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Introduzione

La malattia policistica autosomica dominante (ADPKD)
¢ una malattia ereditaria monogenica relativamente fre-
quente nella popolazione generale. La sua incidenza infat-
ti & variamente descritta in letteratura tra 1:400 e 1:1000
nati vivi. La frequenza di ADPKD non é trascurabile se si
considera che é pitt comune della malattia di Huntington,
dell’emofilia, dell'anemia falciforme, della fibrosi cistica,
della distrofia muscolare, e della sindrome di Down com-
binate insieme. ADPKD ¢ causata da mutazioni a carico
dei geni PKD1 e PKD2 che rispettivamente codificano
per le proteine transmembrana Policistina-1 e Policisti-
na-2 (1-3). La caratteristica principale di questa affezione
¢ lo sviluppo di cisti renali, un fenotipo per la verita non
esclusivo di questa patologia, ma manifestato anche da
altre sindromi umane (Rene policistico autosomico re-
cessivo, sindrome di Bardet-Bied], sindrome di Meckel,
nefronoftisi ecc.). Di tutte queste, ADPKD é di gran lunga
la piu significativa in termini di incidenza.

Gli studi che hanno avuto origine da osservazioni su ma-
lattie renali cistiche diverse, sostenute da mutazioni su
geni differenti, stanno progressivamente convergendo
verso un punto comune. Questo elemento unificatore
¢ il cilio primario, un organello scoperto nella cellula
epiteliale tubulare almeno un secolo fa (4), da sempre
considerato una mera curiosita biologica e di significato
vestigiale. I cilio cellulare ¢ invece recentemente dive-
nuto il soggetto di una intensissima attenzione scientifi-
ca perché sospettato di rappresentare la migliore chiave
di lettura della degenerazione in senso cistico del rene.

I geni: PKD1 e PKD2

Le ricerche che hanno condotto all'identificazione e al
sequenziamento dei geni coinvolti nella ADPKD hanno
avuto inizio nei primi anni '80 attraverso un approccio
definito “positional cloning”. Nel 1994 la individuazione
di una famiglia affetta da ADPKD, associata ad una tra-
slocazione cromosomica bilanciata a livello del locus di
PKD1, ha permesso I'individuazione del suo gene (1).
Nel 1996 infine ¢ stato poi identificato il secondo gene
coinvolto nella patologia (PKDZ2) attraverso tecniche di
positional cloning, studi di espressione e approcci bio-
informatici per la ricerca di omologie di sequenza con
PKD1 (2).

Le mutazioni di PKD1 sono responsabili dell’'85% dei
casi di ADPKD, mentre quelle di PKD2 sono responsa-
bili del resto dei casi. Sebbene le manifestazioni cliniche
nelle due forme siano sovrapponibili, i pazienti con mu-
tazioni a carico di PKD2 presentano i sintomi piu tardi-
vamente e hanno mediamente una progressione verso
I'insufficienza renale piu lenta, con una sopravvivenza
renale pit lunga (69 anni) rispetto ai pazienti con muta-
zioni di PKD1 (53 anni) (5). Il gene PKD1 ¢ localizzato
sul braccio corto del cromosoma 16 in prossimita del
gene della sclerosi tuberosa di tipo 2 (TSC2). Oltre alla
semplice associazione topografica i due geni sono corre-
lati anche funzionalmente e di conseguenza presentano
anche una correlazione di interesse clinico: sono stati
infatti descritti casi di ampie delezioni che coinvolgono
contemporaneamente PKD1 e TSC2. Nei pazienti in cui
si realizza questa condizione si sviluppa un fenotipo ci-
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stico particolarmente precoce e grave (6-8), con evolu-
zione verso l'insufficienza renale terminale molto pit ra-
pida di quanto non avvenga mediamente nelle consuete
forme di ADPKD.

Laregione genomica di PKD1 ha una struttura comples-
sa: la porzione del gene che va dall’esone 1 all’esone 33
¢ duplicato in 6 geni ad alta omologia (“Homology Ge-
nes”). Lorigine di questi geni ¢ il frutto di un’ancestrale
duplicazione genomica di PKD1. Tali geni presentano
una identita di oltre il 75% con PKD1 ed esprimono altret-
tanti RNA messaggeri. Ne deriva che solo la porzione 3’
terminale del gene PKD1 (circa un quarto del gene) non
¢ duplicato. L'identita ai geni di omologia ha ostacolato
e ritardato il sequenziamento completo di PKD1 e rende
tuttora complessa sotto il profilo tecnico la ricerca delle
mutazioni (9-11).

Il gene PKD1 consta di 46 esoni, il suo mRNA ¢ lungo 14
Kb (1 Kb, 1 Kilobase pari a 1000 nucleotidi). La proteina
codificata, policistina-1, € lunga 4302 aminoacidi ed ha
un peso molecolare di circa 460 Kilodalton (Kd) (1, 3).
Nel 1996 ¢ stato clonato il gene PKD2 (2) precedente-
mente localizzato sul braccio lungo del cromosoma 4
(4922) (12-13); é compreso in una regione genomica di
68 Kb ed e trascritto in un mRNA di circa 5,4 Kb. La
proteina codificata da questo mRNA viene chiamata po-
licistina-2, consta di 968 aminoacidi (aa) ed ha un peso
molecolare di 110 Kd.

Il registro ADPKD

Abbiamo deciso nel 2008 di creare un database delle mu-
tazioni ADPKD registrate nel territorio italiano nell’ambi-
to di un Consorzio di studio che coinvolge tre Universita
Italiane e grazie ad un finanziamento del Ministero dell’
Universita e della Ricerca Scientifica. Crediamo che que-
sto strumento aiutera i ricercatori e i clinici ad aumentare
la conoscenza riguardante il ruolo delle varianti geneti-
che in questa patologia. Esso raccoglie i dati di mutazione
raccolti dal nostro consorzio nel primo anno e mezzo di
attivita ed ha 'ambizione di divenire luogo di concentra-
zione di questi dati su scala nazionale. Il registro si basa
sul Leiden Open (Source) Variation Database (LOVD)
(14) ed ¢ liberamente accessibile attraverso la pagina web
http://grenada.lumc.nl/LOVD2/PKD/home.php.

Struttura del database

Il database include tutte le mutazioni caratterizzate
dal Consorzio ad oggi dei geni PKD1 e PKD2. Ogni
gene ha la propria homepage dalla quale si puo avere

accesso a diverse informazioni riguardanti lo specifi-
co gene, i curatori del database, le sequenze di rife-
rimento e tavole riassuntive riguardanti la posizione
e la natura delle mutazioni caratterizzate. Sono utiliz-
zabili inoltre strumenti di ricerca per 'individuazione
rapida di determinate mutazioni e la navigazione attra-
verso le stesse. Inoltre, sono disponibili collegamenti
a risorse orientate al gene quali MIM (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/omim), Entrez (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/Entrez) e HGMD (http://www.hgmd.
cf.ac.uk). Infine sono raggiungibili risorse in grado di
generare disegni schematici indicanti la collocazione
delle varianti patogenetiche in relazione alla struttura
genica e proteica.

Le mutazioni sono descritte in accordo alla “Human
Genome Variation Society” (HGVS)(15) ed identifi-
cate da un univoco codice ID. Ogni specifico record
all'interno del database contiene informazioni detta-
gliate riguardanti la mutazione e dati clinici del pa-
ziente nel quale la mutazione ¢ stata identificata. In
particolare sono disponibili la precisa descrizione
molecolare a livello di DNA e proteina, il riferimento
bibliografico di pubblicazione della mutazione, detta-
gli sulla metodologia di ricerca della mutazione, I'ID
paziente con dati anagrafici e clinici dettagliati (eta,
sesso, livelli di funzione renale, emocromo, dati ra-
diologici, ecografici ecc.). La patogenicita delle muta-
zioni riportata nella colonna “Path” e stata compilata
sulla base del HUGO Mutation Database Initiative/
Human Genome Variation Society (in assenza di studi
di espressione e con 'eccezione di comparsa di Stop
Codon e delezioni) quando due o pitu dei criteri de-
scritti nelle prossime righe sono stati presenti: 1) co-
segregazione della malattia nella famiglia; 2) compar-
sa della malattia in corrispondenza di una mutazione
de novo; 3) frequenza allelica inferiore all’1% (assenza
in almeno 100 individui normali corrispondente a 200
alleli); 4) coinvolgimento di un aminoacido altamente
conservato. Le variazioni di sequenza con frequenza
inferiore all’'1% che non hanno raggiunto un numero
sufficiente di criteri sono riportate come “inferred
but not concluded”. Variazioni di sequenza che mo-
strano una frequenza allelica maggiore dell’1% sono
state codificate come polimorfismi. I dati sono consul-
tabili in tre tavole accessibili attraverso collegamenti
ipertestuali dalla pagina principale: nella “unique se-
quence variant table” ciascuna singola mutazione non
ripetuta ¢ elencata sulla base del numero esonico e
non sono visualizzati dati clinici inerenti il paziente;
nella “complete sequence variant table” le mutazioni
associate a ciascun paziente sono descritte in detta-
glio; nella “variants with no known pathogenicity table”
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Fig. 1 - Pagina principale del database online di PKD1.

sono inclusi tutti i polimorfismi noti sia validati che non
validati. Il database permette I'inserimento online delle
nuove mutazioni non appena sono identificate anche da
altri gruppi di ricerca dopo una semplice procedura di
registrazione autorizzata dai curatori del database. La
descrizione delle mutazioni sottomesse viene verificata
dai curatori anche per mezzo dell’ausilio del software
Mutalyzer (16). Dopo la validazione alla mutazione viene
assegnato un identificatore unico (17) e, se non vi sono
altre restrizioni alla pubblicazione, il record ¢ reso di-
sponibile alla comunita scientifica sul database (Fig. 1).

Contenuto del database

Il database ADPKD contiene al momento 21 varianti
uniche delle quali 12 sono considerate conclusivamente

patogeniche e sono state individuate indipendentemen-
te in 23 pazienti; 2 sono polimorfismi non correlati alla
patologia (Tab. I).

TABELIA I - CARATTERISTICHE DELLE VARIANTI GENE-
TICHE RACCOLTE NEL DATABASE

Tipo di mutazione Gene
PDK1 PDK2 Totale

Nonsenso 5 4 9
Missenso 11 0 11
Piccola inserzione o delezione 2 0 2
Difetto di sito di Splicing 0 0 0
Frameshift 0 1 1
Totale 18 5 23
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Queste mutazioni patogeniche sono cosi distribuite: 21
nonsenso, 2 piccole delezioni e inserzioni, 3 frame shifts,
11 missenso. Il gene PKD1 mostra la maggior parte di
mutazioni patogeniche (18/21). Queste sono eteroge-
nee essendo di diversi tipi e distribuendosi sull’intero
gene. Dei 20 pazienti affetti da mutazioni di PKD1, 11
sono portatori di mutazioni missenso, 5 sono portatori
di mutazioni nonsenso, 2 piccole inserzioni e delezioni.
Attualmente sono in corso studi espressione di mRNA,
proteine e funzionalita proteica.

I1 gene PKD2 presenta 3/21 delle mutazioni uniche glo-
bali in un totale di 5 pazienti. Di questi pazienti affetti da
mutazioni di PKD2, 4 sono portatori di mutazioni non-
senso, 1 paziente presenta una delezione che determina
frameshift.

Discussione

Il Registro Italiano del Rene Policistico Autosomico
Dominante € nato con lo scopo di raccogliere a livello
nazionale le varianti genetiche legate ai geni associati a
questa malattia. Il Registro € nato in tempi recenti, ma
inizia ad accogliere un numero di mutazioni in rapida
crescita. Attualmente sono presenti 21 mutazioni uni-
che, che come atteso sono prevalentemente a carico di
PKD1 (85,7% del totale), in linea con quanto riportato in
altre casistiche internazionali. Le mutazioni a carico di
PKD1 incluse nel nostro database sono in gran parte ri-
portate per la prima volta (16 varianti su 18); il loro ruolo
patogenetico € stato codificato nella maggior parte dei
casi come “concluded” (9 varianti) e “inferred but not
concluded” (6 varianti). Tra le varianti prevalgono deci-
samente le sostituzioni di tipo “missense” a cui seguono
mutazioni “nonsense” e quindi delezioni o frameshifts;
poco rappresentate risultano le varianti che coinvolgo-
no i siti di splicing. Attualmente sono in valutazione dati
riguardanti I'effetto delle mutazioni sui valori di espres-
sione di mRNA, della proteina codificante e della fun-
zionalita della stessa. Nonostante la distribuzione delle
mutazioni coinvolga diversi esoni compresi tra il 14° e
il 46° e non esistano veri e propri “Hot Spots”, da que-
sti dati preliminari scaturisce una certa predominanza
di mutazioni concentrate sull’esone 15 (3 variazioni). La
concentrazione delle mutazioni in questa regione € ve-
rosimilmente solo apparente e complessivamente legata
alle dimensioni dell’esone 15 che sopravanzano decisa-
mente quelle degli altri esoni.

I dati rispettivi a PKD2 sono di difficile discussione per
il numero esiguo di mutazioni identificate. In PKD2 pre-
valgono le mutazioni “nonsense”: 2 varianti; mentre il
terzo tipo di variante identificato € una “frameshift”. Per

tutte e tre le varianti € stato concluso un ruolo patogene-
tico definitivo.

In conclusione, il Registro Italiano del Rene Policistico
Autosomico Dominante € stato sviluppato con l'intento
di raccogliere a livello nazionale informazioni molecolari
e cliniche che diversamente risulterebbero disperse e
non fruibili. Le informazioni saranno preziose nell’am-
bito nazionale ed internazionale in progetti di appro-
fondimento clinico e molecolare. La raccolta di dati sta
crescendo in modo esponenziale dall'inizio della dispo-
nibilita online di questa risorsa. E ambizione dei suoi
curatori che questa risorsa completamente gratuita per
la comunita scientifica sia pienamente utilizzata dagli
operatori nazionali coinvolti nella gestione clinica e nella
ricerca scientifica inerente il rene polistico autosomico
dominante. E prevedibile che questa risorsa giunta ad
un certo grado di maturita si colleghi e interfacci alle
altre realta internazionali di registri inerentii geni PKD1
e PKD2 (http://pkdb.mayo.edu/) (18).
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