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RESUMEN

Introduccion: La poliquistosis renal autosémica dominan-
te (PQRAD) es la enfermedad hereditaria mas frecuente
con mayor amenaza para la vida. El andlisis molecular de
microsatélites polimérficos, localizados en torno a los ge-
nes responsables de la enfermedad (PKD1 y PKD2) se uti-
liza para confirmar el diagnéstico y dar consejo genético.
Métodos: Se desarrollé6 un método de genotipado para
cinco marcadores de PKD1 y cuatro de PKD2, basado en
dos reacciones de PCR multiple y analisis por electrofore-
sis capilar. Un total de 110 individuos, pertenecientes a
14 familias afectas, fueron genotipados para confirmar la
concordancia con el método de PCR simple usado previa-
mente. Resultados: El rango de tamafo de los fragmen-
tos amplificados fue desde 95 a 154 pb, y los perfiles com-
pletos de marcadores microsatélites se obtuvieron a
partir de 1-5 ng de ADN. La especificidad de la PCR mul-
tiple fue del 88,5% (IC 95% 75,9-95,2), y la sensibilidad
del 87,9 (IC 95% 76,1-94,6). Conclusiones: Esta estrategia,
junto con la deteccién automatica de alelos, permite rea-
lizar un analisis genético fiable, sencillo, mas rapido y de
menor coste que el basado en amplificaciones individua-
les de los microsatélites.
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ABSTRACT

Background: Autosomal Dominant Polycystic Kidney
Disease (ADPKD) is the most common life-threatening
hereditary disease. Molecular analysis with highly
polymorphic short tandem repeats, located in the
vicinity of the two genes responsible for the disease
(PKD1 and PKD2), is used to confirm diagnosis and give
genetic counseling to members of affected families.
Methods: We have developed a new assay to genotype
five PKD1 and four PKD2 markers, based on two
multiplex PCR reactions, and capillary electrophoresis
analysis. A total of 110 subjects, belonging to 14
affected families, were genotyped to confirm the
concordance with the singleplex method used
previously. Results: The amplicons ranged from 95 to
154 bp in length, and complete STR profiles were
obtained from 1-5 ng DNA. The specificity of the
multiplex PCR system was 88,5% (95%Cl= 75,9-95,2),
and the sensitivity, 87,9 (95%Cl= 76,1-94,6).
Conclusions: This is a useful strategy that, together with
automated computer-based allele detection, allows
reliable, simple, faster, and cheaper genetic analysis
than the previous singleplex method.

Key words: Polycystic disease. Molecular diagnosis. Multiplex
PCR. Short tandem repeats

INTRODUCCION

La poliquistosis renal autosémica dominante (PQRAD) es la
tercera causa mds frecuente de enfermedad renal crénica' y
la enfermedad hereditaria que con mayor frecuencia amena-
za la vida’. Su prevalencia varfa de 1/400 a 1/1.000 indivi-

' Grupo de investigacién colaborador de la Asociacion para la Investigacion e Informacion sobre las Enfermedades Genéticas y Grupo de Trabajo de
Enfermedades Renales Hereditarias de la Sociedad Espanola de Nefrologia (Presidenta y Coordinadora, respectivamente: Dra. Roser Torra Balcells)
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duos, dependiendo de la poblacion’. Se caracteriza por la for-
macioén de multiples quistes en los rifiones y por trastornos
cardiovasculares y gastrointestinales, tales como aneurisma
intracraneal o adrtico, prolapso de la valvula mitral, hernia de
la pared abdominal, etc. E1 50% de los pacientes presentan
enfermedad renal crénica en la quinta década de vida.

Hasta ahora, se han identificado dos genes como causantes
de la enfermedad: PKD1, en la regién cromosémica 16p13.3
(85% de los casos), y PKD2, en la regién cromosémica 4q21
(15% de los casos). La PQRAD se diagnostica con facilidad
por ecografia cuando los quistes ya estdn presentes. Sin em-
bargo, el andlisis genético puede ser utilizado cuando los re-
sultados ecogréficos son confusos o cuando se requiere un
diagnéstico definitivo en un individuo menor de 30 afios. Una
aplicacion importante del diagnéstico molecular es el conse-
jo genético, consistente en proporcionar al paciente informa-
cion sobre su enfermedad, el patron de herencia y el riesgo
de transmision a la descendencia (50%). Ademads, puede apli-
carse en familias con PQRAD para confirmar posibles donan-
tes de rifion. Por otro lado, actualmente se estin llevando a
cabo ensayos clinicos en los que se pone a prueba la capaci-
dad de ciertos farmacos para frenar la progresion de la enfer-
medad®. Los pacientes con un diagndstico temprano podrian
ser candidatos al tratamiento con estos nuevos agentes tera-
péuticos en un futuro.

El andlisis molecular se puede llevar a cabo mediante bus-
queda directa de mutaciones o de forma indirecta, por andli-
sis de ligamiento, usando marcadores informativos (microsa-
télites) localizados en las proximidades de los genes de
interés. Estos marcadores permiten realizar el seguimiento
del cromosoma responsable de la enfermedad a través de las
generaciones de la familia estudiada. Dos series de microsa-
télites seleccionados en un estudio previo para PKDI1
(D16S521, KGS8, AC2.5, CW2, SM7) y PKD2 (D4S1538,
D4S1534, D4S423, D4S414) fueron usadas para el andlisis
de ligamiento en familias con PQRAD (figura 1). La idonei-
dad de estos marcadores para nuestra poblacion fue estudia-
da en 30 familias afectas’. Los marcadores fueron amplifica-
dos de forma individual y mezclados posteriormente para el
andlisis, permitiendo una identificacion genética inequivoca
del 97,7% de los pacientes y el 88,7% de los individuos sa-
nos. La sensibilidad y la especificidad del andlisis genético
fueron 90,7% (IC 95% 85,7-95,7) y 86,8% (IC 95% 80,6-
93,0), respectivamente.

En este trabajo se presenta un nuevo andlisis de microsatéli-
tes de PKD1 y PKD2 basado en PCR muiltiple y electrofore-
sis capilar.

MATERIAL Y METODOS

Un total de 110 individuos, 52 afectos (57,7% varones) y 58
sanos (39,7% varones), fueron analizados por el nuevo siste-
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ma de PCR muiltiple. Estos individuos pertenecian a 14 fami-
lias con PQRAD que fueron escogidas de manera aleatoria
entre aquellas incluidas en el andlisis previo*. El estudio fue
aprobado por el Comité Etico del Hospital Universitario de
Gran Canaria Dr. Negrin. Asimismo, se obtuvo el consenti-
miento informado de todos los participantes en el estudio an-
tes de su inclusion en el mismo.

Una nueva serie de cebadores fue disefiada para el desarrollo
de la PCR miiltiple, asegurando una eficiencia de amplifica-
cién equivalente para todos los fragmentos de ADN, como se
ha descrito previamente’. La longitud de los fragmentos ampli-
ficados vari6 entre 75 y 158 pares de bases (tabla 1). El objeti-
vo fue obtener cebadores con un contenido en GC en torno al
35-60% y una temperatura de fusion tedrica de 60 + 2 °C a una
concentracion de sales (K+, Na+, Tris+ o NH4+) de 180 mM.
Como lugar de unién de cebadores, se evitaron las secuencias
complejas, homopolimeros con mds de cinco bases, y las es-
tructuras secundarias potencialmente estables (por debajo del
umbral de -13 kcal mol-1 de energia libre) alrededor de cada
regién de marcadores, para garantizar la sensibilidad y la es-
pecificidad de la amplificacion multiple’. Usando el programa
disponible en Integrated DNA Technologies (http://www.idtd-
na.com/Scitools/Applications/mFold/), se comprobd que nin-
guno de los cebadores candidatos presentaba estructuras se-
cundarias o en horquilla. Los cebadores fueron sintetizados y
purificados por HPLC por Bioron GmbH (Ludwigshafen, Ale-
mania) y Applied Biosystems (Foster City, EE. UU.). Para di-
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Figura 1. Distribucién de los microsatélites.
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Tabla 1. Microsatélites y cebadores
Gen Microsatélite  Fluoréforo  Cebador sentido (5'-->3") Cebador antisentido (5'-->3')* Repeticiones® Longitud del Rango de
fragmento (bp)>  alelos (bp)
PKD1 (16p13.3)  KG8 HEX CACAGAAGTGGTACACAGAAGCAG gtttCAGGGTGGAGGAAGGTGAC (CG),(CA), 131 116-129
D16S521 NED GCGACAGAGCGAGACTCC gttt CTTTTATTTGCACCCTGGAGAAC (CA)‘5 95 88-104
SM7 NED ATATGAAGAGGAATGGTAGGGGTAG gtttCAAACAACAAGAGTGAATCTCTGAC (GU20 149 141-155
AC2.5 6-FAM AAGGCTGGCAGAGGAGGT GCGGGGAGCTCTAGGAAG (CA),, 110 96-106
cw2 6-FAM GTCCCTAGAAATAAGACCAAGTATGTG gttt CATTGCAGCAAGACTCCATCT (GT)Z7 154 136-158
PKD2 (4g21-23)  D451538 6-FAM CAGCCTGGGTGACAGAGAC gtttACGGAGACATTGTGTAAGAGTGTT (CA), 84 75-100
D4s5414 6-FAM TACGCTGGTTCTTTCAGTTCTTTCT gtttAGCCCTCTGAAAACATCCAG (GT),, 128 115-136
D4S1534 HEX ACCCTGGCTCACTAACATTCTCT gHTAAAATTAGACCAGCCCAAGGTAG (CA)‘ . 103 94-112
D4s423 NED CTTGAGTAGTTCCTGAAGCAGCA QHATTGCAAAGTCCTCCATCTTGAGT (CA) 124 114-126

2

°La cola ‘gttt’ en el extremo 5’ del cebador antisentido indica un tramo no especifico de éste.
°El nimero de repeticiones y la longitud de los fragmentos amplificados toman como referencia la secuencia NT_037887.4 (PKD1) y NT_016354.18 (PKD2).

ferenciar los productos amplificados de tamafio parecido,
se usd fluorescencia multicolor, marcando el cebador
sentido de cada par con uno de los siguientes fluoréfo-
ros: 6-FAM, HEX o NED. Cada par de cebadores fue pro-
bado en una PCR individual, con cinco muestras de ADN,
bajo idénticas condiciones de amplificacién, antes de
desarrollar la reaccion de PCR multiple. La cantidad de
cada cebador incluida en la mezcla final fue establecida
de forma empirica, de acuerdo con los resultados de prue-
bas sucesivas. Igualmente, se probaron diluciones seria-
das de MgCl2, desde 1,5 a 5 mM, para conseguir la ma-
xima eficiencia de amplificacion.

Debido a un ligero solapamiento entre el rango de tama-
flos de CW2 y D4S414 en algunas muestras, decidimos
analizar los marcadores de PKD1 y PKD2 por separado.
Ambas reacciones contenfan 1-10 ng de ADN, 3 mM
MgCl2, 200 yM de cada dNTP, 0,05-0,1 uM de cada ce-
bador y 0,5 U de polimerasa AmpliTaq Gold (Applied
Biosystems) en un volumen final de reaccién de 12,5 ul.
El protocolo de amplificacién se llevo a cabo en un ter-
mociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Bios-
ystems), y consistié en una desnaturalizacién a 95 °C du-
rante 5 minutos, seguida de 26 ciclos de 95 °C durante 30
segundos, 65 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 45
segundos, con un paso de extension final de 20 minutos
a 72 °C. Se obtuvo un producto del tamafio esperado para
todos los loci. Con objeto de analizar la robustez de la
PCR muiltiple, todas las muestras fueron analizadas por
duplicado.

La deteccién de los fragmentos de PCR mediante electro-
foresis capilar se llevé a cabo en un secuenciador ABI
PRISM™*'° (Applied Biosystems), usando un capilar no re-
cubierto de 47 cm de longitud y polimero POP4
(Applied Biosystems). Para la electroforesis, 1 ul de cada
producto de PCR se mezcl6 con 20 yl de formamida desi-
onizada (Applied Biosystems) y 0,2 ul del marcador de
peso molecular GeneScan-ROX (Applied Biosystems).
Las muestras fueron inyectadas a 15 KV durante 5 segun-
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dos, y separadas al mismo voltaje y una temperatura de
60 °C durante 24 minutos. Para la estimacion del tamafio
de los fragmentos, se utilizé el programa GeneScan
Analysis 3.1.2 (Applied Biosystems).

RESULTADOS

Inicialmente, cuatro marcadores (D4S423, CW2, D16S521 y
SM?7) dieron una sefial débil, sugiriendo una amplificacién po-
bre con las mismas condiciones y cantidades de cebador. Las
reacciones mejoraron al aumentar la cantidad de cebador, al-
canzando asi el equilibrio adecuado entre las sefiales. Los me-
jores resultados fueron obtenidos a una concentracion de 3
mM MgCl, para todos los marcadores (figura 2). Las concen-
traciones ligeramente superiores inhibfan la amplificacion.

La identificacion de los haplotipos individuales mostr6 una
concordancia del 100% con los resultados previos del andli-
sis por PCR simple. Los marcadores fueron totalmente infor-
mativos en todos los pacientes y en un 91,4% de los indivi-
duos sanos. La PCR muiltiple mostré una especificidad del
88,5% (IC 95% 75,9-95.,2) y una sensibilidad del 87,9 (IC
95% 76,1-94.,6).

DISCUSION

Se han descrito un gran nimero de marcadores para el
andlisis de los genes PKD1 y PKD2. En nuestro estudio
previo*, empleamos un sistema simple de PCR para am-
plificar dos series de marcadores microsatélites de PKD1
y PKD2. Para desarrollar esta técnica era necesario lle-
var a cabo nueve reacciones de PCR diferentes para cada
individuo, mezclar los productos de amplificacion y, final-
mente, preparar la muestra para electroforesis capilar. Hasta
la fecha, el sistema de PCR multiple mds simple publicado
hasta el momento para el andlisis de PQRAD es el de Vouk
et al.’, que consiste en tres reacciones de amplificacion, com-
binando marcadores de PKD1 y PKD2.
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Figura 2. Electroferograma de los microsatélites.

Una parte importante de nuestro trabajo consistié en explorar
varios aspectos de los métodos de PCR miuiltiple. Los ceba-
dores fueron disefiados poniendo especial interés en evitar el
autoalineamiento y la formacién de dimeros, obteniendo la
méxima eficiencia y equilibrio entre las cantidades de los pro-
ductos de amplificacién. Los cebadores fueron sometidos a
HPLC para obtener moléculas puras y homogéneas, sin ex-
cedentes de fluoréforos que pudieran interferir en la detec-
cién de los alelos. Para evitar productos de amplificacion
inespecificos, se utilizé un programa de PCR Hor Start (en el
que la polimerasa se activa a temperaturas elevadas y los pro-
ductos de PCR se van acumulando lentamente).

Hemos desarrollado un nuevo sistema de PCR multiple
para genotipar nueve marcadores microsatélites de PQRAD
en s6lo dos reacciones. Una ventaja adicional de este siste-
ma es que permite el andlisis independiente de PKDI1 o
PKD2. Dado que un 85-90% de la PQRAD estd ligada a
PKDI, el andlisis de los marcadores de este gen serd sufi-
ciente para determinar las caracteristicas genéticas de la fa-
milia en muchos casos. El andlisis genético mediante el sis-
tema de PCR multiple facilita tanto el consejo genético
como el diagndstico temprano, de creciente importancia en
esta enfermedad. En conclusidn, esta estrategia, junto con
la deteccién automadtica de alelos, permite realizar un ana-
lisis genético fiable, sencillo, mas rdpido y de menor coste
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que el basado en amplificaciones individuales de los mi-
crosatélites, favoreciendo la inclusion de los estudios fami-
liares en la rutina clinica.

BIBLIOGRAFIiA

1. Rapoport J. Autosomal dominant polycystic kidney disease:
pathophysiology and treatment. QJM 2007;1-9.

2. Masoumi A, Reed-Gitomer B, Kelleher C, Schrier RW. Potential
pharmacological interventions in polycystic kidney disease. Drugs
2007;2495-510.

3. Torres VE, Harris PC, Pirson Y. Autosomal dominant polycystic
kidney disease. Lancet 2007;1287-301.

4. Torres MJ, Rodriguez Pérez JC, Hernandez Socorro CR, Anabitarte
A, Caballero A, Vazquez C, et al. Molecular diagnosis of adult
dominant polycystic kidney disease in the Canary Islands.
Nefrologia 2006;666-72.

5. Sanchez JJ, Borsting C, Hallenberg C, Buchard A, Herndndez A,
Morling N. Multiplex PCR and minisequencing of SNPs—a model
with 35Y chromosome SNPs. Forensic Sci Int 2003;74-84.

6. Yuryev A, Huang J, Pohl M, Patch R, Watson F, Bell P, et al.
Predicting the success of primer extension genotyping assays using
statistical modeling. Nucleic Acids Res 2002;e131.

7. Vouk K, Gazvoda B, Komel R. Fluorescent multiplex PCR and
capillary electrophoresis for analysis of PKD1 and PKD2 associated
microsatellite markers. Biotechniques 2000;1186-8, 1190.

Nefrologfa 2009;29(4):327-330



