.

Este trabajo prosigui6 en Espana en el Laboratorio del Dr. San Milldin con el
andlisis de marcadores D452929, D451542 y JSTG3 ubicados en la regiéon delimitada por los
marcadores D45231 y D45423, en la bisqueda de eventos de recombinacién que acotaran la
region de localizacién del gen. Hasta ese momento se habfa mapeado, también por anélisis de
eventos de recombinacién al locus entre los marcadores D451542 y D451544 separados entre si
por una distancia de 2 cM. El marcador JSTG3 se localiza distal del D451542. Los datos
poblacionales fueron tomados del Genethon data base. El uso de estos marcadores permitié
acotar la regién de ubicacién del gen en una distancia de 1 cM entre los marcadores D451534 y

D451563 ya que el evento de recombinacién ubica al locus proximal al dltimo marcador.
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Determinacién de Heterogeneidad Genética en nuestra Poblacion.

Con todos los datos de las familias analizadas se puso a prueba la presencia de
heterogeneidad en nuestra poblacién; esto significa que existe més de un gen responsable de la
enfermedad. Para ello se utiliz6 el programa HOMOG incluido en la versién LINKAGE 5.1.
Pueden observarse en la Tabla 2.1 los valores obtenidos para el anélisis de ligamiento
multipoint entre ADPKD y los cuatro marcadores flanqueantes a PKD1 en las 12 familias

analizadas.

Tabla 2.1. Resultados del anilisis de ligamiento a tres puntos realizado en 12 familias afectadas. Los valores de lod score para
ligamiento entre PKD y los marcadores flanqueantes fueron calculados utilizando el programa LINKMAP considerando un orden
fijo para los marcadores ([D165283-D165663-D165291]-0,035-D16S521) y 10 intervalos para los célculos. Se muestran las
probabilidades condicionales de ligamiento a PKD1 para cada familia analizada.

fraccién de recombinacién probabitidad

familia 00000 0,0035 00070 00105 00104 00175 0,0210 00245 0,0280 0,315 0,0350 de

ligamiento
16001 1,19 1,16 114 Ln 1,08 1,05 1,02 099 0.96 0,92 088 0991
16002 1.79 175 1,72 1,69 1,65 1,62 158 154 149 145 140 0,997
16003 1,78 178 178 1,78 178 178 178 178 1,78 1,78 1,78 0,998
16004 120 120 119 119 1,19 1,18 1,18 1,18 1,18 117 1,17 0,992
16005 1,04 099 094 088 081 073 0,63 051 033 0,03 -18 0,981
16006 143 138 133 127 120 1,12 1,02 0,90 072 043 0,99 0,995
16007 0,02 0,08 0,14 0,19 024 028 032 036 040 043 0,46 0,91
16008 1,13 1,13 113 1,13 1,13 1,13 1,13 1,13 1,13 1,13 1,13 0,992
16009 157 156 155 154 153 153 152 151 151 150 150 0,99
16010 0,60 059 059 0,58 058 058 057 057 0,56 056 055 0971
16011 030 030 030 030 031 031 031 030 030 030 030 0948
16012 o 6,98 6,48 624 4,13 6,09 6,13 624 6,48 6,98 - 0,000

Puede verse en la tabla que para todas las familias excepto para una, los valores
obtenidos son positivos y mdximos en todos los casos a frecuencia de recombinacién igual a
cero, lo que indica que en esas familias, la asociacién de la enfermedad se da a los marcadores
de la region cromosémica 16p13.3. De las doce, once presentan probabilidad condicional mayor
de 0,9 de portar la forma PKD1. La familia remanente fue analizada con marcadores ligados a la
forma PKD2 y presenta ligamiento positivo. Para analizar si esta diferencia responde a la
existencia de més de un locus causante de la enfermedad en nuestra poblacién, se realizé6 el
andlisis de heterogeneidad. Los valores de lod score obtenidos fueron utilizados para testear
hetrogeneidad genética en la poblacién utilizando el programa HOMOG. El logaritmo de la
probabilidad bajo hipétesis de homogeneidad en presencia de ligamiento es de 15,26 contra
24,34 bajo hipétesis de heterogeneidad en presencia de ligamiento. El cociente de probabilidad
(H2 vs. H1) es de 8,7 x 103, lo que es significativo (X2 = 18,15, p<0,0001), y la fraccién estimada
de familias ligadas a PKD1, o, es de 0,9. Estos datos certifican la existencia de heterogeneidad en
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nuestro grupo de familias, lo que significa que existe mas de un gen responsable de la

poliquistosis renal autosémica dominante en nuestra poblacién.

Anadlisis Clinico de las Familias

El total de individuos analizados es de 142 individuos, de los cuales 58 individuos
se encuentran afectados, 60 son parientes no afectados o en riesgo (en edad de poder desarrollar
quistes) y 24 son conyuges. No se hallaron diferencias significativas entre pacientes de distinto
sexo (24 hombres vs. 34 mujeres, X2 = 0,0197, PNS). Debido a que de las 12 familias analizadas
s6lo una es de tipo PKD2, no se puede dar una frecuencia estimada de esta forma en nuestra
poblacién. En la poblacién PKD1, todos los individuos mayores de 30 afios portadores del
haplotipo ligado al gen (visualizado en el andlisis genético) presentan quistes. De este grupo,
doce individuos (30%) entraron en insuficiencia renal crénica (IRC) a una edad promedio de
46.2 anos. Ningun individuo entré en IRC a una edad menor de 30 anos. Doce individuos en
riesgo entre 0 y 30 afios (9 entre 0-10, 2 entre 10-20 y 1 entre 20-30) portan la fase asociada a la
enfermedad y al momento de realizarse las ecograffas abdominales no presentaban quistes.

Del grupo PKD2, todos los miembros portadores del haplotipo ligado al gen
afectado presentan quistes renales, desde muy temprana edad. Ningiin miembro de este grupo
precisé didlisis o transplante, aiin a edades avanzadas. Estos resultados se resumen en la tabla

2.2

Tabla 2.2. Datos clinicos y genéticos de las 12 familias afectadas. Se muestra la asociacion entre la presencia de quistes y la entrada
en IRCT.

grupo de miembros con haplotipo asociado a la enfermedad miembros con haplotipo no asociado a la enfermedad
edad (afios) IRCT No IRCT quistes sin quistes IRCT No IRCT quistes sin quistes
PKD1

0-10 0 10 1 9 0 6 0 6
10-20 0 3 1 2 0 7 0 7
20-30 0 12 11 1 0 4 0 4
>30 11 20 3 0 0 22 0 2
PKD2

0-10 0 2 2 0 0 0 0 0
10-20 0 1 1 0 0 2 0 2
20-30 0 3 3 0 0 1 0 1
>30 0 8 8 0 0 4 0 4
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DISCUSION

En estos ultimos afnos, muchos grupos de investigacién se volcaron a la bisqueda
e identificacién de genes responsables de enfermedades. En este proceso se utilizaron diferentes
estrategias de aislamiento de genes humanos como la biisqueda de un gen candidato a través
del andlisis de mutaciones, la caracterizacién mediante la determinacién de un producto génico
alterado o bien a través de la genética reversa o el clonado posicional. En este ultimo caso el
estudio se basa en la bisqueda de una pista citolégica o en el andlisis de ligamiento.

El estudio de la poliquistosis renal autosémica dominante se bas6 desde un
principio en el andlisis de marcadores genéticos asociados a la enfermedad. Se buscaron
regiones hipervariables polimoérficas a lo largo del genoma que presentaran ligamiento genético
a la enfermedad en las familias afectadas. De este forma pudo lograrse una localizacién
cromosémica mas precisa del gen PKD1 y una descripcién simultanea de un gran niimero de|
polimorfismos de restriccién y marcadores microsatélite ligados a este locus (Breuning et al.,
1990; Germino et al., 1992; Somlo et al., 1992).

El estudio de 12 familias afectadas nos ha permitido validar los marcadore

microsatélite descriptos previamente para el estudio de ligamiento, determinar el estado d
afeccién (sano o portador del genotipo afectado) de cada miembro familiar y corroborar |
existencia de més de un locus responsable de la enfermedad.

La importancia de disponer de una metodologfa diagnéstica a través del anélisis
de ligamiento permite en primer lugar conocer la condicién genética de un individuo,
permitiendo analizar y controlar factores asociados a la enfermedad que en muchos casos son
causa de complicaciones importantes como hipertensién arterial, infecciones urinarias,
aneurismas, litiasis, etc.

En segundo lugar, el conocimiento de la condicién genética de los familiares de un
individuo afectado en caso de necesidad de transplante renal resulta de gran importancia. En
nuestro pafs, gran nimero de los transplantes renales son de carécter intrafamiliar y debido a
que los sfntomas de la poliquistosis aparecen en edades adultas, un posible dador puede no
exhibir sfntomas y portar la enfermedad. Se asume que un 28% a un 32% de adultos con
poliquistosis renal son asintomaticos para la enfermedad. En una estimacién realizada por Bear
en 1992 se indica que una ecograffa detecta la presencia de quistes renales y permite un
diagnéstico positivo de la enfermedad en el 68% de los portadores de la enfermedad menores

de 30 afos y en el 89% en el caso de los mayores. El diagndstico permite ademads librar, segin
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criterio de cada individuo, la posibilidad de realizar una planificacién familiar adecuada en
cada caso en particular.

Finalmente, es importante distinguir entre la presencia de un quiste tnico y la
enfermedad. Los quistes renales benignos son la estructura renal més encontrada en diagndstico
por imégenes (Ravine et al., 1993). Se considera que un 50% de los individuos mayores de 50
afos presentan quistes renales en una autopsia (Kissane JM, 1974).

Respecto a la heterogeneidad genética de la enfermedad, la pregunta que surge es:
;cuéntas veces es causada la poliquistosis por mutaciones en el cromosoma 16 respecto al
cromosoma 4? Esto puede ser calculado con programas como el HOMOG. Los valores de lod
score de todas las familias analizadas son sumados asumiendo diferentes proporciones de
familias ligadas. Esta proporcién es denominada o. El valor maés alto de lod score obtenido se
corresponde con el valor més probable de o. Cuando todas las familias presentan ligamiento a
los marcadores, alfa es igual a 1; cuando ninguna de las familias presenta ligamiento, alfa es
igual a 0. En un principio alfa siempre tuvo valores cercanos o iguales a 1 ya que todas las
familias presentaban ligamiento a marcadores del cromosoma 16. A partir de la descripcién de
familias no ligadas, alfa disminuy6 su valor indicando que la amplia mayorfa de familias
presentaba ligamiento a PKD1 y que el grupo de no ligadas era raro. El grupo més grande de
familias no ligadas fue descripto por Peters y Sandkuijl (1992) en un grupo de 328 familias
europeas, hallando un valor para a igual a 0,86 con 95% de confianza en el intervalo 0,79-0,89.
Es interesante remarcar que en los primeros estudios realizados, las familias no ligadas eran
raramente o nunca detectadas. Es muy probable por lo tanto, que se haya realizado algtin tipo
de "seleccién” en estos estudios. Inicialmente el estudio se concentr6 en el anélisis de grandes
familias que permitieran obtener valores de lod score interpretables. Si las mutaciones en PKD1
llevan a una progresién de la enfermedad més répida, estos pacientes son mas facilmente
detectados en salas de hemodidlisis y en unidades de transplante. Debido a que PKD1 lleva a
una mayor morbilidad y mortalidad dentro de una misma familia, individuos pertenecientes a
la misma presentan una tendencia a una mayor colaboracién en estudios genético-moleculares y
ecogréficos. Por lo tanto, una determinacién de a sin sesgos (es decir la determinacién de
familias con mutaciones en PKD1 o PKD2) parece ser dificultosa con las posibilidades actuales
de deteccién (Watson ML y Torres VE., 1996).

En nuestro caso, hemos podido constatar la hipétesis de que existe mas de un
locus responsable de la enfermedad. En el caso del segundo tipo de poliquistosis PKD2, se
precisé la localizacién del gen responsable. En el momento en el cual se estaba por comunicar

este hallazgo, Mochizuki y colaboradores publicaban la secuencia del gen PKD2.
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Este hecho junto con la publicacién previa de la secuencia del gen PKD1 posibilité
la apertura de un nuevo capftulo en el estudio de la enfermedad: la deteccién de mutaciones.

Respecto al andlisis clfnico de la enfermedad, se sabe que su evolucién clinica es
altamente variable entre familias como asf también entre miembros de una misma familia. Poco
se sabe respecto a los factores que influyen en la progresién de la enfermedad. De todos modos,
cuando se comparan miembros afectados con mutaciones en PKD1 y miembros con mutaciones
en PKD2, se observa que los tltimos muestran hipertensién, insuficiencia renal crénica y
complicaciones letales a edades més tardfas (Parfrey et al., 1990; Ravine et al, 1992). Sin
embargo, estos datos surgen del anélisis de un pequefio nimero de grandes familias que
representan un bajo niimero de mutaciones en PKD1 y PKD2.

En nuestro caso hemos observado en la unica familia con mutacién en el gen PKD2
una forma clinica més benigna respecto a la forma PKD1. Con relacién a la presencia de quistes
en funcién de la edad, los quistes se presentaron a edades mds tempranas en el caso PKD2
respecto de PKD1. De todas formas, el nimero de familias analizadas es muy pequefio y deben
analizarse mds casos para establecer conclusiones definitivas al respecto.

En cualquier caso queda claro que no deben utilizarse criterios clinicos para
determinar el tipo de poliquistosis. S6lo se pueden dar respuestas realizando estudios de
ligamiento en un nimero apropiado de individuos y en un futuro en el cual sea técnicamente

posible, a través de la deteccion directa de mutaciones.



CAPITULO 3: ESTUDIO DE MUTACIONES EN EL GEN PKD1

INTRODUCCION

A partir de la publicacién de la secuencia del gen PKD1, el interés general se volcé a la
bisqueda de mutaciones causantes de la enfermedad. Esta bisqueda se vio dificultada por el
hecho de que tres cuartas partes del gen estan repetidas en una zona cercana al mismo. Por lo
tanto, la mayorfa de los estudios se realizaron en los exones presentes en copia tinica, ubicados

en el extremo 3° del gen.

Sy Wiatpe 2 = La técnica elegida para la deteccién
- _/& . -?/?_ de mutaciones fue la amplificacién por
. ., PCR de cada ex6n y el posterior anélisis
por medio de la formacién de
Newal polyecey L
S Liadl o Heterodiplex o la técnica de Single
Strand Conformation Polymorphism
—— - :’/; (SSCP) (Orita et al., 1989).
Srgle srevated -
e s - - El fundamento de estas dos
Singls otr wratend - r—H
=== \ = técnicas es la variacién en la movilidad

electroforética en geles de poliacrilamida

no desnaturalizantes de fragmentos cortos de ADN simple cadena (o ARN), cuyas secuencias
difieren en una o més bases. La estructura secundaria adoptada por las cadenas varfa de
acuerdo a su secuencia. El cambio en un nucleétido puede provocar una alteracién en la
conformacién y por lo tanto modificar su movilidad en un gel. Debido a que el grado de
alteracién en la movilidad decrece con el aumento de tamaiio de los fragmentos, estas técnicas
se utilizan para el andlisis de fragmentos cortos. Se estima un 90% de eficiencia para fragmentos
de tamario menor a 200 pb y entre un 70-80% para fragmentos mayores a 400 pb. Estas técnicas
no permiten localizar ni caracterizar el tipo de mutacién, solamente la ponen en evidencia.

La secuencia de pasos realizados en este estudio fue la siguiente: se amplificaron por
PCR no radioactiva algunos de los exones en copia tinica del extremo 3° del gen de la
poliquistosis. Esto se realiz6 tanto en el ADN de pacientes afectados como de individuos
normales. Una vez amplificados, los productos fueron desnaturalizados y sometidos a
electroforesis en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes, en diferentes condiciones. Para

ello se eligieron 3 condiciones electroforéticas para cada exén en las cuales se visualizara un
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buen patrén de corrida. Los geles fueron posteriormente tefiidos con plata y secados en papel y
se analizaron los patrones de corrida de los individuos afectados comparéndolos con los
individuos control. En los casos en que aparecieron alteraciones, se procedié al andlisis de los

fragmentos por secuenciacién directa por PCR.

OBJETIVOS

El objetivo en esta parte del trabajo es la bisqueda de mutaciones en el gen PKD1 en
pacientes afectados con o sin caracterizacién familiar por andlisis de ligamiento. Para ello se
estudié la regién en copia tnica del gen PKD1 por medio de la técnica de SSCP (Single Strand
Conformation Polymorphism) en el ADN de individuos normales y de individuos de la
poblacién poliquistica. En aquellos casos en que se evidenciaron patrones de corrida alterados,
se procedié en primer lugar al anélisis del grupo familiar para determinar si la alteracién en el
patrén de corrida estaba presente solamente en todos los miembros afectados y ausente en los
miembros no afectados. Posteriormente, en los casos en los que se confirmé este resultado, se

prosiguié con la secuenciacién directa del exén en cuestién.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes

Se analiz6 un miembro afectado de cada familia estudiada en el capftulo anterior, més
un grupo de individuos caracterizados clinicamente como afectados que no poseen datos de
ligamiento familiar, ya sea porque se incorporaron tardfamente a este estudio, o bien por
carecer de un niimero suficiente de miembros familiares. En todos los geles fue incluido un solo

miembro familiar afectado e individuos sanos de la poblacién normal tomada como control.

Amplificacién de Muestras por PCR

Para cada reaccién se utilizaron entre 500 ng y 1 ug de ADN genémico purificado de

acuerdo a lo descripto en el Capftulo 1, materiales y métodos, pag. 16-17
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“Primers” utilizados: Se detalla a continuacién la secuencia de los “primers” utilizados en el
andlisis de los exones del gen PKD1 (Tabla 3.2). Su ubicacién en la secuencia del gen se muestra
en el apéndice Al. Los detalles de los exones e intrones del gen PKD1 para una mejor y rapida

visualizacién se ordenan y muestran en la tabla 3.1.

Tabla 3.1. Detalle de los exones e intrones del gen PKD1

= —
Bon Exones Introcies: Intrones
(pb) ; A '
Posicion () Posicion () Inton_ Tamato — TPosion () Posicion () Tnton Temafo
(Inclusive) (Inclusive) no. (pb) (Inclusive) (nclusive) no. (pb
1 2 1426 172 1 - u 157 s0Inm 9@ 24 180
2 7 47749 739 2 121 25 25 91600412 2984068 25 124
3 n 499570 97.120 3 268 % 1% 94139608 069N\ 2%  -17w
. 170 571740 121177 . 213 7 n %0997 NUNN 27 8
5 n 741-1412 178401 5 17 » m om0 MW 2B 93
6 184 MI31596  4024@2 6 s 29 21m 9410134 IBIW 29 %
7 m 197-1817 46353 7 188 2 1z 1013510261 309351 0 -18kb
8 116 1818198 SWSTS 8 a0 2 17 @107 12BN 3 8
9 2z 19942060 576617 9 ) n 50 1067910128 3W1-3406 B2 o
10 %8 2061308 618700 10 ") n 185 1429:10613  M07-3468 3 77
1 7% 29064 701952 1 o7 u % 061410707 M9UW U -3kb
12 12 065319 95399 12 19 % 119 1070810826  350035% 35 78
13 1% NTH! 9971054 13 3 % 0 0821109 35403607 % 7
u 3 ITII06 1055109 14 468 n 19 10301124 6083672 %7 450
15 3620 W7 20002306 15 219 e 140 2511364 67378 38 361
16 150 nonwe  DNB%E 16 9% » 13 13651477 9T 39 »
17 " TIIMN BSTUM 17 1z ) 12 147811619 7573808 40 1%
18 280 20770 24057 18 9 a 126 162011745 380438465 41 180
19 M TR 982568 19 P 2 175 N7461190 38460 42 -320
2 160 15807 2569262 20 ) o ™ 19214211 39054001 43 7
2 153 srs&r  2€3%m 21 -3k “ 135 12121246 40024046 44 83
n 145 smsEm 6T R ~ 650 s 306 124712652 47418 45 8

23 630 8373-9002 272-2931 n 295 46 1496 12653-14148 41494302




Capitulo 3: Estudio de mutaciones en el gen Pkd1 -567-

Tabla 3.2. Secuencia de los primers utilizados para la amplificacién de las secuencias exénicas del gen
PKD1

Tamatlo del producto

Primer Exén Secuencia (pb)

351 35 5  CTG GAG GCC GGG ATG AAT T 3° a1

352 35 5° AGG CAG CTC ACA GGG AGG G ¥’

36-1 3% 5° AGC CCC TCC CTG TGA GCT G ¥° -

362 3% 5" TAG CCT ACC CCT GGC AGC C ¥

UP 38 38 5" AAA GCC CTG CTG TCA CTG T 3° 268

LP38 8 5° TAG GGT CTG GGT GGA CTA AAG ¥’

39-1 39 5 CGT GTG ACT GAT GCT GTG GC 3° &

392 39 5" TTT AAG TCT TGG GGC ACG C 3~

3A3C1 parte del 4344 5 CGC CGC TTC ACT AGC TTC GAC 3°

3A3C2 parte del 4344 5 ACG CTC CAG AGG GAG TCC AC 3’

421 2 5°TCC CCG CAG CTC CCG CCC TG ¥ 265

422 2 5°GGG AGG CGC GGG GTC TGG CC 3”

45s-1 45 5 CTC AGC TCA GCT GTA CGC CC ¥’ 257

450-2 45 5' GTA CAG CTC TCC ACG CAA GG 3’

4551 45 5 TTA TTC TCC GCT GGC GCT AC 3’

4502 45 5’ ACA GGG GCT CAG TCA GTC CG ¥’

KK-F parte del 46 5" GGG ACA AGG TGT GAG CCT GAG 3° -

KK-R parte del 46 5° CAA GGC GGC TGG GCA GTG 3°

Condiciones de ciclado: En cada caso se determinaron las condiciones 6ptimas de ciclado. En la

tabla 3.3 se detalla para cada exén las condiciones elegidas.

Tabla 3.3. Descripcion de condiciones 6ptimas de amplificacion por PCR para cada ex6n

Par35-1/2 94°C-5min, 94°C-1min. 60°C-1min.  72°C-lmin. 30  72°C-2min.

Par36-1/2 94°C-5min. 94°C-1min. 60°C-1min. 72°C-1min. 30 72°C-2min.
Par38 up/lp 94°C-5min. 94°C-1min. 60°C-1min. 72°C-1min. 30 72°C-2min.
Par39-1/2 94°C-5min. 94°C-1min. 60°C-1min. 72°C-1min. 35 72°C-2min.
Par 42-1/2 94°C-5min. 94°C-1min. 60°C-1min. 72°C-1min. 30 72°C-2min.
Par 3AC1-Q2 94°C-5min. 94°C-1min. 65°C-1min. 72°C-1min. 30 72°C-2min.
Par45a-1/2 94°C-5min. 94°C-1min. 60°C-1min. 72°C-1min. 30 72°C-2min.
Par45b-1/2 94°C-5min. 94°C-1min. 60°C-1min. 72°C-1min. 30 72°C-2min.
Par KK-f/r 94°C-5min. 94°C-1min. 60°C-1min. 72°C-1min. 30 72°C-2min.

Los productos de amplificacién fueron corridos en geles de agarosa al 2% y asf

cuantificados por comparacién con una masa de ADN conocida sembrada como patrén.
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Anilisis por Single Strand Conformation Polimorphism

A) Preparaci6n de geles de poliacrilamida

Se utiliz6 una relacién de acrilamida: bisacrilamida de 29:1. Los geles se realizaron al 8% y 12%.

B)

Q)

Soluciones:

a) Stock de acrilamida: bisacrilamida 29:1
b) TBE 10X

c) Glicerol 50%

Aparatos:
a) Tini Protean (Biorad)
b) Fuente de poder (Biorad)

Procedimiento:

¢ Se limpian los vidrios con alcohol y se ensamblan de acuerdo a instrucciones del
fabricante

¢ Se mezclan 2,6 ml (8%) 0 4 ml (12%) de la mezcla de acrilamida: bisacrilamida con 1 ml
de TBE 10X y 1 ml de glicerol 50% (en caso de realizarse la corrida en presencia de
glicerol) y se lleva a volumen final de 10 ml con agua destilada

¢ Se agregan 80 pl de persulfato de amonio 10% y 20 pl de TEMED a la mezcla

¢ Se vuelcan 5 ml de la mezcla entre los vidrios, se coloca el peine correspondiente y se

deja polimerizar por un tiempo no menor de 20 minutos
Preparaci6n de las muestras para la siembra

Procedimiento:

¢ Se mezclan entre 1,5 y 4 pl del producto de reaccién de PCR (no menos de 14 ng de
ADN) con 6 - 8,5 pl de buffer de siembra con formamida

¢ Se desnaturalizan las muestras a 80°C durante 3 minutos y se coloca inmediatamente en

hielo hasta el momento de la siembra

Electroforesis
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D) Tincién con nitrato de plata

1. Soluciones:
a) Soluci6n fijadora
e Etanol 10%
b) Solucién oxidante
e NOsH 1%
c) Solucién de nitrato de plata
e AgNOs;101g
e Agua destilada csp 500 ml
d) Solucién reveladora
e NaxCO3296¢g
¢ Formaldehido 37% 540 pl
e Agua destilada csp 1 litro
e) Solucién de stop
e Acido acético 10%
2. Procedimiento:
¢ Se desmontan los vidrios y se sumerge el gel durante 10 minutos en la solucién fijadora
¢ Se descarta la solucién y se sumerge luego el gel en la solucién oxidante durante 5
minutos
¢ Se descarta el oxidante y se realizan dos lavados cortos con agua destilada
¢ Se trata el gel 20 minutos con la solucién de nitrato de plata
¢ Se realizan nuevamente dos lavados muy cortos con agua destilada y se agrega la
solucién de revelado agitando hasta visualizar las bandas de interés
¢ Se descarta la solucién y se frena la tincién con la solucién de stop

¢ Se enjuaga el gel con agua destilada y se secan los geles en la secadora de geles 45

minutos a 80°C

Los productos de amplificacién fueron corridos en 8 condiciones diferentes que inclufan:
ausencia o presencia de glicerol, diferentes porcentajes de poliacrilamida y diferentes
temperaturas. Se seleccionaron 3 condiciones para cada ex6n en las cuales se observara un
patrén de bandas claro y definido para utilizar en el andlisis de los pacientes. A continuacién se

detallan las condiciones elegidas para cada producto de amplificacién.
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Tabla 3.4. Condiciones elegidas para el anélisis por SSCP para cada ex6n.

Condiciones Exon35 Exon36 Exon38 Ex6n39 Exén42 Exones43- Ex6nd5  Exon 46
44 (parte)

8% acril.- 0% glicerol- 4°C ¢ ¢ ¢ ¢

8% acril.- 0% glicerol- RT ¢ ¢ ¢ ¢ 4

8% acril.- 5% glicerol- 4°C ¢ ¢ ¢®)

8% acril.- 5% glicerol- RT ¢ ¢ 4 b) ¢

12% acril.- 0% glicerol- 4°C * ¢ ¢ ¢ *

12% acril.- 0% glicerol- RT ¢ * 4 (a) *

12% acril.- 5% glicerol- 4°C ¢

12% acril.- 5% glicerol- RT * ¢

Secuenciacién

A) Reaccién de secuencia

Se utiliz6 el kit de secuencia fmol ™ (Promega). El producto de amplificacién de cada exén a
ser analizado fue purificado previamente por medio del kit Wizard™ PCR Preps DNA

Purification System (Promega) siguiendo el protocolo provisto por el fabricante.

B) Electroforesis

Las corridas se realizaron con TBE 1X en un sistema vertical de acuerdo a lo descripto en el

Capftulo 1 en materiales y métodos, pag. 19.

C) Autorradiograffa

Se realizaron de acuerdo a lo descripto en el Capitulo 1, materiales y métodos, pég. 19-20.
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RESULTADOS

En la siguiente tabla se indican los miembros familiares analizados en los distintos geles

SSCP.

Tabla 3.5. Detalle de correspondencia de los individuos analizados a su respectiva familia

1 | o aladapor Igamiento |
2 16011 12

3 no analizada por ligamiento
4 16003 117

5 16008 112

6 16005 112

7 16001 111

8 16004 1113

9 16009 112

10 16007 I1

11 16006 I5

12 16002 III8

13 16010 112

14 Pkd3?

15 no analizada por ligamiento
16 no analizada por ligamiento
17 no analizada por ligamiento
18 no analizada por ligamiento
19 no analizada por ligamiento
20 no analizada por ligamiento
21 no analizada por ligamiento
22 no analizada por ligamiento
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Analisis de los Exones

Para los exones 35, 36, 38, 39, 42, 45 y parte del 46 no se han encontrado diferencias en el
patrén de migracién de los productos de amplificacién entre los individuos normales y los

afectados en ninguna de las condiciones seleccionadas.

Anaélisis del Exon 45

Debido al gran tamario de este ex6n, el andlisis del mismo se realiz6 dividiéndolo en dos
partes. A la primera se la denomin6 a y a la segunda b. En el caso del segmento a, se
encontraron dos patrones diferentes en la poblacién afectada. A continuacién se muestran los

geles obtenidos en el anélisis del segmento a.

3 n n 6 16 22 21 1
§ 3 |

Figura 3.1. Anilisis del exon 45 a.
La figura muestra el patrén obtenido para el fragmento de

amplificacion correspondiente al segmento a del exén 45.

Las condiciones seleccionadas para realizar la corrida

fueron: 12%acrilamida, 0% glicerol a temperatura
ambiente. Los individuos denotados con una n son nod1 7 12 20 44 9 10 42 n 19 ““ ‘ 7 n_8
individuos sanos de la poblacién normal tomada como :
control. Los nimeros de cada individuo tienen su

correspondencia en la tabla 3.5.

Aqui se observan dos patrones de corrida diferentes en la poblacién de individuos
afectados analizados. Los individuos 12, 7, 9, 20, y dos de los individuos del grupo control (n)
presentan un patrén diferente al resto de los individuos. Para descartar que no se trate de una
mutacién se analiz6 un grupo de individuos sanos tomados como control. Los resultados son

los siguientes:
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 3.2. Anilisis del ex6n 45 a.

La figura muestra el patrén obtenido para el fragmento de amplificacién correspondiente
al segmento a del exén 45. Las condiciones seleccionadas para realizar la corrida fueron:
12%acrilamida, 0% glicerol a temperatura ambiente. Los individuos 1, 8 y 9 son los

controles normales de la figura anterior.

Los individuos sanos control 3 y 5 presentan el mismo patrén que el grupo antes
mencionado. Cuatro de los 20 individuos afectados y 5 de los 10 individuos normales utilizados
como control presentaron un patrén de bandas distinto al resto. Esto indicarfa que puede
tratarse de un polimorfismo no relacionado con una mutacién ya que individuos no afectados

pertenecientes a la poblacién normal tomada como control son portadores del mismo.

Anadlisis de los Exones 43 Y 44

En el andlisis de este fragmento que contiene los exones 43 y 44 pudo visualizarse un
patrén de corrida diferente a los individuos normales control en el individuo 20. Los resultados

se muestran a continuacion.

n 207 13 2 1 n n2020n20141217n

Figura 3.3. Andlisis de los exones 43 y 44 en individuos afectados. La condicién elegida en este caso es 8% acrilamida, 0% glicerol a
temperatura ambiente. Los individuos denotados con una n son individuos sanos de la poblacién normal tomada como control. Los

nimeros de cada individuo tienen su correspondencia en la tabla 3.5.

En este individuo se observa un patrén diferente de bandas. En todos los individuos se
observan 4 bandas, 2 superiores y 2 inferiores, mientras que en el individuo 20 se observan un
nimero de bandas adicionales entre las bandas inferiores. Se decidi6 por lo tanto realizar otra

corrida en condiciones diferentes para analizar si se mantiene esta diferencia en el individuo 20.




Capitulo 3: Estudio de mutaciones en el gen Pkd1 -64-
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Figura 3.4. Analisis de los exones 43 y 44 en individuos afectados. La condicién elegida en este caso es 8% acrilamida, 0% glicerol a

4°. Los individuos denotados con una n son individuos sanos de la poblacién normal tomada como control. Los niimeros de cada

individuo tienen su correspondencia en la tabla 3.5.

Observamos que se mantiene la diferencia en el patrén de migracién observado en la
figura 3.3. Para descartar que se trate de un polimorfismo se realizaron las siguientes pruebas:
Andélisis de individuos sanos tomados como control normal.

Andlisis de ligamiento de la familia del paciente afectado.

Biisqueda de correlacién entre patrén de corrida anémalo en SSCP y el estado de afeccién de
cada miembro familiar

Secuenciacién del fragmento amplificado en varios miembros de la familia (afectados y sanos) e

individuos sanos control.

Los resultados obtenidos en el andlisis poblacional en geles SSCP se muestran a

continuacién:

1

2 3 4 5 6 7 89

1 10 11 1
TR

) 3
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Figura 3.5. Andlisis de los exones 43 y 44.

La figura muestra el patrén de bandas obtenido en
individuos pertenecientes a la poblacién normal
para el fragmento de amplificacion de los exones 43
y 44. La condicién elegida en este caso es 8%

acrilamida, 0% glicerol a temperatura ambiente.

Ninguno de los individuos normales analizados (29 en total) presenta un polimorfismo

como el que presenta el individuo 20.




Capitulo 3: Estudio de mutaciones en el gen Pkd1 -65-

A continuacién se muestra el anélisis de ligamiento realizado en esta familia.

Figura 3.6. Estructura familiar y segregacién alélica de

marcadores ligados al locus 16p13.3 en la familia.

La estructura familiar se muestra en la figura. Los

cuadrados denotan hombres, los circulos mujeres. Los
simbolos rayados representan individuos afectados.
Simbolos cruzados representan individuos fallecidos.
Los haplotipos se indican debajo de cada individuo. El v 3 % ’

haplotipo ligado a la enfermedad se halla resaltado. Los 9 Q
alelos de D16S521 se indican en rojo, los de D165291 en
verde, los de D165S663 en azul y los de D16S283 en
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Podemos observar que esta familia es portadora de una poliquistosis tipo I y que la fase
portada por todos los miembros afectados es la 6-9-6-8. El individuo denotado como 20 es el

miembro III3 en esta familia.

El andlisis en geles de SSCP de esta familia mostré lo siguiente:

n V1IV2II3IVaV2IVi 12 n  n li2 1I3 4
B " » 3 ’r 3 -] 1
e 34

Figura 3.7. Andlisis de los exones 43 y 44 en la familia del individuo 20.

En la figura se muestra el patrén de banda obtenido para el fragmento de
amplificacion correspondiente a los exones 43 y 44. El anilisis se realizé en
varios individuos de la familia. Las condiciones de corrida elegidas fueron: 8%

acrilamida, 0% glicerol a 4°C. Se denota a cada individuo de acuerdo a la figura

3.4. Los individuos n son individuos pertenecientes a la poblacion sana

utilizada como control.

Todos los miembros portadores de la fase afectada presentan en los geles de SSCP un
patrén de corrida anémalo. Esto nos lleva a pensar que podria tratarse de una mutacién y no de
un polimorfismo. Para confirmarlo decidimos secuenciar el fragmento de amplificacién hasta el
momento analizado en individuos afectados y sanos de la familia e individuos normales

utilizados en este estudio como control. La secuencia se muestra en la siguiente figura:
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Figura 3.8. Anilisis de secuencia del
de

lnhauoll.l-'.i”
G A T C

fragmento amplificacién
correspondiente a los exones 43 y 44.

Se muestra la secuencia obtenida a partir del
fragmento de amplificaciéon de los exones
mencionados. La cadena secuenciada es la
la cadena

cadena complementaria a

codificante. La mutacion se marca con una

flecha.

El anélisis de la secuencia muestra que en los individuos que presentan el patrén
anémalo de SSCP se produce un cambio de una base C por una T. La misma no se observa en
los individuos control (sanos) tomados como referencia. Esta mutacién puntual genera un
coddn stop en el sitio donde se produce, lo cual llevaria a una interrupcién prematura en la
traduccién generdndose asf una protefna truncada. Un hecho interesante para destacar es que
esta modificacién crea una secuencia de reconocimiento para la enzima de restriccién Mael (ver
figura 3.7). En este grupo familiar podrfa por lo tanto, realizarse un “test” rapido de deteccién
de la mutacién mediante la digestién del fragmento de amplificacién con la enzima Mael y
visualizando los fragmentos obtenidos en un gel de agarosa. En caso de obtenerse un tnico
fragmento, estarfamos ante la presencia de una secuencia normal. En caso de obtenerse tres
fragmentos, estarfamos ante una secuencia portadora de la mutacién. Los tres fragmentos
corresponderfan a la cadena portadora de la secuencia normal y a la cadena mutada que ha sido
cortada en dos fragmentos. Esto es asf debido a que la mutacién aparece en uno solo de los

cromosomas mientras que el otro se mantiene normal.

tgaccgcgcece
goccgtactt
tggotgotgy
gotgaccgec
caggtggege
ttgygtcaagg
agcagacaga
gtotttggoa
gtggtgotog
gagggcgtct
agetogtgte
gocctgggac
tgtgtgtgog

ccccacaggt
ggcacaggga
tggogotgac
agtggacccg
agotgagotc
tgagggctgg
tttctegtece
agacattatg
gggtagecta
tagctcagct
ttoctgtgtyg
tgggotectet
gatctgggea

gtgoctgotg ctgttegocyg
agggogetgg cgegtgotge
ggcggcecacg goactggtac
tttegtgoge ggocgocege
agoagocogt ggoctgucgy
gccggtggge geggggetgg
gcaggotgog_cagoagotac
ccgagototg coagagotoo
cgoccagotg gocatectgg
cagctcagct gtacgccctc
gactccotct ggagogtgge
accctgtgtec ctgeccgagte
ctgoggetgt ggugegocot

tgoacttaogo
ggctaoggage
gcectegocca
googottoac
cctegotgoet
gcgcacacce
gottogtgog
tgggggtcac
taggtgactg
actggtgtcg
coaggoootg
ctggoacctg
acggotoguoy

cgtggccgag
ctggucgegy
goetgggtgec
tagottogac
ctteotgott
cagggctgca
cocagtggtoc
cttgggeotyg
cgcggecggg
ccttceecege
ttggtgotgt
toacccctge
gotgttatte

Figura. 3.9. Secuencia de parte del gen pkd1.
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Figura. 3.9.(continuacién). En azul se denotan los exones. En la secuencia aqui representada se incluyen los exones 43, 44 y parte del
exon 45. La secuencia subrayada corresponde a los primers utilizados para amplificar el fragmento analizado luego por SSCP. En
rojo se marca el nucledtido que cambia por una base T (timina) en los individuos afectados. En letra italica y subrayada se denota la

secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion Mael cuando la base C cambia por una T.



DISCUSION

A partir de la secuencia ya publicada del gen PKD1 se ha iniciado la busqueda de
mutaciones en los pacientes con el objetivo de estudiar qué tipo de mutaciones son las causantes
de la enfermedad. Los primeros estudios realizados en este sentido revelaron que el origen de
las mutaciones es diverso. Se han descripto deleciones, inserciones, cambios puntuales de bases,
etc. Esto se observa a lo largo de la secuencia del gen, en particular en la regién en copia tinica
donde comenzaron los estudios (Peral et al.; 1995, 1996 a). Los resultados obtenidos mostraron
que no parece posible agrupar las mutaciones en un tipo de mutacién en particular como
tampoco es posible agruparlas en una regién en particular. Esto llevé a pensar que la
caracterizacion del tipo de mutacién en cada caso debfa realizarse por un método répido y
sencillo. Las técnicas elegidas fueron entonces la amplificacién de pequeiios fragmentos por
PCR y su posterior andlisis por SSCP o heteroduplex (Peral et al., 1996b).

En nuestro caso hemos podido detectar una mutacién presente en todos los individuos
afectados de una misma familia, determinando por secuenciacién que se trata de una mutacién
puntual. Si bien en los exones 43-44 se han descripto gran cantidad de mutaciones, esta
mutacién no ha sido descripta hasta el momento (Rossetti et al., 1996; Turco et al., 1995; Peral et
al., 1995; European Polycystic Kidney Disease Consortium, 1994).

Mediante esta técnica también hemos podido detectar un polimorfismo en el ex6n 45.
Para confirmar que efectivamente ese patrén distinto se debe a alguna variacién en la secuencia
de ADN que no tiene efectos sobre la enfermedad en estos individuos, se deberfan secuenciar
los fragmentos de amplificacién correspondientes a ese ex6n en individuos que presentan los
diferentes patrones.

Debido a que el exén 45 tiene gran tamanio, se lo dividi6 en dos partes. La primera, 45a
de 257 pb y la segunda, 45b de 213 pb. El polimorfismo fue encontrado en la primera parte del
ex6n. Ya ha sido descripta una variacién en la secuencia de ADN en este ex6n, una mutacién
missense en la posicién 12384 con un cambio de una base Citosina por una Timina (Rossetti et
al., 1996).

La regién donde se halla el polimorfismo descripto por nosotros coincide con la
analizada por estos autores. Por lo tanto a priori no puede descartarse que se trate del mismo
polimorfismo. Esto deberé confirmarse por secuenciacion.

Gracias al anélisis de SSCP, la bisqueda de cualquier variacion en la secuencia de ADN
es réapida y fécil de detectar, lo que permite realizar un analisis poblacional a gran escala. Esto es

importante en este tipo de enfermedades genéticas en las cuales es necesaria la determinacién
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del estado de afeccién de los miembros familiares. De otra forma, este tipo de andlisis requeriria
de muiltiples secuenciaciones, lo que significarfa un gran insumo de tiempo y altos costos
haciendo de esta bisqueda una tarea mucho més ardua.

Sin embargo debe tenerse en cuenta que la técnica SSCP detecta s6lo el 90% de las
mutaciones y que un tipo de patrén de corrida no identifica a priori el tipo de mutacién que lo
origina. Por ello es necesario confirmar por medio de una secuenciaci6n el tipo de mutacion

presente, lo cual solo sera necesario realizar en individuos ya previamente identificados.

Recientemente se ha desarrollado una novedosa técnica por la cual es posible analizar
aproximadamente 10 kb. de la secuencia duplicada del gen (Watnik et al., 1997). La estrategia se
basa en una amplificacién de los exones localizados en la regién duplicada por medio de una
long range PCR a partir de DNA genémico. Para ello se utilizan un primer que se ancla en la
region en copia unica (extremo 3’ del gen) y un primer localizado en la regién duplicada. Esto
permite amplificar un fragmento de aproximadamente 10 kb que incluye los exones 23 al 34.
Este molde resulta PKD1-especifico y es utilizado para nuevas PCR (nested PCR) y poder asf
amplificar cada ex6n en forma separada para posterior anélisis mutacional. Esta posibilidad no
fue analizada en el marco de esta tesis. Su utilizacién permiti6é un importante avance en el
estudio de mutaciones en esta enfermedad y la descripcién de una gran cantidad de mutaciones

en la region repetida (Peral et al.,1997; Roelfsema et al., 1997).
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INTRODUCCION

El gen PKD2 es un gen en copia tinica de 68 kb organizado en 15 exones. Cada exén

puede ser amplificado utilizando un par de primers especificos y los productos de

. amplificacién pueden ser analizados por
' [ T

Ponanped T 0 T diferentes técnicas. En este caso se optd
wawe A A por la técnica de formacion de

Hetoroduplax v
molecues mutant V‘ Vc

heteroduplex. Esta técnica es en esencia

Rl S similar a la de SSCP, pero el anilisis se
realiza sobre moléculas heterodiplex de

jL_ . ADN doble cadena. La falta de

—— ol apareamiento que se produce por el
T | cambio de una base en un fragmento de

e doble cadena provoca una modificacién

en su conformacién respecto del fragmento sin alteraciones de bases. En una corrida
electroforética en condiciones no desnaturalizantes el patrén de movilidad de ambos
fragmentos seré distinto. Al igual que SSCP se trata de una técnica sencilla y rdpida y se estima

que por medio de esta técnica se detecta alrededor de un 80% de mutaciones.

OBJETIVOS

En este capitulo se describe el estudio de mutaciones de la familia afectada con
poliquistosis de tipo PKD2 (ver Capitulo 2). Previamente se describi6 cémo pudo definirse por
analisis de ligamiento la caracterizacién del tipo de poliquistosis de esta familia. Se analizaron
los 15 exones del gen PKD2 en algunos miembros afectados. Los exones fueron amplificados
por PCR y los productos obtenidos se analizaron por formacién de heterodiplex.Los exones con
un patrén anémalo de formaciéon de heterodtiplex fueron analizados por secuenciacién y las

mutaciones halladas fueron confirmadas en todos los miembros familiares afectados.
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MATERIALES Y METODOS

Pacientes

Se analiz6 el ADN de todos los miembros pertenecientes a la familia 16012 descripta en

el Capftulo 2.

Amplificacién de Muestras por PCR

Para cada reaccién se utilizaron entre 500 ng y 1 pg de ADN genémico purificado de acuerdo a

lo descripto en Capftulo 1, materiales y métodos, pag. 16-17.

Condiciones de ciclado: Se realiz6 la reaccién de desnaturalizacién/extensién/terminacién en el
termociclador de acuerdo al siguiente programa: 5a 94°C, 30 ciclos de 1 a 94°C/1a 63°C (pares
F22-R21/ F21-R23/ F23-IR19b) 6 a 58°C (par IF1c-IR1) 6 a 55°C para los restantes pares de
primers y 17a 72°C (elongaci6n)/ elongacién final de 2a 72°C.

Primers utilizados: Se detalla a continuacién la secuencia de los primers utilizados en el anélisis

de los exones del gen PKD2.

Tabla 4.1. Secuencia de los primers utilizados en la amplificacién de los 15 exones del gen PKD2

Tamaflo del producto

Primer Exén Secuencla

(pb)
F2 1 5' CGC GAT GGT GAACTC CAG T 3°
R21 1 5° ACG ACG AGA GCG GAG GAG A 3° u8
1 1 5 CCT GGA GAT CGA GAT GCA GC 3°
R23 1 5" GCC ACT CTA CGT CCA TCT CC 3- m
23 1 5° AGG AGG TGG AAG GGG AAG AA 3"
R1%b 1 5° TTC TGG TTC GTG CAT CTG CC 3° s
IF5 2 5° AAA TGA TAT CTT TTC TTT TCT TCA 3°
R20 2 5 AAC TTT CCC ATT AGT GCA AG 3° 18
IFé 3 5° CCA AAA TGT TTA TCC ACA GGG G 3°
RS 3 5° AGG TAC TTT CAA AGT TAT TTC CA 3° e
F? 4 5° TGG TTA TGC AAC GAT GCA ¥’ 255
IR7b 4 5°CCG AGT GCC AAT GAG TCA CA 3°
IFic 5 5° GCC TCA AGT GTT CCA CTG AT ¥° .
IR1 5 5° AGG TTT TTC TGG GTA ACC CTA G 3~
IF2 6 5" TTT AAT TGT TCT TAT TTA CAT GCA 3° -
IR8 6 5°TTG TAG AAT AGA ATA GGA AAT TTG G 3°
IF8 7 5 TTG GTG AAG AAA AAT ATACTA GTC A 3° 8
IR9 7 5°TGG AAC TCA TTT TTT TTA AAG A 3°
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13 8 S"TTT TAT TAT ACA CAG TCACACCA ¥ m
IR10 8 5 CTACTC TGACTA AATTTTTCT TCT T 3°

IF15 9 5 TTT GGT TTT GTA TTG TGG TG 3° 194
IR21 9 5° AAG GAT TTA CGA AGT TTA AAT TG 3°

IF18 10 5" TAA TTC CAA ATT ATG TTTCTT CC 3° 216
IR15b 10 5°TGA GTA CCA AAT CAA ATC CG 3~

IF10 11 5 AAA CCA AGTCTT TTATTT TTT CTC 3° 2%
IR11 11 5°GGG CTA GAA ATACTC TTA TCACC 3°

IFn 12 5" GAT GAA TGT TAT CTG TAT CCT CTC 3° m
R 12 5" TAG GTA CCA AAT CAA ATCCG 3

IF3 13 5°GTC TCA GTG TTC TGC TCC TC 3° 2%
IR4 13 5" AAA TTC TGC CAATTC CTT TA 3°

IF17 14 5°TGT ACT GTG TTT TCC TTG CA 3 -
[R17 4 5" AAA TAC AAC TGT CaG CAA CAT A Y-
IF12b 15 5° ACACCAGTT TCTTTT TCCCT 3

R14 15 5° ATC GGT CAC AAA GAC TAG CA 3 -

Tabla 4.1. (continuacién)

Anilisis por medio de Formacién de Heteroddplex

Se realizaron los siguientes pasos:

A) Preparacién de geles de MDE (Mutation Detection Enhancement gels)
B) Preparaci6én de las muestras para la siembra

C) Electroforesis

D) Tincién con bromuro de etidio
A) Preparaci6n de geles MDE:

Se utilizé una concentracién de polimero MDE de 0,5X (FMC Inc).
B) Preparacién de las muestras para la siembra

1. Soluciones:

a) Buffer de siembra:
¢ Ficoll 400 (Pharmacia) 15%
¢ 0,25% colorante BPB
¢ 0,25% colorante XC
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2. Procedimiento:
¢ Se desnaturalizan las muestras a 95°C durante 5 minutos y se las deja enfriar lentamente

hasta los 37°C durante al menos una hora para permitir la renaturalizacién y formacién

de heteroduplex

¢ Se agrega el buffer de siembra y se siembran 15 pl de muestra

C) Electroforesis

1. Soluciones:

e TBEO0,6X

2. Procedimiento:
¢ Se colocan los geles en la cuba de electroforesis
¢ Sesiembran 15 pl de muestra en cada gel

¢ Se realiza la corrida durante 16-24 hs a 250 Volts constantes

E) Tincién con bromuro de etidio

Los geles son tefiidos con bromuro de etidio y fotografiados en un transiluminador de luz

ultravioleta.

Secuenciacion

Se realizé una secuenciacién automatica utilizando el secuenciador automatico ABI310
(Perkin-Elmer). Las reacciones de secuencia se llevaron a cabo utilizando el método de
secuenciacion ciclica con el equipo "DNA Sequencing Kit. Amplitaq DNA Polymerase FS"
siguiendo el programa recomendado por el fabricante. EIl método se basa en el uso de

terminadores (dideoxinucleétidos) marcados con fluorocromos.
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RESULTADOS

En el Capitulo 2 de esta tesis se habia caracterizado a una familia como PKD2 por
ligamiento a marcadores microsatélite. Con el objetivo de detectar y caracterizar la mutacion
causante de la enfermedad, el ADN genémico de uno de los pacientes fue amplificado por PCR
con los 17 pares de primers descriptos y los productos de PCR se utilizaron en la técnica de

Heterodtiplex (descripta en materiales y métodos).

i tenido para el
Bl 1, Se snsston el aridlisi En la Figura 4.1 se muestra el patr6n ob p

de Heteroduplex de 2 miembros
afectados (A), uno sano (N) y un
individuo control (C).

ex6n 13 para uno de los individuos afectados. Se observa

claramente que difiere de un individuo sano perteneciente a la

familia analizada y un individuo normal al azar, ambos

A N A C

tomados como control. Este mismo patrén se encontré en todos

los miembros afectados de esta familia.

810 815

Asp Asp Ser Glu Glu Asp
TGGATGACTCTGAGGAGGATG — Normal
TGAGGAGGAT — Mutant

Se secuenci6 el fragmento de PCR en

2 individuos -uno normal y el afectado-

utilizando los primers para la amplificacién

del exén 13 (Figura 4.2). Las secuencias Figura 4.2. Anilisis de la secuencia de ADN
L g correspondiente al exén 13 del gen PKD2 de un
difirieron en el nucleétido 2436 del ADN individuo afectado. El codén stop creado por la

L . mutacién se encuentra subrayado.
codificante ~ (considerando como el

nucleétido 1 a la primera A del codén de metionina como el nucleétido 1, propuesto como
codén de inicio).

En la posicién de la secuencia donde se halla la mutacién se observa un perfil de dobles
picos. Esto sugiere un evento de corrimiento en el marco de lectura del gen en este paciente. El
origen de este corrimiento estarfa dado por la insercion de una timina en la posicién
mencionada. La mutacién fue confirmada por secuenciacién de ambas cadenas en otros dos

individuos afectados. Esta mutacién 2436insT genera un codén de terminacién inmediato.
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La mutacién 2436insT elimina un sitio de restriccién para Ddel (c/tnag). Esto permite
realizar un test rapido de confirmacién de la presencia de esta mutacién en el grupo familiar. El
ADN genémico de varios integrantes de la familia se amplific6 con los “primers”
correspondientes, los productos de PCR fueron digeridos con la enzima Ddel y analizados en

un gel de agarosa. En la figura 4.3 se

muestran los resultados obtenidos. Todos

I los individuos sanos presentan 2
Ei | fragmentos de 122 y 113 pb mientras que
todos los miembros afectados presentan

una banda adicional de 236 pb que

corresponde a la sumatoria de las bandas
de 122 y 113 pb (incluyendo la insercién).
Esta banda representa al alelo portador de

la mutacién que pierde el sitio de

restriccién y confirma que la mutacién
Figura 4.3. Segregacién del alelo mutado con la y q ; iiacio

enfermedad en la familia 16012. Sélo algunos
individuos fueron incluidos en este estudio (ver
figura 2.14).

2436insT es responsable del desarrollo de la

enfermedad en esta familia.
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DISCUSION

Desde el momento en que se determin6 la secuencia del gen PKD2, el interés
generalizado se volcé al estudio de las mutaciones causantes de la enfermedad y su andlisis en
relacién con la forma PKD1. La posibilidad de realizar una bisqueda rdpida utilizando técnicas
como SSCP o Heteroduiplex se vio favorecida por el hecho de que el gen estd compuesto de
pocos exones de pequefio tamafio. Se han descripto hasta la fecha una gran variedad de
mutaciones a lo largo de todo el gen (Mochizuki et al., 1996; Veldhuisen et al., 1997; Viribay et
al., 1997; Xenophontos et al., 1997; Pei et al.; 1998 a y b) (ver apéndice A.2). Se presume que
todas ellas producirfan protefnas truncadas debido a la pérdida del extremo carboxiterminal y
no producen diferencias fenotfpicas en los pacientes. La naturaleza y distribucién de las
mutaciones y la ausencia de una clara correlacién genotipica/fenotipica indicarfan una
inactivacion neta de la molécula. Algunos autores sugieren la hipétesis de que la enfermedad
puede surgir por haploinsuficiencia, aunque no se puede descartar un mecanismo de dos
eventos como el propuesto para PKD1 (Wu et al., 1998).

En el caso presentado aquf se ha podido confirmar la mutacién causante de la
enfermedad en una familia PKD2 caracterizada previamente por ligamiento. La mutacién es la
inserci6n de una timina en la posicién 2436. Esto produce la formacién de un codén stop en ese
sitio. La protefna resultante no portarfa el extremo carboxiterminal.

Es interesante destacar que la mutacién en esta familia provocé la eliminacién de un
sitio de restriccién, evento que fue utilizado para realizar una confirmacién rdpida de la
presencia de la mutacién en miembros de esta familia. Este hecho brinda una posibilidad

interesante para el diagnéstico precoz en aquellos miembros que deseen un diagnéstico en un
futuro.



CAP{TULO 5: FAMILIA CON POLIQUISTOSIS TIPO 3 (PKD3)

En esta etapa final de la tesis se analiza el caso de una familia que se present6 para
diagnéstico presintomético de la enfermedad con motivo de un transplante renal en uno de sus
miembros. El andlisis de ligamiento realizado con marcadores ligados a los loci 16p13.3 y 4q21-
23 revel6 que la enfermedad no se halla ligada a ninguno de los dos cromosomas, lo que
indicarfa la presencia de una familia con la forma PKD3, ain no caracterizada. Esta seria la

quinta familia descripta a nivel mundial con esta forma de poliquistosis.



Captulo §: Famila con oollustosa po 3 (Phdd) T8

MATERIALES Y METODOS

Pacientes

Esta familia se present6 en el Instituto de Investigaciones Médicas A. Lanari para
consultapara transplante renal. La intencién era asegurar la condicién de sano del potencial
dador de rifién. Se realizaron extracciones de sangre y se realizé un registro clfnico de la mayor

cantidad de miembros posibles.

Extraccion de ADN Genémico

Se realiz6 de acuerdo a lo descripto en el Capftulo 1 en materiales y métodos, pag. 16-17.

Amplificacién por PCR

La amplificacién de los marcadores ligados a los cromosomas 16p13.3 y 4q21-23 fue

realizada de acuerdo a lo detallado en los Capftulos 1y 2 en materiales y métodos.

Calculos Estadisticos

El andlisis de ligamiento se realiz6 en cada caso familiar utilizando las opciones MLINK
e ILINK del programa LINKAGE versién 5.1 con las consideraciones descriptas en el Capitulo 2
en materiales y métodos pag. .
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RESULTADOS

Analisis Genético

En la Figura 5.1 se presenta la estructura de la familia analizada.
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Figura 5.1. Estructura familiar y segregacién alélica de marcadores ligados a los loci 16p13.3 y 4q21-23 en la familia.

La estructura familiar se muestra en la figura. Los cuadrados denotan hombres, los circulos mujeres. Los simbolos rayados
representan individuos afectados. Simbolos cruzados representan individuos fallecidos. Las flechas indican eventos de
recombinacién.. Los haplotipos se indican debajo de cada individuo. El haplotipo superior corresponde al cromosoma 16; el inferior
al 4.. Los alelos de D165521 se indican en rojo, los de D165291 en verde, los de D165663 en azul y los de D16S283 en fucsia. Los
alelos de D45231 se indican en azul, los de D4S1534 en naranja, los de D451563 en verde y los de D45423 en marrén.

De la generacién III, sélo los individuos III1, III7 y III8 son mayores de 30 afos y
presentan ecografias negativas; por lo tanto son considerados como sanos en este estudio.
Todos los demés miembros de esta generacién, por ser menores de 30 afnos son considerados
aun individuos de riesgo, aunque presenten ecografias negativas.

Los haplotipos superiores corresponden al cromosoma 16 (ligado a la forma PKD1) y los
inferiores al cromosoma 4 (ligado a la forma PKD2). Puede observarse claramente para la forma
PKD2 que los individuos afectados II1 y 116 comparten el mismo haplotipo 4-8-4-4 que no esté
presente en su hermano afectado II3 y si lo estd en el hermano sano II5. Por otro lado, el

haplotipo 5-8-4-6 estd presente en los individuos 113 y 116 (afectados) y en II5 (sano) y no en 111
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quien también estd afectado. Los valores de lod score calculados a partir del programa MLINK
del LINKAGE PACKAGE versién 5.1 arrojaron valores negativos para todos los marcadores
analizados en este cromosoma siendo el méaximo valor de lod score Zmax=0 (cero) a frecuencia
de recombinacién 6=0,5, lo cual indica claramente que no existe ligamiento. El anélisis de
marcadores ligados a PKD1 indica que los hermanos afectados 111 y 113 comparten el mismo
haplotipo 5-2-6-9 con su hermano sano II5. Este mismo haplotipo no estd presente en su
hermana 116 quien se halla afectada. Nuevamente los valores de lod score obtenidos para los
marcadores flanqueantes D165291 y D16S663 fueron negativos siendo el méximo valor de lod
score Zmax=0 a 6=0,5 lo cual indica nuevamente ausencia de ligamiento a estos marcadores.

Se realizé un estudio citogenético en el paciente 116. El mismo consisti6é en un bandeo G
analizando 15 metafases. El resultado fue el de un cariotipo normal que no revelé ningiin tipo
de anomalfa.

Todo esto indica que estamos ante una forma de poliquistosis que no presenta
ligamiento a los marcadores que describen a las formas PKD1 y PKD2. Esta serfa por lo tanto
una forma nueva denominada PKD3 para la cual ya han sido descriptas cinco familias aunque

aun no se ha ubicado al locus de esta nueva forma.
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DISCUSION

Hasta el momento se han descripto cinco familias sin ligamiento a marcadores de los
cromosomas 16p13.3 y 4q21-23 (Daoust M et al., 1993, Almeida S et al., 1995; Bogdanova N et
al., 1995; Turco AE et al., 1996; Ariza M et al., 1997). La familia aquf descripta tampoco presenta
ligamiento a estos marcadores. Esto se visualiza claramente a través de la segregacién de los
haplotipos caracterizados para cada miembro en esta familia y a través de los valores de lod
score obtenidos con el programa LINKAGE. Sin embargo, 2 individuos (116 y 1119) presentan
eventos de doble recombinacién que, debido a la cercanfa de los marcadores utilizados, resultan
ser eventos de bajisima frecuencia. Serfa de gran interés estudiar un mayor niimero de
marcadores para analizar la regién comprendida en la doble recombinacién. Lamentablemente,
el andlisis del marcador intragénico KG8 resulté ser poco informativo en esta familia, ya que
todos los miembros son homocigotas para el alelo 4 (ver Tabla 1.3, Capftulo 1).

Ain no ha podido ser localizado el gen responsable de esta tercera forma de
poliquistosis. Este estudio requiere del anélisis de un gran nimero de individuos y del uso de
un gran nimero de marcadores distribuidos a lo largo de todo el genoma, lo cual excede las
posibilidades de esta tesis. Una posibilidad es desarrollar un esfuerzo conjunto en la bisqueda
del gen. Otra posibilidad es encontrar indicios a nivel citogenético o brindadas por eventos de
recombinacién que permitan delimitar la biisqueda a determinados sitios del genoma.

Algunos autores, sin embargo, dudan de la existencia de un tercer locus causante de la
enfermedad. Recientemente A. Paterson y Y. Pei postularon la posibilidad de que se realicen
“falsas exclusiones” de estas familias “PKD3” a los genes ya conocidos (Paterson y Pei, 1998).
Aconsejan descartar en forma exhaustiva la posibilidad de un ligamiento no detectable
analizando los siguientes itemns: error en la genotipificacién, confusién de muestras, falsas
paternidades y mal diagnéstico de la enfermedad. Los primeros 3 quedarfan automaticamente
descartados con la aparicibn de inconsistencias en la segregacion de los haplotipos
determinados en una familia o un excesivo nimero de eventos de recombinacién entre
marcadores cercanos. Respescto al diagnéstico equivocado de la enfermedad, si bien para PKD1
han sido bien establecidos los criterios, no sucede lo mismo con PKD2 por ser una forma més
benigna y presentar gran variabilidad en las caracteristicas clfnicas en la poblacién afectada. La
penetrancia dependiente de la edad parece ser un tema critico, segiin estos autores, en los

diferentes trabajos hasta el momento publicados.
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Existe una iltima posibilidad que también llevarfa excluir a los loci caracterizados: la
posibilidad de que segreguen 2 mutaciones en ambas copias del gen PKD1 o del gen PKD2 o
una en PKD1 y una en PKD2, es decir una mutacién digénica. Por lo tanto sugieren realizar en
estas familias “PKD3” un anélisis mutacional en los genes PKD1 y PKD2 y un exhaustivo
anélisis de ligamiento, utilizando la mayor cantidad de marcadores posibles.

Este anélisis merecerd un capftulo aparte, fuera del marco de esta tesis, junto con la

caracterizacién de las mutaciones causantes de la enfermedad.



CAPITULO 6: POLIQUISTOSIS HEPATICA.

INTRODUCCION

La poliquistosis renal autosémica dominante se acompana de quistes hepéticos en un
elevado porcentaje. Sin embargo, se ha encontrado en muy pocas familias una herencia
autosémica dominante de quistes hepéticos sin quistes renales. El estudio genético molecular de
estas familias es asf importante para contribuir a la caracterizacién global del proceso de la
cistogénesis.

La poliquistosis hepética (PLD) forma parte de una familia de enfermedades hepéticas
caracterizadas por el crecimiento masivo del epitelio biliar y tejido conectivo, microhamartomas
biliares, fibroadenomatosis biliar, dilatacién de las gldndulas peribiliares y raramente la
dilatacién de los conductos intra y/o extra hepéticos. En particular los higados poliquisticos
contienen multiples quistes que pueden variar desde el tamafio microscépico hasta ocupar toda
la cavidad abdominal. Frecuentemente los quistes aparecen agrupados en regiones del higado.
La mayoria de los pacientes con poliquistosis hepética no presenta sintomas. En aquellos casos
en los cuales aparece sintomatologfa, ésta incluye distensién abdominal (provocada por un
aumento de tamafo del hfgado poliquifstico), obstrucci6n biliar o venosa, hemorragias, rupturas
e infecciones. Ademds pueden presentarse disnea, hernias, ascitis, etc. Sin embargo, debido a
que el volumen del parénquima permanece normal a pesar del crecimiento quistico, la funcién
hepética se conserva inalterada, atin con poliquistosis hepatica severa (Watson y Torres,. 1996).

La descripcién de la poliquistosis hepética como entidad independiente ha sido y es
motivo de controversia ya que ha sido descripta en asociacién y sin asociacién a ADPKD en
numerosos trabajos. La historia natural de la poliquistosis ha sido mejor descripta en pacientes
con ADPKD; por lo tanto, todas las observaciones respecto a frecuencia, severidad, relacién con
la edad, etc. Pertenecen a series de pacientes que también presentan ADPKD. Atn no ha sido
confirmado si las pocas familias con poliquistosis hepética autosémica dominante y sin ADPKD
poseen un genotipo diferente. Los casos esporddicos de PLD podrian ser casos de herencia con
diagn6stico familiar incompleto, nuevas mutaciones o bien eventos esporddicos. Un estudio
retrospectivo realizado en Finlandia sugiere la posibilidad de que PLD sea una entidad
separada de ADPKD (Karhunen y Tenhu, 1986).

Debido a que la caracterizacién de la poliquistosis hepatica como una entidad separada

de la poliquistosis renal autosémica dominante se halla en estudio, resulté interesante la
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posibilidad de analizar esta hip6tesis en el caso de una familia que presentaba quistes hepéticos

pero no presenta quistes renales.

OBJETIVOS

En el caso de esta familia, se decidi6 analizar ligamiento de la enfermedad a marcadores
ligados a las formas PKD1 y PKD2 de la ADPKD y contribuir asf a la caracterizacién de la PLD.
Se estudi6 un nicleo familiar de 5 individuos y se los tipific6 para marcadores de los loci
16p13.3 y 4q21-23 y se analiz6 ligamiento con ayuda del programa LINKAGE versi6n 5.1. Esta

es la cuarta familia descripta y analizada en relacién con el ligamiento a ADPKD.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes

Esta familia se present6 en el Instituto de Investigaciones Médicas A. Lanari para
consulta de la enfermedad. Se realizaron extracciones de sangre de la mayor cantidad de

miembros posibles y se realiz6 un registro clinico de la mayoria de los miembros familiares.

Extraccién de ADN Genémico

Se realiz6 de acuerdo a lo descripto en el Capitulo 1 en materiales y métodos, pag 15-16.

Amplificacién por PCR

La amplificacién de los marcadores ligados a los loci 16p13.3 y 4q21-23 fue realizada de

acuerdo a lo detallado en los Capftulos 1y 2 en materiales y métodos.
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Célculos Estadisticos

El anélisis de ligamiento se realiz6 en cada caso familiar utilizando las opciones MLINK
e ILINK del programa LINKAGE versién 5.1 con las consideraciones descriptas en el Capftulo 2

en materiales y métodos pég. 31.
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RESULTADOS

Se ha analizado ligamiento a marcadores de los cromosomas 16 y 4 en la familia cuyos

resultados se muestran en las figuras a continuacion.

a)
1 2
I
28 27
Figura 6.1. Estructura familiar y segregacién alélica en la familia. 57 o1
La estructura familiar se muestra en la figura. Los cuadrados denotan hombres, - - = :
los circulos mujeres. Los simbolos rayados representan individuos afectados.
Los haplotipos se indican debajo de cada individuo. a) Los alelos de D16S521 se '
indican en rojo, los de D165291 en verde, los de D165S663 en azul y los de :Z :: ::
D165283 en fucsia.. s s ‘s

b)

b) Autoradiografia de los geles de
poliacrilamida donde se muestran los
alelos para cada individuo analizado. Los
tamafios fueron determinados por
comparacién con una muestra tomada
como marcador de tamaifio, cuyas bandas
fueron comparadas con la secuencia del

fago M13.

168 pb
170p0
162 pb

123pb

107 pb

Puede observarse que los miembros afectados I-1 y II-1 comparten el haplotipo 2-5-5-5 y

el mismo se halla ausente en el otro miembro afectado II-3. El haplotipo paterno 5-5-7-5 que es

portado por este individuo se encuentra también en su hermano sano II-2. Por lo tanto, no se

visualiza ninguno de los haplotipos presentes en el padre como asociado a la enfermedad.
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a) 1 2
'
34 34
34 23
43 49
Figura 6.2. Estructura familiar y segregacién alélica en la familia. ; ;
La estructura familiar se muestra en la figura. Los cuadrados denotan hombres,
n
los circulos mujeres. Los simbolos rayados representan individuos afectados. a)
Los haplotipos se indican debajo de cada individuo. a) Los alelos de D4S231 se b 4 . 5
43 44 4

indican en azul, los de D451534 en naranja y los de D45423 en marrén.

b)

164pb
b) Autoradiografia de los geles de poliacrilamida 162 pb

donde se muestran los alelos para cada individuo

analizado. Los tamaiios fueron determinados por

comparacién con una muestra tomada como

marcador de tamafio, cuyas bandas fueron " " ]

comparadas con la secuencia del fago M13.

En el caso de los marcadores del cromosoma 4 se observa que la fase 3-3-4, compartida
por los miembros afectados I-1 y II-3, se encuentra también presente en el individuo sano II-2 y
estd ausente en el otro hijo afectado II-1 que porta la otra fase paterna 4-4-3. En este caso

tampoco es posible asociar un haplotipo con la enfermedad.

Los resultados del andlisis de linkage para ambos cromosomas se muestran a

continuacién.
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Tabla 5.1. Anélisis de ligamiento por medio del programa linkage 5.1 para la familia portadora de
poliquistosis hepdtica

Valores de lod score (Z) a distintos valores de 6

Marcador 0,0 01 0,2 03 04 0,5 y A5 Omix
D16S521 -2,44 0,4 0,19 0,075 0,017 0 0 0,5
D16S291 0 0 0 0 0 0 0 0,5
D16S663 -2,44 0,44 0,19 0,075 0,017 0 0 0,5
D16S283 0 0 0 0 0 0 0 0,5
D48231 -2,44 0,44 -0,19 -0,075 0,017 0 0 0,5
D4S1534 0 0 0 0 0 0 0 0,5
D4S423 -2,44 -0,44 -0,19 -0,075 -0,017 0 0 0,5

Debido a que no existen datos sobre la frecuencia y penetrancia de la enfermedad, ya
que se mezcla en muchos casos con la presencia de poliquistosis renal, se realizaron los célculos
tomando dos frecuencias para la enfermedad de 0,08% y 0,001% (cercanos a los utilizados por
otros grupos) y en cada caso 3 opciones de penetrancia diferentes: 0 y 0,1 para 0-20 afios y 0,3
para mayores de 20 afios por un lado y 0,01 para 0-20 aros y 0,2 para mayores de 20 aiios por el
otro. Los resultados obtenidos en el procesamiento matemadtico no variaron significativamente.
Los valores de lod score obtenidos para los marcadores utilizados muestran que no existe

ligamiento ya que los mdximos valores de lod score se obtienen a frecuencia de recombinaci6n

igual a 0,5 y son cercanos o iguales a cero.
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DISCUSION

Debido a que la poliquistosis hepética se ha visto clinicamente asociada a la poliquistosis
renal autosémica dominante, a partir de la caracterizacién genética de la tltima comenz6 el
interés en investigar acerca de la genética de la primera. Este esfuerzo se ve dificultado por el
hecho de que en la gran mayorfa de los casos, los pacientes que presentan esta enfermedad no
poseen sintomatologfa. La presencia de quistes hepéticos se ha visto muy asociada a la
presencia de quistes renales y es dificil encontrar la PLD como entidad independiente. Es por
eso que la posibilidad de estudiar a la familia aquf presentada result6 de gran interés. Nuestros
datos concuerdan con lo descripto las 2 familias portadoras de PLD publicadas hasta la fecha,
en el sentido de que no existe asociacion alguna entre ambas poliquistosis. Se estdn realizando
importantes avances en la caracterizacién del posible locus responsable de la enfermedad. El
estudio incluye el anélisis de 4 familias, entre las cuales figura la aquf descripta, utilizando 169
marcadores distanciados entre sf por unos 25 cM en promedio. La identificacién del gen
responsable seré sin duda un gran avance en el estudio de esta enfermedad y quizés contribuye

a establecer la cistogénesis en ADPKD.



CONCLUSIONES

Se caracterizaron los diferentes marcadores microsatélites ligados a los genes PKD1 y
PKD2. En cada caso se determin6 el niimero de alelos presentes en nuestra poblacion, el tamario
en pares de bases de cada alelo, el porcentaje de heterocigosis y el fndice de contenido
polimérfico.

Se estudiaron 12 familias afectadas con poliquistosis renal autosémica dominante. Esto
permiti6 validar los marcadores microsatélite para el estudio de ligamiento y determinar el
estado de afecci6n (sano o portador del genotipo afectado) de cada miembro familiar.

Se constato la hipétesis de que existe mas de un locus responsable de la enfermedad en
la poblacién argentina.

Se utiliz6 la técnica de SSCP en la biisqueda de mutaciones en el gen PKD1 en
individuos afectados.

Se detect6 una mutacién puntual novedosa en el gen PKD1 presente en todos los
individuos afectados de una misma familia. Por secuenciacion se determiné que se trata de un
cambio de una base C por una T que generarfa un codén stop en el sitio donde se produce.

Mediante esta técnica también se pudo detectar un polimorfismo en el exén 45.

Se determiné la mutacién causante de la enfermedad en una familia PKD2 caracterizada
previamente por ligamiento. Se trata de una insercién de una timina en la posicién 2436, la cual
genera un codén de terminacién inmediato.

Se estudi6 una familia que no presenta ligamiento a los loci 16p13.3 y 4q21-23 y que por
lo tanto sugiere la existencia de un tercer locus responsable de la enfermedad (PKD3).

En el marco de la caracterizacion de la poliquistosis hepatica como una entidad separada
de la poliquistosis renal autosémica dominante, se analiz6 el caso de una familia que presenta
quistes hepdticos pero no presenta quistes renales. Para ello se realizaron anélisis de ligamiento
a los loci responsables de la ADPKD. No se encontr6 asociacién alguna entre ambas

poliquistosis.
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APENDICE

Al

Secuencia del gen PKD1. En rojo se indican los exones ubicados en la regién duplicada
(extremo 5°), en verde los exones ubicados en la regién en copia tinica (extremo 3°). Los primers
utilizados en el estudio de mutaciones (capftulo 3) se indican en color azul y subrayados y en
purpura el marcador intragénico KG8.(Genebank accession number L39891).

tgtaaacttit tigagacagc atctcaccct gticcccagg clggagtgca gtggtotget aggtgcetet ccacttgtgg ctecctgget getguagctc agcagggaca getgtgtecs
catggetcac tgragegtca acctoctggy tctacttgat ctgtaasctt cgugugeagg gttccaggtg gaggacagcc ggggcttclyg aggccacagc cigectigoy ttaatgatge
tgtaataaac CCLectgcam tgtetitgtt titcasastc ttigtatttc acagtttage tgeccgugugy tggtggottt tggasaagat ggcgtactgec aasacgtget getetgegtg
trcgtgggtt gatgttctat titgtitttg tgrgtgtgty tgtgtgtitt gegtrttete gcteguaget togLggUgRg acgtgugtag ageegtgget guctcacage ccccccacce
ttgagacaca gtcttgetct tgttg gct gc aa tcteggetca CagRgectge cCctgroctcc ctgroccgae ccttctcoct cctgacccat gtgtttteet
ctgcaacttc cacctcitgg gttcaagagam ttctcectgee tcagecttce gagtagetag tetttttttt tttttttgag acagagttca ctcttgitge caaggctggm gtgcaatgge
gattacagge gccgecacca caccccgeta attttgtatt tttagtagag atggggtttc acgatctcgy ctcatggcaa cctcogoctc ctgggticaa geogetttttc ctgectoage
tccatattigg tcaggctggt ctcasactcc cgacctcagg tgatccgecc acctcagect ctcccgagta goctgggatta cagpcgtges ccaccatgec tggctaattt tgtatttita
cccasaatgc tggguttaca ggcgtgagtc accgrcacctg gecaatgttc tatttttgag gtagagacag ggtttctcca tattggtcag getggtcttg aactcctgac ctcagatgat
aacacaacag ttcatsatat attctacats gaccatacct gttatgtgta gataaacaga CCOTCCPeCt COUCCLecea aagtgetgog att ]
crettttece atttaacacc ttttgectta ggtttattit tctggtatea atactogeas tgacccatgt tttgasccas attceageca cocttttate tgcaageatt ttggugggca
acttactttg titgragttt cCtgtctttt LELELELLLLLLL tLLLLLLLLt gagacagegt teg t ct tee t ]
crLcactctgt Cacccaggct gUagtgsagt gUcOUgatet cggetcactg caacctctac gtgtgttcac atttttgott taatagtttg aat ]
ctcctgggtt catgogattc tcctgootca goticocgaa tagetgagac cacsactgtg caattagttg atgtcttttt ttttttcttt tttrrettet ttttgagacg gagtcttget
tgccaccatg cccagecaat ttttgtattt ttagtagaca cggggtitca ccatactgge cttgteteca ggccgcagty cagtggcatg atctcagete accgcasacct cegactcect
caggatggct caatctcttg acctogtgat ccacctgect cegectocca aagtgetogg gottcaagcg attctectge ctcagectcc cgagtacctg gtagetgugt ttacaggeat
attacaggca tgagecactg tgcctggect ttttttttct ttttgagatg gagtcetcact gcaccaccgt gcoccagetaa tittigtatt titagtageg acgouogtttt actgtgtligg
ctgtcaccca goCtggugtg cagtggggta acctcaggtc actgogacct ccgectcecg ccaggatggt ctcgmtetcc tgacctcglyg atctgcoccac ctoggeetos caamgigetg
gottccagtyg attctcctge ctcagectce cgugtagetg ggattacagy cacccaccac gogattacagy Cgtgugecac Cgracccgge castgtctit taaaaatats tacttttttt
catgcctgge taatttttgt atttttagta titg gt t t ttttttttga gacggegttt cgectettget g cte
QULCLCOAAC LCLLGPCCLC AtQgUQRCccey CCtgrctigg cctocccaang tgetgggatt ACCLCACYOT ABCCLCCPCC tCCCgUgttc aagtgattct cctgcoctcag cctctecagt
acaggtgtgm gecactgtgc ctggcctggr titcottgttt cttttctcct cttetagtet agctgggatt acaggcatgt gecaccatge ctggetaatt ttgtattttt aggagagacg
cccectitta ggctaacast tattcactgt LAATAGMAAC CCtCaggtct gtattttatc gggtttctcc acgtiggtca guctggicic aaactcctga cclcaggtgm tecgectgee
AagasAcCatt LCCCLCACHT CLICLLCCCL JAACCASACA agatctctgg cacattttat ttggcctece tgg guat L'}

LLGCLCLgtc teaccacaty gRMLiittgtit tittgtttct ttgttttitg agatggugtc gtgtgtcttt asggetggtc aagceasgca graggactgy ageasgaatg aagsattcta
tcactcttgt t t Ct cagclcactg caacctecac cctggetgty atcaattogt tgtgsacacc actgtgettg gmccagctag ctgatgtett
ctcctgggtt caagcgattc tcctgtctca goctcctgag tageigggat tecaggegeg ttgttttgtt ttgtttgaga COgRgLctgy Ctetgtcecc cagyctogeg gaceatggtg
tggcaccace cccagctaat ttttgtattit ttagtagaga cggggtttca ccatgttggt tgatctcgge tcactgeage ctecatctee cgyggttcaag cgattctcct gectcageet
cagyctggtc tcgaactcct gacctigiga tctgeccace ttggccltccec aaagtgotgg cctgagtage tgggettaga gUcgCgcgcee accacgeccg getaattttt ssasatattt
gattacaggc o 00 tggttt tt ttagaatttc ttagtagaga tgggutttca ccatgitggt caggetggte ttgmactcett ggccttaggt
atttccaggt asctaatttg cttctttaaa catatgtctt ttctatttsa gasatccttt gatctgctig cctcoggectc ccaaagtget gggattacag gtgtgagtgm tgtatttitat
craaacaatt gcattttatt cCacaaccge cttcasacaa tcattgagac ttggttaatc ttatttattt atttatttat ttttattatt tguagatggmg tctcactclg ttgeccagge
tgtittgetc atttggeage agtttcttgt ggotgtttct tccctccact ggagtcocttg tggagtgcag cagtgccatc tcagctcact gcaagetccg cctecetgggt tcacgccatt
aatcttaagt ctgtcatttg actgcaatta aaagctggypt ttggaataca atcgeagcect ctcoctgectc agoctoctga gtagectggm Ctggltgeccg ccaccatgec cagctaattt
rtaccatccac Ctgctgtgtg scctggtaaa tttotttttt ttttttigag acggmgtcott tttgtatttt tagtaguagac ggggtttcac cgtgttagec aggatggtct ggatctectg
gctetgtige ccaggctigga gtgcagltggc &CAsCCLcly ccteccaggt tcaagegatt acctogtgat cctocogoct cageetccca aagtgetogg attacagget tgagecaccg
ctactgcecte aQgcteccta gtagetggom ttataggtgc ctgocaccat geccagetga cctgtetitt aaatgtccga tgatgtctag gagcettocet tectcotettt ttcettgtge
teeetgtatt tttagtageg atgaggtttc accatgttgg ctaggelggt ctecgmacttc aattigtiga ageaactgge tectgeagee tggatttctc getgtgtett ggogutgceca
tgatcttigtg atctgceccge ctoggectec caamgtgetg gypattacagy catgagecac cctccatggt gtcacctceeg tggtgetgtyg agtgtgtget ttgtgtttct tgtaaattgg
CACLCCCOgE CALLCLILL tTECLLLLLL cCatttiitt tttittcgag acaggatctt tegttggage cgacatccca ttgtcccaga ggttgtcctg gotggeactg gectagytgt
actctittgr ccagucggga grtgcagtgyc acaatcacgg ctcagegcag ccactgecta agatgtcatc agctcaggyc cccetgetet ssagyccact tetggtgetg gttgecacte
CLQYPCLEaE acgCtcctce QUOCtcagec tCtcgagtac CLoggactac aagcotgege accctggelg goggtcacct gpgtctgotg ctgtctcgea aatgctogoy tccaggactg
cagtttggct aattttggct aatttttgta gasscgygut ctegccatgt tggccagget ggcacatcgm gogacttgyt aggtgetigy ticactgaty tAsastatag gagcaccogg
ggtciccaac tcctggmctc sagggmtcca ccttccltcce cclcicaaag ttctgggatt GOCCLLPCCe LLLeccacet geatcectga atgacagoeg agtotgogag agtgtagoga
accggagtge gecactgtge cctgetggca aatticttaa actgtctgtg cctcagtgac CAgCaggTeyC agRCcCcCCggy goccctgect gogatiggcy tcggggaaga caggcatice
ctcatttaat asagggmats attgtagcac actttticta gugctgtges gattcaatgg ggegcgacce ctaggectga tgoecttagag CUCaactgcc agagacaceg cttccttggo
aat tgtgggtitc ctccctcetg gogctggcea ggccacggag gggccctggc tcccatttct ggtccctgge tectgagage
tctttcaata agclctcacc atcaacctcce cattgectgt tctctetett cccectetet gaggactagy gattgtcace aaggccteca tgag tca [, tec
cecectctgtot Ctetctcage Caggaascct gUUOtagUUe QUCLLOORQC cagegoutgs gagugetecy ttatcactgg ageccgegit casaccaacac geagatgatt ctccasggac
gLCOggagyT tgcgugtact guctcgogec agegatggat gatggouegy QUUTtggcct ggeaggaccc ccagtgcagg tgucattgma
aaccgcguaa gaaguetceg gUtgoRgret gtggetgctg Caguegoagy 8acCCgCeyc gccaggttte asagotccca tg gt tga
ct ct v ¢ CLegoUUogcs gougtagouc ctotgtcagy agagectagy agaggectgt gtottctagg
acgeacttta gee ctegtgetcc toggecgact g tg g gcatcctgea tgtccagetg
ct t gt gectcacceg gggtecctga gocggutett acgtggetcc Cgcactcugy cgttcagaac

QCOtOUOUCE JAgCLLECYg MPUCCCogee CLgoLgecga CCCtgtguag COoUMgOUtge gtgccigegt gagaaacggt agtttcttta t tc g ttg
agcctccggm tgrcagtccc tCalcgetgy cccggtcgeg Cctgtogouaa geugucUoRg t t t ctcactccotg tacgcgattg cogocagoug
t at N

coty J cctoo J oc o tOOUOUAA0D QALOUOUAQT ctttggttgt gtc
AgERETCYCT JCUOUUCCCO CACLYCAgEy CCAQCPLccg agcgugcygT cgmgetcccg gagctcccac ac ctgcaggtca tccatgeagt
tg gtcgctlcage agcaggtcge ggecgcagec atcggettge actatgattc aacaacagac agggaccccg
ccatceagee ) ctgugetgeyg gectocgege tt t gTcagtttgogy aggccagogt
< ToU! 9 tge c¢ gogtggatcy ctigageccca ggagtttgac tgo 1]
CYCTOPRToy CCLEROpoty Sroctyuivs tEPpsvtyty gOtoUpIpey TURUSENTDY tCLCtasMsa ATASMAGAAC SLLQUTCUOY COtOUtggta tgcatctglg gtcccagcta
geCCogugey CEICtETEPl COCLEDgAgR coocootgost ttcaguagac tgaggtgoga catcacttgm tgc agt tgt
COgECLgETy Ctaaattys tOgRPOaPCy gUSTIUPPRC gotogytoos Sagutyngos gatcacacca ctgcactceca gyctgugtcs cagagcaaga ccctgtctca asaaaaasaa
ogpye sPmocaiy) agagpungoy SAMMAMAMAAA asaaaatcac aggutctgas tte t
GORCODUCOU JOFtOUICRE SLLOTTLENT CCPRPRORIV SROSEEROY OEIICCREDR gyccaacagc gtgtgagaag atggtcggcec tcattagtca tgagggsssc gtasatcaaa
Cgetocoagy GUCEAGECLC ODEDUDERCE OSFTIEIUCO LOULAMMLES GERecgOCtE accactgtee agrcgguegc gutgectcac gectg € tte
PRgECOCIUt tEDOACHEDC COEPUINGTE JRAMRACOCC GUPFLCtUNg asBgecgtcc atggcttgag t < tasat
v P ctc gegy tcagctggua tattagtggt ggcgcctgta gtcccegeta gtt tg
ggacasscag tcgctaattg gugagusatt gogatgegye ctgoggguctoc ggggtacccg agtctatgag gttgugactg cagttagetyg LQatgotgec actgcactcc agectgggeg
Qgageggtggy gatgyctgts gOOv t tg tc actaggessc ggtctttasa gt o
gatttgatgy atgtgcsags attgguctgs tgetiaggas gugucgatgem ggtgggtcca tgtaatctcs geactttgyg agoccaaggt gougugatca caaggtcagy agtttgtoac
o9 o g tg. tc tac ta ¢ )
tg get gUgTLgougt catgeagggc gtegtgggcy cctgtaatce cag ta g o cacttgancc
Ctcegycgct ctgctatlgg gttccaagge tatcctgage acagoggtom gougugettg oUtto gagr g cactctagcc tggtcaacag
cegty t te ¢ gttcyg ctt at t agcgagactc Lgtctcasia AAMMARAALY Clgagcgtoy tggcgTeatgc ctgtagtctce
ttatggegec gctgeccaga gocaggtetg LOCcaggctc ctgtlggugg togtcatgeg agctactttg gougctgegg tc getrg t gy goLcgcagto
gaatcctgac t (] gya gatttgcatt tcacagatga aggcaagatt geaccattgc actccageet ct gte
t 9 gatgtgcata t c cg t o o get. t
gcagoggtit ggasctatga gotgeccagy acccagggtt ggattgassa gogcugRoog gagceetetg tgttotigtc tc t 90 t t
gactaagata t tg gct gtcttgggac cagtetgatg cctggtctca ttttacacac caggasattg aggctctttg &gaagccgtg gtgatgmttt
cottgtattt cccagoctcc aggetcctey cogguacagt guctcctigy gtgegtgetg catcageatg ctctgggoca gucccctges gocgeacagy gtgetetouoy cocacactag
gatccctggy goacgtggra CatccCcagy CLLgTtasac attgogtggy ttctggoatt tgccctggtt tatagescage Cagaggtggc tt t ct tgt
tggttttgta acgtttctgg gtcacteccg cctgtggeca cocttcctta ggugageogt cttg t t geg t gcagctgett ggutgctgec
gtgtccttgg ggctittgetg gutggtctog agUugtouoRgy aagmatggot tctcctggac 8PCCCCLCEE ACCLCLCCEt CCOLPTCAPT CCOCLCCCace tetecctcec tgecageeece
caatggagce cgtgeccctc ggggccacat tgrtoctgcp ctecctgmct goggmcgegt tcccacctet CCCtecctge cageecetcc Cacctctccc tceetgecag cecctoccac
gtgtctcogeg getgtctctg tOgugmLgge CLCCLCCtgc COgeaacag Cacccacaga ctcteeetee ¢© ct tc tccctecctg ccag tc ccaectctce
attgcatcag acctacceca cCcgttgttt gtgatgetgt agctgmgpge tcctctgect ctccetgeca geccotocca cototeccte cctecagece cteccaccte tecetecctg
gccaggccgg tcactgugua ctctgtccag gUectggigo ttcctgetic ccageaccty CCAgCCEctc CCacclotce CLECetgeca geccctooca cetetcccte cetgrecagee
atggtgtcca tgugmgcage ccctcaggag Ctgtcoggge gmgasgoucd ctgotgocty cetcccacct ctecotecet greageocct cocacctete cetcectgec ageccctece
CLgRgCOgag SPCBAQYCCC gLgtictcca gUCCCLtgge acagcagtgyg ageccecgee acctctccct cocotgecage cccteccace toteectcce tggetcatcc ctgotgtgte
cectgcctigt gttgtcctct taggctctgy tcctgguott tOgRoUagod ggacccotoug ccttctctct agtticctgt tcagtttcag t ogoaac a
agltggtgge ctgtcccage ctgugetgoge asgattccga atgrcaggec coccasgigt tttgogocct ggagtcagac ctgugticas gtcccagoge ctccacctct ggtotgmcct
JCaACagUge ACAQDUtgRC CLCAtgLIQU Cagutggglg ctgtictgta cacacctogg tggtccagtc LCtcagectc agtitccica cctgtasagt gggotccatg attagatgea
gecgecgety QoA tct 13 ctagy: t CCCtgeagyy Cagtgtagea gtgucctgge LCagCcactg gragccccaa caatcatacc
aggsaggatg tgeaggccct gUCLOgOCce ccaggccasc ctetgtgotg tgugucagec ttgttassgt agotctgtcg grttecctcag gogttccggg ggcccatice cctgtcctec
cagccatttt getgtctacc CLUCAAMCTC CLCCtcgUyg agacggctgg gttttcccca atgcactgtg agacctgecc tgecacagag cagagtgtas cagcctgagy gtgagagcca
000eagagQy OLCAQCLgy JUAQULUSA QURCACAgAL cacagctgct goraggtgtt gacactgtge ctgtgcttag cCcagacact ggucgacggg agecagtgca gcctgggceug

caagggtcca agagegttge tgtetgggtg tcaccagtag ccticctgog gogctcacge gtOgectcct AtggRCCCCt CagCacccag cCtoggtgec ttCagegcag ggccgcotyge
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cLgtgaggec
acrggtgect
agagcrgcga
tgccegagtt
agtgatogcy
grigtgccaa
ccagggeatc
crggeccatg
ccamatgtgy
ctgccactge
ctgcctggga
tetggagete
ccegetgetg
ggcacgtcrg
ggamaatgca
crigectagg
gaggcgguct
catteetgac

Lcacaagacc
tttgacgegt
gtacegtect
ccgctcagtg
gtgtgegetg
gcctgagect
tctatgaggg
agrgggtgmt
ot o <

cggcccacte
terggtgtgt
cacteoettt
cecgecctga
tcgotgotoy
cgacgtccee
cetectgetg
gcgetggcca

crgerigrge
gtgagacgtg
gttcttttga
tgtgcggacc
geaccgagag
cttecegget
gagccgtete
ccatcgotg
(22 <

ccLcgeteee
tetgetttee
tgeagtggee
tctgggccg

ccaccttgog
agcasggaat
acggcageee
geetgeacte

gtgcctetee
atactttgge
agcccgecan
tgctgeetge

ctacatctgg
cggg9ctyay
cglangetog
ccgergeatt
tetttgogag
ttetgregge
tgtggatcte
acagtggecy
ccctagogta
ccctgetogt
gggagacaca
gcacccigom
gctccagety

gtgttigece
aagtgttgoc
coagtogcac
ciegetgtta
ctttgogoeo
tettctgago
ctecrgecate
ggcaccgctg
togogtogtt
Jvvegacc
catgttcttt
atgaasscat
gctgagyccg

gcteacgeee
g

ttteccagas

cacctegete
gt

tecatggett
ac

gggtcettet
ctt

t
ctecetgeag

cteccgagyc

o

t

t
aatgaggcca
QgcLccgggt
ccatcattgg
tgtgctgetg
ttgctigece
accetgetgyg
ttgagectca
Qtgaagguty
L
accccagegg
tcgtctecag
tcgecagacte
gtgcctgect

tigtg 9
gcgctgugea
tctgugeecg

o
agceeatgee
tccactgtge

tc
cagggaacgt
atcgtogcce

ctg
ccctectecag
cccceccccac
ctgcccogug
gtgtgeccat
gosgtouage
gcaccaggag
caggtagcat
acggeeettt
cectttctca
gtogutcccg

gtt

gucactgcty
catcetette
aggtgttigy
caggagcgts
oggetgcaag
cegucectca
acgtatgeag
ttgagetgoc
tetcectegt
Foaggacctg

c

ccagecctgy
ggettctgeg
ttecttctgy
cacagetgty
tggcctcagg
tccggetgee

3
ggcagetgte
atctggugct
cccagectgg
aggccaccte
ttgaggcage
goagtacagg
atggctegta
ccgctggatc

ctacetigye
ggvatggtgt
aggtcagtge
goggLcaces
ttetcecctt
cgetctectt
tgtgttttec
teagectecy
aggctgecca
tgt

cc

ctecccaget
tgcttgggec
ccagguttgt
catctgecea
ccogttaatt

agtctcacec
ctggcagect
ggccggectc

cecgegtetg
cygtcetgtat
cctggeectc
gcactgtttt
catttccgge

goacccagag
cagaggetge
cccatggeag
ttttcaaatg
cet

trectecatt
tgouovagga
agcacctgec
cgcctggete
casctggRag
cctacacccc
catctgrgta
aggccogagt
tgtcacccee
gaatgecget
accetegtoe
cacceccace
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A.2,

Secuencia del gen PKD2. Se muestra la secuencia del mRNA del gen PKD2 (Genebank
accession number U50928). En azul se indica el codén de iniciacién de la traduccién. En rojo se
indican las deleciones hasta el momento encontradas, en fucsia las mutaciones puntuales y en
verde las inserciones. La mutacién encontrada en este trabajo se halla ademas subrayada
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atccggcoagg cggecgogcg gg. 9 ggagceg cggcctccee ttcetectecg
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tacggcatga tgagctccas tgtgtactac tacacccgga tgatgtcaca getcttcocta
g g tgt ggeg aactttssaa ctetgtcttc catggeagac
ttctggaagt tcacagasagg ctccttattg gatgggctge act get gcag g
a gactg aageeg gaagetitc atcttctatg agascctgct gttagggott
CCACgastac ggcaactccyg agtcagasat ggetcetget ctatccccca ggacttgaga
gatgeaatta aagagtgcta tgatgtctac tctgtcagta gtgeagatag ggetcecttt
gggccccgas atggaaccge ttggatctac acaagtgaaa aagacttgas tggtagtage
tcattgcaac Ltatagtgge gotggetatt atctggattt gtcaagaaca
cagcetgeacs agtigctage ctcaagsass atgtctgget ggaccgagga
cttttattga cttctcagtg tacsacgcca acattascct gttctgtgtg
gtcaggttat tggttgaatt CCCagcaaca gutggtgtga ttccatcttg goaatttcag
cctttasagc tgatccgata tgtcaceact tttgattict tcoctggeage ctgtgagatt
atcttttgee tctttatctt ttactatgtg gtggesgaga tattggaast togeattcac
aaactacact astttcaggsg tttctggast tgtctggatg ttgtgatcgt tgtgeetgtca
gtggtagcta tagpasttas catatacage acatcaaatg tggaggtget actacagttt
CLYgeagatc AAMALACLLt ccccaacttt gagcatctgy catatiggoa gatacagtte
aa tatag ctgctgtcac agtatttitt gtctggatta agcotcttcas attcatcaat
tttaacagge ccatgagceca getctcgace gtcte gatgeg g gtee
ggctttgeta ttatgttctt cattattttc ctagegtatg ctcagttgge ataccttgtc
titggcactc aggtcgatga cttcagtact ttccaagagt gratcttcac tcasttcegt
atcattttgg gcgatatcaa ctttgcagag attgaggeag ctastcgegt tttgggaccs
atttatttca ctacatttgt gttctttatg ttcttcattc ttttgaatat gtttttgget
atcetcaatg atacttactc tgeagtgess tctgacttgy cacagcagea agctgeaatg
gaactctcag SLCLTATCAg 28AQUGCtac cCataaagctt tggtcaaact sssactgmaa
a ‘taccg tggatgacat ttcagegagt ctgcggceag gaggaggcaa gttaasacttt
gacgaacttc gacsagatct casagggaag ggccatactg atgcagagat tgaggcaata
te gt g ge tggeg gaactgaccy aacatgaacs tcagcagatg
agagacgact tggageaage gaggUaggac ctggatttgg atcacagttc tttaccacgt
cccatgagca geocgaagttt ccctogaage ctggstgact ctgeggagge tgacgatges
getageggac atagctccag aaggaggous agcatttcta gtggegtttc ttacgeagag
tttcasgtcc tggtgagacg agtggaccgg atggagcatt ccatcggcag catagtgtce
aagattgecg ccgtgatcgt geasgotagag attatggage gagccasact gaageggagg
gaggtgctgg gaaggctgtt ggatgggoutg ¢ 9 eaaggctggg togtgacagt
gaastccata gggascagat ggsscggcta gtacgtgaag agttggaacg ctgggastce
gatgatgcag cttcccagat cagtcatggt ttaggoacge cagtgguact aaatggtcas
cctogeccea gaageteecg CCCatctice tcccaatcta cagasggcat ggeaggtgcs
ggtggaaatg ggagttctaa tgtccacgta tgatatgtgt gtttcagtat gtgtgtttce
aatsagtgag geagtggeotg tcctgaattg CUQgLascaag cacactattt atatgeeetg
accaccatag gatgctagtc tttgtgaccg attgcteatc ttctgcactt taatttattt
tatatasact ttacccatgg ttcasagatt tLtttitctt tttctcatat aagasatcta
ggotgtasata ttgagtacag aasaadsatc ttcatgatgt gtattgageg gtacgeccag
ttgccaccat gactgagtct tctcagttgs caatgasgts gocttttaas gotagsasac
tgtcaaaggg cttctgagtt tcatttccag tcacaaasat cagtatigtt attttttece
aagagtgtge aggassatgg ggcaattcct ttccsctctg geatagttca tgagottaat
acatasgcttt cttttaagea aggagccttt tttttcaact ageottcctgg ggtasacttt
aatgguee ggaactccas actatgatag sstctgtgtg aatggttasg
actatgec ttttttgtaa gttgatcgta tctgatgtct gtgggactaa
ctgtatcact taatttttac cttattttgg ctctaatttg sataagetgs gtaaaaccac
caaagatcag ttataggate tggcatc tctaaccata scacaggage attggasggs
gccctaagtt gtcactcagt ttastttctt ttastggtta gtttagecta sagatttate
tgcatattct tttteccatg tggetctact catttgcaac tgastttaat gttataacte
atctagtgag accaacttac tassttttta gtatgcactg aaagttttta tccsacsatt
atgttcattt taagcaaaat tttasgsaag ttttgaaatt catsaagcat ttggttttas
actattttes gastatagta ctcggtcagg tatgnnancac goctgtaatc ccagcoacttt
gggaggccga sacaggcgas tcactigage CCaggagttc Aagaccaaca tggycaatgt
ggCgasactc Catctctaca 22aaatgcas aaAtaasass tatagtactc aagtattctt
gatcctgtgt tLcaaaacta gaatttgtas LGCasatgga gctcagtcta atasssssags
ggttitggta ttaasagttc atacattage cagtatcage casastttgs gttagcaaca
ctgttttett tacgegaggg tCtcacccas atttatggou agasatctat ttctcessas
assaseatct tcttttacag asatgttgag taaggtgece ttttgagege taastaageas
sagagcatgc agtgctgtig aatasccctc acttggagaa ccesgageat cctgtogtet
astgctatat tttaatttca caagttgttc atttaactgy tagaatgtcs gtecastcte
caatgagaac stgagcasal agacctttcc aggttgasag tgasacatac tgggtttctg
taagtttttc ctcatggeott catctctatc tttactttct cttgaatatg ctacacaaag
ttctttatta ctacatacta sagtttgcat tccagggata ttgactgtac atatttatgt
atatgtacca tgttgttacs tgtasacesa cttceatttg aagtgcagct attatgtggt
atccatgtgt atcgaccatg tgccatatat caattatggt cactagaaag tctetttatg
atacttttta ttgtactgtt tttcatttca cttgcssaat tttgcag tecteoctite
tacccatasa ttacatatas tttitcttct ttagtcetgy agaacnccee cccatcatct
cenccctatt anctttccca tgtgtactgg tattattass sagacsttta catacgcaag
trtttcactg acaancesga atgttattas tgtgtastac tgagcacntt tacttcttaes
atatant
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