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La cistinuria es una aminoaciduria que se transmite de forma
antosOmica recesiva. Clinicamente se distinguen 3 formas de
cistinuria, tipos 1, 11 y I1I. Inicialmente identificamos un gen,
implicado en el transporie de cistina y aminodcidos bdsicos,
7BAT como responsable de esta enfermedad. Hasta la fecha se
ban identificado 22 mutaciones en vBAT responsables de
cistinuria. Mediante estudios de mutaciones y ligamiento
genético en familias con cistinuria bemos podido demostrar
que la enfermedad es beterogénea. Solo la cistinuria de tipo I
se debe a mutaciones en rBAT, mieniras otros genes serdin
responsables de los tipos II y IIl. Actualmente estamos
realizando estudios de exclusion genética en familias tipo no I,
que nos permitirdn asignar las regiones cromosomicas en las
que se encuentran el gen o los genes responsables de cistinuria

tipo II y/o III, paso previo para poder aislar y caracterizar

dichos genes.
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La cistinuria es una enfermedad hereditaria que se
manifiesta por un transporte defectivo de cistina v
aminodcidos basicos (arginina, lisina y ornitina) y se
transmite de forma autosémica recesiva (McKusick.
1990). Es una de las anomalias més frecuentes y pre-
senta una incidencia igual en mujeres y hombres, de
1 en 7.000 nacimientos viables (Bergeron y Scriver,
1985). La cistina, dada su baja solubilidad, puede
precipitar formando cristales tubulares y cilculos en
el tracto urinario (Segal y Thier. 1989; Bergeron y
Scriver, 1985). Por todo ello los enfermos de cisti-
nuria son susceptibles a todas las complicaciones
derivadas de los procesos litidsicos.

Clinicamente se distinguen al menos 3 formas de
cistinuria. tipos L II v I (Rosenberg et al. 1966).

Todos los homocigotos presentan hiperaminoacidu-
ria y pueden formar cilculos. Los heterocigotos de
tipo I presentan valores de aminoaciduria normales,
mientras que los heterocigotos de tipos I y I
muestran cistina-lisinuria. En contraposicion a los
homocigotos de tipo I v I, los de tipo III muestran
un incremento de los valores de cistina en plasma
después de una administracién oral de cistina.
Clasicamente y a falta de la identificacién de la(s)
base(s) molecular(es) de la enfermedad. se crefa
que los distintos tipos de cistinuria se debfan a
homocigosis de un alelo mutante en un tnico locus
génico (McKusick. 1990).

Inicialmente se clond un cDNA denominado rBAT
(related to be+ amino acid transporter) procedente
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de una libreria de expresion de corteza renal de
conejo. cuyo cRNA inducia en el oocito de Xenopus
laevis transporte de aminodcidos bisicos y neutros,
incluida la cistina (Bertran et al. 1992b). Las caracte-
risticas de este transportador eran similares a las del
sistema be+*, descrito previamente de manera fun-
cional en blastocistos de ratén (Van Winkle et al.
1988). Posteriermente se-aislé el homélogo huma-
no. en tres laboratorios simultineamente. Los cDNA
aislados se_expresan en el intestino delgado e indu-
cen transporte de alia afinidad, sodio-independiente
de cistina, aminodcidos dibasicos y algunos neutros
en oocitos de Xenopus laevis (Bertran et al.. 1992,
1993; Lee er al. 1993: Wells ef al, 1992), rBAT se
expresa en las membranas en borde en cepillo en el
segmento S3 y en el del intestino delgado (Furriols
et al. 1993; Kanai ef al. 1992); Estudios de la activi-
dad de transporte promovida por rBAT, su distribu-
cibn por tejidos y su pauwdn de expresion hacian
pensar que rBAT podria ser un gen responsable de
cistinuria.

Para demostrar nuestra hipdtesis, debiamos encon-
trar mutaciones al analizar rBAT en muestras de
individuos con cistinuria, al compararlos con indivi-
duos sin la enfermedad. Dado que tdnicamente
conociamos el ¢cDNA de BAT, no podiamos anali-
zar directamente el DNA de los individuos afectos,
por lo tanto tenfamos que analizar el RNA. Los teji-
dos donde se expresa rBAT (rifidn e intestino) eran
de dificil obtencién. Como alternativa a este proble-
ma optamos por la transcripcion ilegitima a partir de
células linfoblastoides (Chelly ef al. 1989). La trans-
cripcién ilegitima postula que todo mRNA se expre-
sa en toda célula aunque en proporciones muy
escasas. Asi pues, si disponemos de un método que
permita amplificar esas pocas moléculas de mRNA
de interés, como es la PCR, podremos analizarlo.
Establecimos lineas celulares inmortales proceden-
tes de cinco pacientes con cistinuria. Se aisld el RNA
v se generd el cDNA correspondiente mediante tras-
criptasa reversa. Utilizando primeros especificos
correspondientes al cDNA de rBAT que solapaban
toda la regién codificante, se generaron fragmentos
de un tmano apropiado que fueron analizados
mediante SSCA (single strand conformation analy-
sis) (Orita et al., 1989; Calonge et al., 1994): Todos
los fragmentos andmalos fueron secuenciados en
paralelo con un control normal. Identificamos seis
mutaciones diferentes. R181Q M467K, M467T.
P615T, TG52R v L678P en rBAT que cosegregaban
con el fenotipo cistinuria (Calonge et al., 1994). De
entre las mutaciones identificadas, M467T resultd ser
la mis frecuente, encontrindose en 6 de los 36 cro-

mosomas independientes analizados. El analisis fun-
cional en oocitos de Xenopus laevis, de esta muta-
cién, mostré que M467T disminuye en un 80 % la
actividad de transporte de cistina y aminoacidos ba-
sicos. Probando definitivamente que rBAT es un gen
responsable de cistinuria (Calonge ef al,, 1994).

El siguiente paso fue comprobar si rBAT era el tinico
gen responsable de cistinuria, o si por el contario, la
cistinuria es una enfermedad genéticamente hetero-
génea. Para ello realizamos estudios de ligamiento
genético (/inkage) en un grupo de familias de cisti-
nuria, previamente fenotipadas en base a sus valo-
res de amineaciduria en orina, empleando marca-
dores microsatélites (D2S119 y D2S177) vy
marcadores intragénicos de rBAT (polimorfismos y
mutaciones especificas). El ligamiento fue positivo
s6lo para las familias de tipo I/I y negativo para las
familias de tipos I/TIl y HI/III (Calonge et al., 1995).
De esta forma quedd demostrado que rBAT era un
gen responsable de cistinuria tipo Iy que otro gen
o genes lo serfan de los tipos I y III de cistinuria, y
que por consiguiente la cistinuria es una enferme-
dad genéticamente heterogénea. Por otra parte, el
hecho de que sélo se encuentren mutaciones en
1BAT en cromosomas de tipo I (Calonge ef al.. 1994
Pras et al., 1995; Gasparini et al., 1995; Miyamoto et
al., 1995; Horsford et al, 1995; Bisceglia ef al, en
preparacion) es otra evidencia directa de la hetero-
geneidad existente en la cistinuria.

Utilizando diferentes estrategias: I) anilisis de libre-
rias gendmicas construidas a partir de un YAC (yeast
artificial chromosome) que contenia rBAT: y 1)
generacién de fragmentos gendmicos mediante PCR
de gran tamano, utilizando primero derivados de
¢DNA de 1BAT, hemos podido establecer la estruc-
tura gendmica de rBAT (Purroy et al., en prepara-
cién). El gen abarca 45 kb de DNA y estd formado
por 10 exones, con tamafios comprendidos entre
120 y 438 pares de bases (pb) y 9 intrones con tama-
nos entre 500 y 13.000 pb. La localizacién cromos6-
mica de rBAT, sobre el brazo corto del cromosoma
2, habia sido previamente establecida (Lee et al.,
1991, Calonge ef al., 1994; Yan ef al.. 1994).

Una vez conocida la estructura gendmica ha sido
posible analizar toda la region codificante, al igual
que las regiones de unién intrén/exén en cromoso-
mas con cistinuria de tipo I. Hemos analizado un
total de 34 cromosomas tipo I (26 pacientes, entre
espanoles e italianos) y hemos podido caracterizar
el 57 % de los cromosomas. La mutacién mis fre-
cuente continda siendo M467T (26 %). solo otras
dos mutaciones E268K y E483X se han encontrado
en 2 cromosomas cada una, lo que supone una fre-
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cuencia de 3.7 %. Trece mutaciones restantes han
aparecido una tGnica vez en 13 cromosomas no rela-
cionados. Curiosamente, analizando por separado

" los datos de cromosomas espaiioles e italianos, se

observa que en cromosomas de origen espafiol, la
{inica mutacién encontrada es M467T, presente en
6 de un total de 19 cromosomas (31 %), frente a un
73 % de cromosomas a los que se les ha podido
encontrar la mutacién responsable del fenotipo cis-
tinuria; en el caso de la poblacién italiana (Bisceglia
et al.,-manuscrito en preparacion). Estos resultados
sugieren que existe un diferente sustrato genético
en ambas poblaciones y que muy posiblemente
existe una mutacidon mayoritaria en cromosomas
cistintricos espanoles, ain por determinar. En este
sentido, continuamos la busqueda de mutaciones
en regiones ain no analizadas, tales como, regidon
promotora y zonas intrénicas mas internas del gen
IBAT, a la vez que analizamos la posible existencia
de deleciones que hayan podido pasar desapercibi-
das con los métodos empleados hasta ahora.
Paralelamente, estamos realizando estudios de ex-
clusion génica, en familias con cistinuria tipo II/IT y
HI/I, utilizando marcadores microsatélites distri-
buidos a lo largo de los diferentes cromosomas. El
resultado obtenido nos permitird asignar las regio-
nes cromosomicas en las que se encuentran el gen
o los genes responsables de cistinuria tipo Il y/o I1I,
paso previo para poder aistar y caracterizar dichos
genes.

Cystinuria is an autosomal recessive
aminoaciduria. Clinically three types of cystinuria
bave been described, types I, II and Il Initially we
identified a gene involved in the transport of
cystine and dibasic amino acids, rBAT as
responsible for the disease. Since now 22 different
cystinuria causing mutations bave been identified
in the rBAT gene. Mutational and linkage studies
on cystinuria families allowed us to demostrate
that cystinuria is a beterogeneous disease. Only
type I cystinuria is due to mutations in the vBAT
gene whereas otber genes will be responsible for
the otber types. We are currently performing
exclusion mapping in non type I cystinuria
Jamiilies. The results obtained will allow us to
determine the chromosomal regions where those
genes are located as the first step towards the
isolation and characterization of the otber
cystinuria genes.

Keywords: Cystinutia - rBaT - Heterogeneity - Genetic
linkage - Mutations.
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