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Resumen

En nuestro centro se ha realizado el seguimiento de
6 pacientes afectos de poliquistosis renal e hiperin-
sulinismo congénito. Dicha asociacion ha sido des-
crita en la literatura en dos ocasiones. Objetivos:
Realizamos un estudio con intencion de identificar
los genes responsables de la asociacion observa-
da. Material y métodos: Ultrasecuenciacion de los
genes implicados en hiperinsulinismo congénito,
hibridacion del ADN para detectar variantes en el
numero de copias y andlisis de las regiones dele-
cionadas, duplicadas o en homocigosis. Resulta-
dos: No se detectd ninguna mutacion en los genes
conocidos de hiperinsulinismo congénito. Se des-
cart6 la posibilidad de que se tratara de un sindro-
me de genes contiguos. Se detectd en cuatro pa-
cientes un tramo en homocigosis que contiene el
gen CEACAMT1 cuya secuenciacion no permitio
identificar ninguna mutacion en estos pacientes.
Conclusion: En nuestro estudio no se ha podido
encontrar ninguna causa genética que justifique
ambas patologias.
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Abstract

In our center, 6 patients with polycystic kidney di-
sease and congenital hyperinsulinism were followed
up. This association has been described in the lite-
rature twice. Objectives: We performed a study
with the intention of identifying the genes responsi-
ble for the observed association. Materials and
methods: Ultrasequencing of genes involved in
congenital hyperinsulinism, DNA hybridization to
detect copy number variantions and analysis of de-
leted, duplicated or homozygous regions. Results:
No mutation was detected in the known genes of
congenital hyperinsulinism. The possibility of conti-
guous gene syndrome was ruled out. A homozygo-
sis section containing the CEACAM1 gene was de-
tected in four patients, whose sequencing did not
allow the identification of any mutation. Conclusion:
In our study no genetic cause has been found to
justify both pathologies.

Key Words: congenital hyperinsulinism, polycystic
kidney diseases, contiguous gene syndrome
Introduccion

El hiperinsulinismo congénito de la infancia es un

trastorno poco frecuente que resulta de una disre-
gulacion en la secrecion de insulina por las
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células B pancreéticas, con una incidencia aproxi-
mada de 1 de cada 50.000 nacidos vivos. Repre-
senta la causa mas comun de hipoglucemia recu-
rrente y persistente durante la infancia. Hasta el
momento se han implicado mutaciones en 11 ge-
nes diferentes (ABCC8, KCNJ11, GLUD1, GCK,
HADH1, UCP2, MCT1, HNF4A, HNF1A, HKIT,
PGM1) en formas monogénicas de hiperinsulismo
congénito (. La etiologfa genética mas comun es
la pérdida de funcion por mutacion en los genes
ABCC8y KCNJ11,; éstos son dos genes adyacen-
tes que se localizan en el brazo corto del cromo-
soma 11 (11p5.1) y que codifican respectivamen-
te el receptor de sulfonisurea 1y el canal de K-ATP
dependiente. El hiperinsulinismo también puede
estar asociado con muchos sindromes de creci-
miento excesivo o de forma transitoria a condicio-
nes como asfixia neonatal, retraso del crecimiento
intrauterino, isoinmunizacion Rh y diabetes melli-
tus materna®. Ademas se han descrito asociacio-
nes entre hiperinsulinismo congénito y otros sin-
dromes ©.

Entre las enfermedades renales quisticas heredita-
rias, las mas comunes son las enfermedades rena-
les poliquisticas como la enfermedad renal poli-
quistica autosémica recesiva y la enfermedad renal
poliquistica autosomica dominante. La primera es
una enfermedad rara relacionada con un solo gen
asignado al cromosoma 6p 21. Provoca insuficien-
ciarenal en lainfanciay en la nifiez y se suele diag-
nosticar durante el periodo neonatal. La forma do-
minante (1/1000) aunque generalmente se presenta
en la edad adulta ha sido cada vez mas reconocida
en la edad pediatrica y estéa relacionada con 2 ge-
nes diferentes: el gen PKD1 en el cromosoma 16 p
13.3 que representa el 85% de los casos y el PKD2
asignado al cromosoma 4q 13-p23 que representa
el 15% de los casos “9. La nefronoptisis juvenil y la
displasia renal multiquistica se encuentran dentro
del espectro clinico de las enfermedades quisticas
renales en la infancia.

Muchos trastornos pediatricos muestran quistes re-
nales o displasia quistica como componente de sus
fenotipos pleiotropicos. Estos trastornos se pueden
distinguir generalmente de la enfermedad renal po-
liquistica autosémica recesiva y la dominante me-
diante una historia detallada, un examen fisico, es-
tudios bésicos de laboratorio y de imagenes vy, en
particular, las caracteristicas clinicas predominan-
temente no renales ©.

En nuestro centro se ha realizado el seguimiento de
6 pacientes afectos de poliquistosis renal e hiperin-
sulinismo congénito. Los 6 pacientes pertenecen a
4 familias no emparentadas; 4 de ellos son dos pa-
rejas de hermanos. Dicha asociacion ha sido des-
crita en la literatura en dos ocasiones 8. Se plan-
tearon las siguientes hipotesis de trabajo:

1. La hipdtesis principal es que esta asociacion
clinica pueda ser debida a un sindrome de ge-
nes contiguos, por una microdelecion o una mi-
croduplicacion que afecta al menos dos genes
distintos localizados en la misma region cromo-
somica.

2. Como hipdtesis secundarias establecemos
que esta asociacion pueda ser debida a la pre-
sencia de un tipo de mutacion monogénica
muy poco prevalente y de caracter recesivo,
por lo que se puede asumir que ambas fami-
lias han heredado una misma mutacion de un
ancestro comun. Bajo esta hipdtesis, y dado
gue no se conoce una posible consanguinidad
ni relacion de parentesco entre ambas familias,
el mapeo de homocigosidad en los pacientes
permitira delimitar en gran medida el gen res-
ponsable.

3. Sipor el contrario, ambas familias no presentan
homocigosidad simultdneamente para la mis-
ma mutacion, el hecho de que se trate de una
enfermedad tan poco prevalente permite espe-
rar que al menos compartan la presencia de
mutaciones en un mismo gen candidato.

Material y métodos

En la tabla 1 se adjuntan los datos clinicos de los
seis pacientes (sexo, edad al diagndstico y actual,
clinica de debut y niveles de insulina/glucagon al
diagndstico, tratamiento recibido y funcion renal ac-
tual). Los cuatro primeros pacientes de la tabla son
las dos parejas de hermanos (el paciente 1y 2 son
hermanos y el paciente 3y 4 son hermanos) en los
que realizamos un estudio con intencion de identifi-
car el gen /genes responsables de la asociacion
observada:

1. Hibridacion del ADN sobre un array que permi-
te genotipar 610.000 polimorfismos de un solo
nucledtido (SNPs), asi como detectar variantes
en el numero de copias, para ello el tipo de
array empleado fue lllumina Infinium 610S-
Quad que permite caracterizar los 610.000
SNPs. Se realiza un analisis in silico de los ge-
nes contenidos en aquellas regiones que se
encuentran delecionadas, duplicadas o en ho-
mocigosis con el fin de seleccionar posibles
candidatos funcionales.

2. Analisis mediante ultrasecuenciacion de los si-
guientes genes conocidos en la regulacion de
la secrecion de insulina ABCC8, GCK, HNF1A,
HNF1B, HNF4A, INS, KCNJ11, AKT2, BLK,
CEL, GLUD1, HADH, INSR, KCJ11, KLF11,
NEUROD1, PDX1, PLAG1, SLC16A1, UCP2.
Para ello se realiza una captura de las regiones
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Tabla 1. Datos clinicos de los pacientes afectos de hiperinsulinismo congénito y poliquistosis renal.

HIPERINSULINISMO CONGENITO POLIQUISTOSIS RENAL
Edad al Edad L Niveles insulina/ . Funcién renal
Sexo . . Clinica inicial . s Tratamiento
diagnéstico | actual glucosa al diagnéstico actual
. . ~ Convulsion, [: 42,5 mUI/L .
1 Varon 4 anos 39 afios hipotonia G: 36 mg/di Diazoéxido Normal
. ~ ~ e I: 36 mUI/L Diazoxido y
2 Varén 1 afio 37 afios | Convulsiéon G: 33 mg/dL Nifedipino Normal
Crisis de ) .
3 Varén 8 meses | 23 aflos ipotonia, l'_ 19 muUIL Diazodxido ERC estadio
. . G: 17 mg/dl. 1B
cianosis
. 2 afiosy 2 - Crisis de [: 23,7 mUI/L . ERC estadio
4 Mujer meses 30 anos hipotonia G: 40 mg/dl Diazoxido [1-111
) 7 dias de _ o I: 16 mUI/L L ERC estadio
5 Varon vida 4 afios Vémitos G: 45 mg/d| Diazoéxido B
6 Varon Sarnosy 7 3 afios (.Defaleal © l 7 mUIlL l\_/IeQK_jas ERC estadio Il
meses insomnio G: 41 mg/dl dietéticas

Tabla 2. Relacion de deleciones detectadas en los pacientes estudiados (posiciones seguin hg19).

Cromosoma | Posicion inicial Posicion inicial Tamano (pb) Genes CNVs
4 4340034 4346237 6203 - NO
6 78972930 79033478 60548 - Sl
10 20850624 20855009 4385 - Sl
15 101437358 101439353 1995 ALDH1A3 Sl
16 4643452 4711737 68285 MGRN1 NO
17 4856376 4863410 7034 ENO3, SPAG7 Sl
17 70691071 70692820 1749 - NO
19 49233406 49251755 18349 RASIP1, IZUMO1, FUTH Sl
exonicas de interés, utilizando Kit TruSight One Resultados

Sequencing Panel y generacion de librerias
paired-end. Ultrasecuenciacion (2x150pb) en
la plataforma NextSeq 500 sequencing system
(lumina). Analisis bioinformatico de los datos
mediante software HD Genome One Research
Edition de Dreamgenics. Han sido considera-
das como variantes los cambios con numero
de lecturas > 20 y con una frecuencia superior
al 30%. Las variantes detectadas han sido con-
trastadas con distintas bases de datos y pro-
gramas de prediccion in silico.

En los dos ultimos pacientes (no emparentados en-
tre sf) no fue posible el estudio de hibridacién dado
que el seguimiento en consultas comenzd poste-
riormente al inicio del estudio, aunque si se realizd
el estudio de ultrasecuenciacion de los genes impli-
cados en el punto 2.

Todos los pacientes firman el consentimiento infor-
mado para la realizacion de los estudios genéticos.

El analisis de los resultados obtenidos con las
muestras de ADN de los cuatro pacientes analiza-
dos en el array de hibridacion permite descartar la
primera hipotesis planteada. No se detectd ninguna
delecion o duplicacion que estuviera presente en
los cuatro pacientes. Se detectaron ocho delecio-
nes gendémicas diferentes, que aparecen detalla-
das en la tabla 2. No obstante, ninguna de estas
deleciones se pudo relacionar con la enfermedad
estudiada por distintas causas: por estar descritas
como variantes polimorficas sin repercusion clinica
(CNVs), por no contener ningun gen o elemento ge-
nético funcional conocido, o por afectar a genes
que no se pudieron relacionar con la aparicion de
hiperinsulinismo en base a sus funciones conoci-
das o posibles y a sus patrones de expresion. Por lo
que se desestima la primera hipotesis.

En el estudio de homocigosidad, se identificaron y
analizaron todas las regiones en homocigosis e
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Tabla 3. Regiones en homocigosis e idénticas en los cuatro pacientes (posiciones segin hg19).

Cromosoma Inicio Fin Ta(r: :)n ° Sr\’l\lI:sa Genes contenidos
6 27885356 | 28671723 | 786367 | 153 | SN O zglg;(gzZ’z\lNFzég?) Niﬁ%glé Pl
107573570 | 107989077 | 415507 74 PDSS2, SOBP
50279613 | 50784484 | 504871 70 SNTGH
17 58322729 | 59286263 | 963534 72 USP32, APPBP2, PPM1D, BCAS3
SPIN4, FAM123B, ASB12, MTMR8, ZC4H2,
X 65382685 | 67286067 | 1903382 198 ZC3H12B, LAS1L, MSN, VSIG4, HEPH, EDAZ2R,
AR, OPHN1
aPolimorfismos de un solo nucledtido.

Tabla 4. Regiones que presentan homocigosidad intrafamiliar (posiciones segin hg19).

.. . Tamanho Ne° .
Cromosoma Inicio Fin (pb) SNPs? Genes contenidos
12 61320899 | 61844049 | 523150 86 -
CXCL17, CEACAM1, PSG1, PSG3, PSG4, PSGS8,
19 42931004 | 43853505 | 922501 98 PSG2, PSG6, PSG7, PSG11, PSG5, PSGY
aPolimorfismos de un solo nucledtido.

idénticas en los cuatro pacientes analizados para al
menos 50 polimorfirmos de un solo nucleétido con-
secutivos (Tabla 3). En el andlisis funcional y del pa-
tron de expresion de todos los genes contenidos en
dichas regiones no se pudo identificar un gen can-
didato funcional que pudiera estar relacionado con
la patologia. En consecuencia, se desestimo, en
principio, la hipoétesis de que pudiera estar implica-
da una misma mutacion de caracter recesivo en los
cuatro pacientes, que fuera idéntica en las dos fa-
milias.

A continuacion, se analizo la posibilidad de la exis-
tencia de homocigosidad intrafamiliar, para un ha-
plotipo diferente en cada familia. Como resultado
de este andlisis se identificaron otras dos regiones
en homocigosis, compartida por cada pareja de
hermanos (Tabla 4). Curiosamente, se pudo consta-
tar que en una de ellas, la correspondiente a la re-
gion cromosomica 19g13.2, los primeros 40 poli-
morfismos de tipo SNP eran ademas idénticos en
ambas familias, y a partir de un punto el haplotipo
es diferente en cada familia, aunqgue manteniendo
la homocigosidad en cada pareja de hermanos. En-
tre los genes contenidos en esta region, el gen
CEACAM1 se consider6 el Unico candidato funcio-
nal con posibilidades de estar implicado en la pato-
logia.

Tras detectar zonas en homocigosidad para el gen
CEACAM1 en ambas familias se puso a punto su
secuenciacion. Para ello, se disefiaron oligonucleo-
tidos cebadores especificos para cada uno de los

exones y regiones intrénicas flanqueantes, con la
dificultad afiadida del elevado grado de homologia
que presentan, incluso las secuencias intronicas,
con otros miembros de la familia, en los primeros 5
exones del gen. No se consiguio identificar ninguna
mutacion patoldgica en las secuencias analizadas
de este gen, por lo que se esta valorando la posibi-
lidad de analizar otras secuencias con importancia
funcional, como la regién promotora, secuencias
potenciadoras y posibles exones alternativos, que
no se procesan en las isoformas mas frecuentes del
gen.

En los 6 pacientes, el andlisis mediante ultrase-
cuenciacion de los genes ABCCS8, GCK, HNF1A,
HNF1B, HNF4A, INS, KCNJ11, AKT2, BLK, CEL,
GLUD1, HADH, INSR, KCJ11, KLF11, NEUROD1,
PDX1, PLAG1, SLC16A1 y UCP2 no demostré mu-
taciones.

Discusion

En nuestro trabajo la secuenciacion de los genes
conocidos implicados en el hiperinsulinismo no per-
mitié detectar ninguna mutacion, ademas se des-
carta que forme parte de un sindrome de genes
contiguos. En base al mapeo por homocigosidad
realizado en los cuatro pacientes estudiados, el gen
CEACAM!1 se establecio como el principal candida-
to funcional como causa de esta patologia. No obs-
tante la secuenciacion de CEACAM1 no permitié
identificar ninguna mutacion en estos pacientes.
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El gen CEACAM1 es un miembro de la familia géni-
ca del antigeno carcino-embrionario (CEA) que for-
ma parte de la superfamilia de las inmunoglobuli-
nas. Dos subgrupos de esta familia, las moléculas
de adhesion celular (CEACAMS) y las glicoprotei-
nas especificas del embarazo (PSGs) se agrupan
en una region del brazo largo del cromosoma 19,
junto con 11 pseudogenes. La proteina codificada
por CEACAM1 se expresa, entre otros tejidos, en
higado y rifién, actuando como molécula de adhe-
sion celular homo- y heterofilica, con capacidad de
unién a otros miembros del mismo subgrupo. Se
han atribuido numerosos tipos de funciones a esta
proteina, incluyendo un papel en la diferenciacion
celular, disposicion celular en estructuras tridimen-
sionales, angiogénesis, apoptosis, etc. Posible-
mente esta diversidad de funciones esta relaciona-
da de forma especifica con sus multiples variantes
transcripcionales, ya que presenta una gran diver-
sidad de isoformas. No obstante, su posible rela-
cion con la patologia estudiada se debe a la exis-
tencia de un modelo animal de ratén que demuestra
la implicacion de esta proteina en el aclaramiento
de la insulina en higado.

Poy y colaboradores ® generaron un ratén transgé-
nico con la mutacion S503A en CEACAM1, que im-
pide su capacidad de fosforilarse en presencia de
insulina. Se basaron en la hipétesis de que la insuli-
na estimula la fosforilacion de CEACAM1, que a su
vez estimula la endocitosis y degradacion de la in-
sulina en el hepatocito. La consecuencia fue que el
raton desarrollé hiperinsulinemia por un aclara-
miento defectuoso de la insulina en el higado, que a
su vez condujo a una resistencia secundaria a la
insulina.

Hasta muy recientemente, no ha sido publicado
ningun estudio genético que identificara un gen
candidato en varios pacientes no relacionados y
que explicara la asociacion de hiperinsulinismo y
poliquistosis renal. Sin embargo, Rubio Cabezas et
al ® han llevado a cabo un estudio multicéntrico en
el que proponen que esta enfermedad es causada
por una mutacion en la regién promotora (C.-
167G.T) del gen de la fosfomanomutasa 2 (PMM2),
ya sea en homocigosis o0 en trans con mutaciones
que codifican PMM2. Para identificar las bases ge-
néticas de este trastorno, realizaron un estudio de
ligamiento del genoma completo en cinco familias
afectadas identificando estos hallazgos. Las muta-
ciones bialélicas en PMMZ2 causan un trastorno
congénito de la glicosilacion tipo 1A (CDG1A), que
se caracteriza especialmente por una afectacion
neurolégica grave. Sin embargo se trata de un gen
pleiotropico cuya mutacion del promotor conduce a
que solo las células renales, las células B pancreati-
cas y potencialmente las células hepaticas estén
afectadas. Esta variante se asocié con una activi-
dad transcripcional reducida de PMM2 en rifiones

humanos y lineas de células B pancreaticas. Por
otra parte, el andlisis in silico de los investigadores
sugirid que esta variante podria afectar a la forma-
cion de los bucles de cromatina especifica de teji-
dos, que podria subyacer a la aparicion fenotipica
de hiperinsulinismo congénito y poliquistosis renal.

El estudio molecular de dicho gen no ha sido reali-
zado en nuestros pacientes dado que su identifica-
cion ha sido muy posterior a la realizacion de nues-
tro estudio. En funciéon de estos Ultimos hallazgos,
valoraremos la evaluacion de esta variante de la re-
gién promotora de dicho gen con el fin de determi-
nar si también se encuentra presente en nuestros
seis pacientes.

Conclusiones

Se recoge la asociacion entre un tipo de poliquisto-
sis renal en forma del adulto y un tipo de hiperinsu-
linismo congénito presente en 6 pacientes en se-
guimiento en nuestra consulta. Mediante los analisis
expuestos no se ha podido encontrar la causa ge-
nética que justifique ambas patologias. Hacen falta
estudios posteriores con el objetivo de evaluar va-
riantes no codificantes en el analisis genético de la
enfermedad.
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