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intestinale, ernie addominali, aneurismi cerebrali, anomalie delle 
valvole cardiache, ipertrofia ventricolare sinistra) (4, 5). Le cisti si 
possono sviluppare in tutti i segmenti del nefrone e, sebbene solo 
una piccola percentuale (1-10%) dei nefroni sviluppi le cisti, l’inte-
ro organo subisce alterazioni strutturali e funzionali (2, 6).

La malattia policistica renale è trasmessa come carattere 
autosomico dominante ed è determinata da mutazioni nei geni 
PKD1 (85% dei casi) e PKD2 (15% dei casi) (7-9), che codificano 
per le proteine Policistina 1 e Policistina 2; queste due proteine 
si co-localizzano  nelle cellule epiteliali dei tubuli renali. Ven-
gono identificate mutazioni causative nell’84-91% dei pazienti 
con diagnosi ecografica di ADPKD (2, 10, 11).

È una malattia a penetranza completa ma con espressività 
variabile; nella maggioranza dei casi, la malattia si manifesta in 
età adulta, ma con il miglioramento delle tecniche di imaging e, 
soprattutto, con l’introduzione nella diagnostica delle tecniche 
di biologia molecolare è aumentato il numero di casi pediatrici 
di ADPKD identificati: pazienti che spesso all’esordio hanno sin-
tomi in parte sovrapponibili ad altre patologie cistiche renali e 
casi con esordio grave in epoca prenatale e neonatale. L’espres-
sività variabile è determinata dall’eterogeneità del locus (esiste 
una correlazione genotipo-fenotipo legata ai due loci) e dall’ete-
rogeneità fenotipica sia inter- che intra-familiare, causata dalla 
combinazione di diversi fattori, quali: eterogeneità allelica (la 
stessa mutazione non è identificata in più del 2% delle famiglie), 
alleli ipomorfici (alleli che producono una ridotta quantità di 
proteina o proteine con ridotta attività funzionale), mosaicismo, 

Introduzione

Il Rene Policistico Autosomico Domi-
nante (ADPKD) è la più frequente malattia 
genetica del rene, con un’incidenza di 1 su 
400-1000 nati (1, 2); è la principale causa 
genetica di insufficienza renale dell’adulto 
(rappresenta più del 95% di tutte le ma-
lattie cistiche che comportano perdita di 
funzionalità renale) ed è responsabile di 
più del 10% dei casi di Insufficienza Renale 
Cronica Terminale (End Renal Stage Disea-

se, ESRD) (3). È caratterizzato dal progressivo sviluppo in entrambi 
i reni di cisti che portano a una riduzione della capacità di filtra-
zione renale con un decorso progressivo e irreversibile e da varie 
manifestazioni extrarenali, principalmente anomalie gastrointesti-
nali e cardio-vascolari (cisti epatiche e pancreatiche, diverticolosi 
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eredità digenica e presenza di geni o alleli modificatori, la cui 
esistenza è supportata dalla variabilità fenotipica riscontrata tra 
gemelli monozigoti e tra fratelli.

La diagnosi di ADPKD è stata per lungo tempo principal-
mente strumentale, mediante ecografia o TAC e Risonanza Ma-
gnetica, che sono esami più sensibili e permettono di rilevare 
cisti fino a 2 mm di diametro rispetto ai 10 mm dell’ecografia. 
Tuttavia, nell’ultimo decennio, la diffusione delle tecnologie di 
sequenziamento genico ha permesso di supportare il dato eco-
grafico e di diagnosticare con certezza casi nei quali l’imaging 
non era conclusivo.

Data la complessità dell’analisi, le indicazioni allo scree-
ning molecolare dei geni PKD1 e PKD2 sono limitate a (2, 12):

- parenti, potenziali donatori, di pazienti in attesa di tra-
pianto che presentano dati ecografici equivoci o con un 
numero di cisti, valutato in rapporto all’età, inferiore al 
numero di cisti stabilito come limite minimo per la dia-
gnosi certa di ADPKD o parenti giovani (≤25 anni), in cui 
l’ecografia non ha individuato cisti;

- pazienti con storia familiare negativa per ADPKD, con un 
dato ecografico atipico (cisti presenti in numero maggio-
re in un rene rispetto all’altro, presenza di un numero 
elevato di cisti molto piccole) o con segni extra-renali 
atipici o con una forma “mild” di malattia di cui vogliono 
conoscere la prognosi;

- pazienti o famiglie con esordio precoce di malattia cisti-
ca renale per identificare mutazioni che possano essere 
associate a una forma molto grave e precoce di ADPKD o 
per chiarire l’effetto di più mutazioni/varianti geniche in 
un paziente;

- pazienti che richiedono una diagnosi certa e definitiva sia 
a titolo prognostico sia per una pianificazione familiare 
consapevole.

Il progresso metodologico e la riduzione dei costi del sequen-
ziamento Sanger a partire dalla metà degli anni 2000 hanno 
permesso di mettere a punto la diagnostica molecolare dei 
geni dell’ADPKD, che, comunque, risulta complessa, poiché non 
esistono hot-spot di mutazione, il gene PKD1 è estremamente 
ricco di basi GC, fattore che rende difficile ottenere efficienza 
nelle reazioni di PCR e sequenza, e la regione compresa tra gli 
esoni 1 e 33 di PKD1 (circa il 75% del gene) ha subito, durante 
l’evoluzione, eventi di ricombinazione intra-cromosomica che 
hanno prodotto 6 pseudogeni con una similarità di sequenza 
di circa il 98% (13-15). Un ulteriore progresso nella diagnostica 
genetica si è avuto in questi ultimi anni con l’introduzione della 
tecnologia di “Next Generation Sequencing”, che consente di 
generare, mediante sequenziamento parallelo, un rilevante set 
di dati genetici con una tempistica significativamente ridotta e 
con costi ancora più contenuti. Il nostro laboratorio ha validato 
un pannello “custom” per l’amplificazione in parallelo di tutte 
le regioni codificanti e delle regioni introniche potenzialmente 
coinvolte nello splicing dei geni PKD1 e PKD2.

Materiali e metodi

Prelievi di sangue sono stati effettuati a pazienti adulti con 
diagnosi ecografica di Rene Policistico Autosomico Dominan-
te e a pazienti pediatrici con sospetto di malattia cistica re-
nale, dopo avere raccolto il consenso informato per l’analisi 
genetica e il trattamento dei dati genetici.

L’estrazione del DNA è stata eseguita con l’estrattore auto-
matico QiaSymphonySP (Qiagen) utilizzando 400 µl di sangue 
in EDTA.

L’esperimento NGS di “targeted sequencing” è stato ese-
guito utilizzando un pannello custom di sonde per amplificare 
tutte le regioni target dei geni PKD1 e PKD2 (61 esoni com-
prensivi di 20 basi introniche ai confini esone-introne).

Nella prima fase, le regioni target sono amplificate median-
te sette PCR Multiplex, le PCR Multiplex di ogni campione sono, 
poi, unite con specifici e calcolati rapporti per produrre una  
libreria di 63 ampliconi di adeguata concentrazione; la libre-
ria è purificata con AMPure beads (Beckman Coulter, Nyon,  
Switzerland) e diluita. Viene, poi, eseguita la PCR “Universal” 
che consente di etichettare gli ampliconi con specifici “molecu-
lar identifiers” (MID) per distinguere tra loro i pazienti, e adat-
tatori, necessari per il sequenziamento sullo strumento Miseq 
dell’Illumina. Le librerie di ampliconi marcate vengono nuova-
mente purificate con AMPure beads, quantificate con il fluori-
metro Qubit® dsDNA BR Assay Kit (Life Technologies, New York, 
USA) e viene fatto un pool equimolare (10 pM) delle librerie con 
il 5% di PhiX (Illumina, San Diego, CA, USA), usato come cam-
pione di controllo per la verifica interna del sequenziamento; 
infine, il pool è caricato sullo strumento MiSeq utilizzando o il  
2 × 250 MiSeq Reagent Kit v2 (Illumina, San Diego, CA, USA) o il 
2 × 250 MiSeq Reagent Kit v2 Nano, in base al numero di cam-
pioni che costituiscono il pool equimolare.

Per superare il problema dell’omologia di sequenza tra 
PKD1 e i 6 pseudogeni, è stata identificata, per ogni ampli-
cone, una serie di varianti proprie degli pseudogeni, “anchor 
SNPs”, di modo che ogni read che contiene almeno due di 
questi “anchor SNPs” venga considerata derivata dagli pseu-
dogeni e, quindi, eliminata. I risultati ottenuti dall’analisi bio-
informatica, ossia le mutazioni e/o le varianti di incerto signi-
ficato patologico identificate, vengono confermati mediante 
sequenziamento Sanger sul sequenziatore ABI PRISM 3130xl 
(Applied Biosystems).

Risultati

La validazione del pannello custom per i geni PKD1 e PKD2 
è stata effettuata mediante due serie di reazioni successiva-
mente caricate sul sequenziatore MiSeq (Ilumina): la prima di 
5 pazienti, precedentemente sequenziati con il metodo San-
ger, con la cartuccia 2 × 250 MiSeq Reagent Kit v2 Nano che 
ha un output massimo di 500 Megabasi (1 milione di read) e 
abbiamo potuto constatare che, dopo aver eliminato le let-
ture degli pseudogeni, per avere una profondità di lettura 
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adeguata a identificare con sicurezza le varianti/mutazioni, si 
poteva caricare un massimo di 4 campioni. Il secondo espe-
rimento è stato effettuato con la cartuccia 2 × 250 MiSeq 
Reagent Kit v2, che ha un output massimo di 15 Gigabasi  
(25 milioni di read) su cui sono stati caricati 28 campioni con 
varianti/mutazioni già note e abbiamo verificato che lo spa-
zio permetteva di caricare un massimo di 70 campioni. Tutte 
le varianti identificate con il metodo Sanger nei 33 pazien-
ti dello studio retrospettivo sono state rilevate anche dalla 
tecnica NGS.

Un requisito importante affinché i dati siano affidabili è 
la copertura delle regioni target, ossia il numero di volte che 
una base viene letta; la copertura di un amplicone è defini-
ta come la sua copertura media di base. Nonostante la co-
pertura media degli ampliconi sia buona, dall’analisi dei file 
FastQ su IGV (Integrative Genomics Viewer: https://www.
broadinstitute.org/igv/) abbiamo evidenziato sei regioni di 
poche basi, tutte in siti di confine tra esone e introne, quat-
tro in PKD1 e due in PKD2, che non avevano una copertura 
sufficiente. Quindi, per il momento, per quei pazienti in cui 
non viene identificata una mutazione certamente patologi-
ca, sequenziamo queste regioni con il metodo Sanger.

Per il primo esperimento NGS con campioni non caratteriz-
zati, abbiamo selezionato 46 pazienti adulti con diagnosi eco-
grafica di ADPKD e 12 pazienti di età pediatrica con sospetto di 
malattia cistica renale; abbiamo utilizzato la cartuccia 2 × 250 
MiSeq Reagent Kit v2. La corsa ha prodotto una densità media 
di read di 1020 K/mm2, una percentuale di read identificate di 
86.72% e % Q30 media (Q30: la probabilità che una base sia 
chiamata correttamente è del 99.9%) del 75.85% .

Dei 46 pazienti adulti, abbiamo individuato una muta-
zione patogenetica o probabilmente patogenetica in 39 casi 
(84.7%), mentre, in 2 casi (4.34%), è stata riscontrata una 
variante missenso non riportata in letteratura e nel data-
base ADPKD (http://pkdb.mayo.edu/) che abbiamo defini-
to come Unclassified Sequence Variants (UCV) (18); siamo 
in attesa dei campioni della famiglia per procedere a uno 
studio familiare della segregazione allelica di tali varianti. 
Cinque casi (10.86%) sono risultati negativi allo screening 
mutazionale. Le nostre percentuali sono coerenti con quelle 
riportate in letteratura (13, 16-18). Dei 12 pazienti di età pe-
diatrica, 4 (33.3%) sono risultati portatori di una mutazione 
sicuramente patogenetica; in 2 (16.6%), abbiamo individua-
to una variante di incerto significato patogenetico, mentre 6 
pazienti (50%) sono risultati negativi allo screening. Il 54.3% 
delle mutazioni patogenetiche identificate è rappresentato 
da nuove mutazioni, non riportate in letteratura.

Per tutti i pazienti, con o senza mutazione individuata 
dall’analisi NGS, è stata eseguita la tecnica MLPA per rile-
vare ampie delezioni o duplicazioni. Abbiamo identificato 
una delezione in eterozigosi dell’esone 15 del gene PKD1 in 
un paziente adulto negativo all’analisi NGS; è in corso uno 
studio per la caratterizzazione del breakpoint necessaria per 
definire l’estensione della delezione. 

Discussione

Nei pazienti ADPKD, la diagnosi genetica non è eseguita di 
routine, in quanto è difficile sequenziare con il metodo Sanger 
i geni PKD, in particolare PKD1, responsabile della patologia 
nell’85% dei casi (8, 18). In questo studio, abbiamo dimostra-
to che la Next Generation Sequencing è una tecnica affidabile, 
riproducibile e meno laboriosa con cui superare la sfida dell’o-
mologia degli pseudogeni. Utilizzando questa tecnica, siamo ri-
usciti a dare una diagnosi molecolare a circa l’85% (84.7%) dei 
pazienti.

Il sospetto dell’esistenza di un terzo locus genico PKD3 (19), 
che sembrava giustificare il 10-15% dei pazienti con caratteriz-
zazione negativa per PKD1 e PKD2, è stato smentito nel 2014 
(20) da una più rigorosa analisi familiare; tuttavia, nel Giugno 
del 2016, grazie a uno studio multicentrico di 3600 famiglie af-
fette, il sequenziamento dell’intero esoma di pazienti negativi 
all’analisi mutazionale dei geni PKD1 e PKD2 ha permesso di 
identificare un nuovo gene, GANAB, che codifica per la subuni-
tà catalitica della Glucosidasi II (GIIa), una proteina necessaria 
per la maturazione e la localizzazione delle proteine Policistina 
1 e 2, che è risultata responsabile di circa il 3% dei casi negativi 
per mutazioni in PKD1 e PKD2 (0.3% dei casi totali) (21).

L’applicabilità clinica della Next Generation Sequencing è 
motivata dalla diminuzione dei costi, dalla riduzione dei tempi 
di refertazione e dallo sviluppo di flussi di lavoro più efficienti 
per la preparazione di pool di campioni, per il sequenziamento 
parallelo e per l’analisi dei dati (22, 23). L’affidabilità dell’analisi, 
invece, è legata principalmente al livello di copertura, ossia al 
numero di campioni che si caricano, alla dimensione del pannel-
lo di geni e all’output della cartuccia che si utilizza; infatti, si può 
stabilire di utilizzare un livello di capture così elevato da rendere 
l’analisi NGS molto affidabile. Nel nostro esperimento, abbiamo 
una numero di read per base che varia tra 100 e 800, valore che 
è sicuramente affidabile per un referto diagnostico.

Ampie delezioni e duplicazioni in eterozigosi, che nel ADPKD 
costituiscono circa il 4% delle mutazioni, sono difficilmente 
identificabili mediante NGS. Ogni tentativo di analisi compara-
tiva mediante software ha mostrato alte percentuali di insuc-
cesso, pertanto, per lo screening mutazionale dei pazienti con 
diagnosi ecografica o sospetto di ADPKD, è sempre necessario 
integrare l’analisi di sequenza con la tecnica MLPA, per la ricer-
ca dei riarrangiamenti genici (delezioni/duplicazioni), poiché è 
alquanto frequente che i pazienti ADPKD siano portatori di più 
mutazioni.

Per i 2 pazienti adulti in cui abbiamo trovato una variante di 
incerto significato, non riportata nei database e in letteratura (Un-
classified Sequence Variants, UCV), sarà necessario un accurato 
studio familiare; cinque pazienti non risultano portatori di alcuna 
mutazione/variante. Per questi ultimi casi, possono esserci diverse 
spiegazioni: è possibile che la mutazione possa essere localizzata 
in regioni introniche profonde, nel promotore o in 5’ e 3’ UTR, re-
gioni che non sono analizzate con le metodiche molecolari attual-
mente in uso. Bisogna, inoltre, considerare il mosaicismo, evento 
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che può avvenire in uno stadio precoce della vita embrionale e che 
è stato descritto in due famiglie, ma che è probabilmente più rile-
vante, soprattutto nei casi de novo (24, 25), ossia mutazioni non 
identificate in alcuno dei genitori, e il ruolo degli alleli ipomorfici 
(26), fattori che possono spiegare anche la variabilità fenotipica 
intra-familiare spesso riscontrata e che possono essere molto im-
portanti nella prognosi del paziente.

Questo studio rappresenta un significativo passo in avanti 
per la diagnostica molecolare del Rene Policistico Autosomico 
Dominante nei pazienti italiani, perché abbiamo individuato 
molte mutazioni, anche non riportate precedentemente, e 
abbiamo validato un metodo NGS con detection rate superio-
re al sequenziamento Sanger, riducendo in modo significativo 
i costi e i tempi tradizionalmente necessari per la diagnosi do-
vuti alla complessità dei geni coinvolti.

La possibilità di predire l’andamento della malattia e la 
progressione dell’insufficienza renale in base alla tipologia di 
mutazione identificata (27, 28), così come, in un futuro pros-
simo, di classificare i pazienti in categorie di suscettibilità o 
“non-responder” a terapie mirate renderà l’analisi molecolare 
sempre più richiesta.
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