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RESUM

Aquest treball de recerca esta centrat en I’homocistinuria classica, una malaltia metabolica
provocada per una mutacid al gen CBS, que codifica I’enzim cistationina-f-sintasa. El marc
teoric engloba conceptes basics per a 1’enteniment d’aquest trastorn, entre ells, els enzims
al-losterics, que presenten un grup regulador dirigit per un lligand que activa o inhibeix I’enzim.
Ara bé, quan hi ha una mutacid en el gen que codifica I’enzim que afecta la conformacid

d’aquest lligand, és probable que el grau d’afectacio sigui major, sent aixi la malaltia més greu.

A partir d’aqui apareix la hipotesi que, com menor sigui la distancia entre la mutacio i el lligand,
major sera el grau d’afectacid en la cistationina-f-sintasa. A més, tamb¢ es proposa que, si el
canvi d’aminoacid provocat per la mutacié comporta un canvi de carrega, el grau d’afectacio
també sera més perjudicial.

També es planteja la hipotesi de si el métode de diagnostic de la malaltia actual és rellevant i,

comporta una millora en la qualitat de vida del pacient.

Per confirmar o rebutjar aquestes hipotesis, s’ha realitzat una analisi de quatre mutacions, en qué
s’estudia el canvi d’aminoacid que presenten, la distancia a la qual es troben del lligand i el seu
index de patogenicitat.

Per altra banda, tamb¢ s’ha fet una visita al laboratori genétic de 1’hospital Sant Joan de Déu i
una entrevista a la P. C., progenitora d’una pacient amb homocistintiria. Per tltim, s’ha creat un

triptic sobre la malaltia per ajudar families a entendre que és ’homocistinuria.

A les conclusions s’explica que, a causa de la manca de recursos, no es pot ni afirmar ni rebutjar

la primera hipotesi, pero que si que es confirma la importancia del cribratge neonatal.
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RESUMEN

Este trabajo de investigacion estd centrado en la homocistinuria cldsica, una enfermedad
metabolica provocada por una mutacion en el gen CBS, que codifica la enzima
cistationina-f3-sintasa. El marco tedrico engloba conceptos basicos para el entendimiento de este
trastorno, entre ellos, las enzimas alostéricas, que presentan un grupo regulador dirigido por un
ligando que activa o inhibe la enzima.

Ahora bien, cuando hay una mutaciéon en el gen que codifica la enzima que afecta la
conformacién de este ligando, es probable que el grado de afectacion sea mayor, siendo asi mas

grave la enfermedad.

A partir de aqui aparece la hipdtesis que, cuanto menor sea la distancia entre la mutacion y el
ligando, mayor sera el grado de afectacion en la cistationina-B-sintasa. Ademas, también se
propone que, si el cambio de aminoédcido provocado por la mutacion comporta un cambio de
carga, el grado de afectacion también serd mas perjudicial.

También se plantea la hipotesis de si el método de diagndstico de la enfermedad actual es

relevante y, compuerta una mejora en la calidad de vida del paciente.

Para confirmar o rechazar estas hipdtesis, se ha realizado un analisis de cuatro mutaciones, en
que se estudia el cambio de aminoacido que presentan, la distancia a la cual se encuentran del
ligando y su indice de patogenicidad.

Por otro lado, también se ha realizado una visita en el laboratorio genético del hospital Sant Joan
de Déu y una entrevista a P.C., progenitora de una paciente con homocistinuria. Por ltimo, se ha
creado un triptico sobre la enfermedad para ayudar a familias a entender que es la

homocistinuria.

En las conclusiones se explica que, a causa de la carencia de recursos, no se puede ni afirmar ni

rechazar la primera hipoétesis, pero que si que se confirma la importancia de la criba neonatal.
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ABSTRACT

This research work focuses on classical homocystinuria, a metabolic disease caused by a
mutation in the CBS gene, which codes the enzyme cystationin-f-synthase. The theoretical
framework encompasses basic concepts for understanding this disorder, including allosteric
enzymes, which present a regulatory group led by a ligand that activates or inhibits the enzyme.
However, when there is a mutation in the gene that encodes the enzyme that affects the
conformation of this ligand, it is likely that the degree of involvement is greater, thus making

disease more serious.

From there, the hypothesis appears that the less the distance between the mutation and the ligand,
the greater the degree of affectation in the cystationin-"-syntase. In addition, it is also proposed
that, if the amino acid change caused by the mutation involves a change in load, the degree of
affectation will also be more harmful.

The hypothesis is also raised as to whether the method of diagnosis of the current disease is

relevant and, entails an improvement in the quality of life of the patient.

To confirm or reject these hypotheses, an analysis of four mutations has been carried out, in
which the amino acid change they present, the distance to which they are from the ligand and
their pathogenicity index are studied.

On the other hand, a visit has also been made to the genetic laboratory of the Sant Joan de Déu
hospital and an interview with P.C., progenitor of a patient with homocystinuria. Finally, a

triptych of the disease has been created to help families understand what homocystinuria is.

The conclusions explain that, due to the lack of resources, the first hypothesis cannot be aftirmed

or rejected, but the importance of neonatal screening is confirmed.
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INTRODUCCIO

1. Motivacio

Quan, a 4t d’ESO, se’m va parlar per primer cop sobre el treball de recerca i sobre la llibertat que
hi ha a I’hora de triar el tema sobre el qual estudiar, rapidament vaig saber que jo parlaria sobre
I'homocistinuria. Aix0 va ser perqué la meva germana petita, la V. A., va ser diagnosticada amb
aquesta patologia a I’edat de tres anys. En tardar tant a conc¢ixer la malaltia que patia, la van
haver d’operar tres cops dels ulls i, per tant, va passar molt de temps a 1’hospital. Tot aquest
procés va afectar molt la meva familia, ja que de cop 1 volta haviem de fixar-nos en ’alimentacio
de la V.A., en que es prengués les seves medicines, que no es toqués els ulls, etc. A mi, a part de
I’empatia que em va generar la situacio de la meva germana, també em va entrar molta curiositat
per saber que li estava passant per dins 1’organisme i, sobretot, perque¢ no hi havia cap cura
definitiva a la seva malaltia. Amb aquesta idea al cap, vaig fer el PdR a I'INS Pla de I’Estany
sobre 'homocistinuria, fet que em va permetre assentar les bases de la malaltia, i que ara pretenc
ampliar amb aquest TdR.

Aixi que, amb la prévia motivacid per part de la meva familia i les ganes de con¢ixer 1 d’alguna
forma, ajudar a la gent amb malalties metaboliques pediatriques, faré el treball de recerca sobre

I'homocistinuria.

2. Hipotesi

Fins fa uns anys, I’homocistiniria no estava inclosa en les malalties que s’analitzen al cribratge
neonatal i, per tant, el diagnostic de la malaltia era més tarda, en canvi, avui dia, amb una simple
analitica al cap de tres dies de vida, ja es pot coneixer si la persona pateix [’homocistindria.
D’altra banda, a més, I’aveng en ’analisi genética ha permes establir les mutacions causants de
la malaltia en aquests pacients. Per aquest motiu en aquest treball es plantegen dues hipotesis de

recerca:
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Potser el fet que els avencos cientifics en el cribratge neonatal i genetic hagin accelerat el
diagnostic, ha millorat el tractament i pronodstic de les persones afectades per I’homocistintria,

aixi com la seva qualitat de vida i la de les seves families.

Potser, com menor sigui la distancia entre el lligand PLP de la CBS i les mutacions, major sera el
grau d’afectacié en I’enzim. A més, si el canvi d’aminoacid provocat per una mutacié comporta
un canvi de carrega, potser el grau d’afectacio en 1’enzim sera major, donant peu a proposar nous

metodes de tractament de la malaltia encara més precisos que 1’actual.

3. Objectius

Els objectius plantejats per aquest treball de recerca son els segiients:

3.1. Objectius teorics

- Entendre conceptes basics relacionats amb malalties genétiques o metaboliques, com ho sén
els aminoacids i els enzims entre altres.
- Coneixer quin gen esta mutat i a quina proteina afecta I’homocistintria.

- Estudiar ’homocistinaria: simptomatologia, diagnostic, heréncia, implicacions i tractament

3.2. Objectius practics

- Estudiar els meétodes que s'utilitzen per diagnosticar 1’homocistintiria 1 les seves
implicacions, actuals i prévies a la implantaci6é d’aquesta malaltia dins el cribratge neonatal.

- Analitzar diverses mutacions que afecten el gen CBS 1, veure’n el grau d’afectacié que tenen
sobre I’enzim cistationina-f3-sintasa.

- Informar a families que acaben de ser diagnosticades amb homocistintria sobre la malaltia i

la mutaci6 que la pot causar.

10
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4. Metodologia

Per aconseguir els objectius tedrics plantejats es proposa una recerca, majoritariament a
I’Internet, a través de webs relacionades amb medicina 1 biomedicina, com ho sén el Medline
Plus, el Mayo Clinic o el National Human Genome Research Institute (NHGRI).

Per altra banda, per complir el primer objectiu practic, es prepara una entrevista a la progenitora
d’una pacient amb homocistinuria i, es realitza una visita a I’Hospital Sant Joan de Déu, amb
dues genetistes especialitzades amb malalties metaboliques.

Amb relaci6 al segon objectiu, es contacta amb un bioinformatic qui proposa una eina digital per
representar la cistationina-f-sintasa i, aixi, poder-la analitzar.

Per ultim, s’utilitza la web Canva per crear un full informatiu on es responen preguntes sobre

I’homocistintria, aconseguint aixi el tercer objectiu practic proposat.

11
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MARC TEORIC

1. Conceptes basics

1.1. Malaltia minoritaria

Una malaltia minoritaria, també anomenada com a “malaltia rara”, és una patologia que pateixen
poques persones amb relacio al conjunt de la poblaci6. En total, només entre un 5 i un 7% de la
poblacié en general €s afectada per aquestes patologies 1, a Catalunya, per exemple, es calculen
prop de 350.000 persones amb una indisposicié de caracter minoritari. No hi ha un nombre
universal per determinar una malaltia com a minoritaria; depen de les lleis, paisos i institucions.
Tot 1 aix0, hi ha més de 7000 condicions cliniques minoritaries, per tant, tot i que aquestes
malalties siguin patides per un grup reduit, n’hi ha moltes. La majoria d’aquestes malalties son
croniques 1 posen en perill la vida de les persones, a part de perjudicar-los la vida quotidiana

(Canal Salut, s.d.).

1.2. Trastorns metabolics

Un trastorn metabolic és una malaltia que, sol ser originada per un error genétic, normalment
d’un enzim o proteina, i que provoca que una via o procés metabolic quedi alterat.

La causa més comuna dels trastorns metabolics congenits son les mutacions, que afecten una
biomolécula involucrada en un procés metabolic, fent inviable el procés de degradacio, sintesi o
altres. Per exemple, en el cas de la degradacié de I'homocisteina, quan hi ha una mutacié al gen
CBS, es veu afectada I’estructura de 1’enzim cistationina-B-sintasa, fent que no sigui possible
transformar aquesta molécula en cistationina (s’explica més detalladament a continuacio).
Existeixen diferents grups de trastorns i1 alguns, afecten en la descomposicid d’aminoacids,

carbohidrats o lipids (Medline Plus, 2022).

12
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1.3. Malaltia genetica hereditaria autosomica recessiva

Una malaltia genctica €s la conseqliencia de I’alteracid d’un o diversos gens i pot ser hereditaria
o no. Si ¢és hereditaria, significa que es transmet de generacid en generacid, tot i que no
necessariament s’han de manifestar simptomes des del naixement. D’altra banda, quan una
malaltia és autosomica, afecta un o multiples gens autosomics, €s a dir, els que no son sexuals
(XX 0 XY).

Com que som organismes diploides, €s a dir, tenim dues copies de cada cromosoma i, per tant, de
cada gen, si la patologia, a part de ser hereditaria i autosomica és recessiva, significa que, perque
la descendéncia pateixi la malaltia, el genotip d’aquesta ha d’heretar els dos al-lels’, tant del pare
com de la mare, amb la mutacio. Si no, tot i tenir un al-lel mutat, la malaltia no s'expressara.
Normalment, en aquests casos la mutacié €és homozigota, és a dir, que els al-lels dels progenitors
son iguals per a aquell gen. Tot i aix0, a vegades també es troben errors congenits heterozigots,
com en el cas de la V. A., cas que ocupa un paper principal en aquest treball (Chica, M., 2020;

Figura 1).

q q
Pare portador 1 a Mare portadora
I

Sa Portadors Malalt
25% 50% 25%

Figura 1. Representacio grafica de I’heréncia d’una malaltia autosomica recessiva (Ortega, M., 2021).

1.4. Gen

Els gens son seqiiencies d’ADN i, per tant, contenen la informacié de I’ésser viu, motiu pel qual

son considerats la unitat basica de I’heréncia. Estan formats per una gran quantitat de nucleotids?

! Cadascuna de les formes alternatives que pot presentar un gen que ocupa el mateix lloc en un cromosoma determinat o en dos
cromosomes homolegs, i que expressa diferentment un mateix caracter.
2 Estructura fonamental basica dels aminoacids que conté una pentosa, una base nitrogenada i un grup fosfat.

13
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units, 1, es troben als cromosomes, juntament amb milers de gens més, que codifiquen per altres
caracteristiques fisiques 1 biologiques de I’individu.

Els gens es transmeten dels progenitors a la descendéncia, i la majoria codifiquen proteines, o
segments de proteines, que tenen funcions diferents dins 1’organisme.

Els éssers humans tenen aproximadament 20.000 gens que codifiquen per proteines (NHGRI,

2025; Figura 2).

Aminodcidos

una proteina

B O

1T 17 1T 1

ACG GGA GCT GGA

s s

nucledtidos en
el gen

Figura 2. Representacio dels aminoacids d’una proteina (Riera, M., 2023).

1.5. Proteina

Una proteina (polipéptid) és una biomolecula gran i complexa formada per centenars o milers
d’aminoacids, que s’uneixen entre si a través d’enllagos peptidics®, formant cadenes.

Poden tenir diferents tipus d’estructura; I'estructura primaria és la seqiiéncia d’aminoacids que té
la proteina, i si es disposa en 1’espai, s’anomena estructura secundaria. S’identifiquen tres tipus
d’estructura secundaria: l'alfa-hélix, I’helix de col-lagen i la conformacié-beta.

Si Pestructura secundaria es plega sobre si mateixa, s’anomena estructura terciaria, la qual ja pot
ser funcional. Tot 1 aix0, hi ha proteines que per poder ser funcionals han de tenir una estructura
quaternaria, que es conforma per dues o més cadenes amb estructura terciaria, idéntiques o no,
unides per enllacos febles (Figura 3).

Segons el nombre de cadenes que presenti 1’estructura quaternaria, s’identifiquen els dimers,

tetramers, pentamers, etc. Per exemple, I’enzim cistationina-beta-sintasa és un dimer.

3 Enllag covalent que es forma entre dues molécules quan el grup carboxil d'una molécula reacciona amb el grup amino de 'altra,
alliberant una molécula d'aigua (H:0).
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Les proteines realitzen la major part de les funcions, moltes d’aquestes critiques per I’organisme,
1 sOn necessaries per a I’estructura, funcionament i regularitzaci6 dels teixits i organs del cos. Es
per aquest motiu que se sol dividir les proteines segons si la seva funcid és estructural,

transportadora, de defensa o enzimatica entre altres (Grence, T., 2022).

E. PRIMARIA E. SECLNDARIA E. TERCIARIA E. QUATERNARIA

AYAY,

T

A % Y
L 4

Figura 3. 4 nivells estructurals que conformen les proteines (Khan Academy, s.d.).

1.6. Enzim

Els enzims son biocatalitzadors, la major part d’estructura proteica, que augmenten la velocitat
de reaccions quimiques especifiques que succeeixen al nostre cos. La seva funci6 és intervenir en
reaccions metaboliques, modificant-les i accelerant-les, ja que en condicions normals, a causa del
pH o la temperatura, succeirien amb molta lentitud.

Hi ha els enzims simples, que funcionen per si sols, i els holoenzims, que per fer I’activitat
enzimatica, han d’estar en contacte amb un cofactor (part no proteica). Els cofactors poden ser

ions, grups prostetics o molécules organiques anomenades coenzims (normalment vitamines).

Ara bé, Pactivitat enzimatica €s el procés de transformacid d’un substrat a un producte gracies a
I’ajuda d’un enzim. Consisteix inicialment, en la uni6 de I’enzim amb el substrat, que és la
substancia sobre la qual actua ’enzim, formant el complex enzim-substrat, que llavors es
transforma en el complex enzim-producte. Per ultim, el producte es desprén de I’enzim i el
procés pot tornar a comengar. Tot i aix0, en aquest procés, 1’enzim no es transforma ni destrueix,
ja que és un catalitzador.

A més, ’activitat d’un enzim es pot regular per mitja de substancies que I’activen o I’inhibeixen.

Les inhibicions poden ser de diferents tipus, entre ells, les inhibicions al-losteriques, en que hi ha
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un centre regulador unit a un lligand que inhibeix D’activitat de l’enzim canviant-li la

conformacio.

Al ser proteines, els enzims estan formats per aminoacids 1, son funcionals a estructura terciaria o
quaternaria. Els aminoacids que conformen els enzims poden ser de diferents tipus segons la
seva funcid; els estructurals conformen i mantenen 1’estructura de I’enzim, els de fixacid
estabilitzen la unié de I’enzim amb el substrat mitjancant enllacos febles i els aminoacids
catalitzadors provoquen la transformacié del substrat al producte. Els aminoacids de fixacio i els
catalitzadors conformen el centre actiu de la molécula, que ¢és la regié de I’enzim en que s uneix

el substrat (Xarxa Telematica Educativa de Catalunya, s.d.; Figura 4).

aminoacids

de fixacid .
A aminoacids
J: | catalitzadors

Sustrat

7 _ enllagos débils

, - centre catalitic
___ (enllagos forts)

Enzim

Figura 4. Mecanisme d’activitat d’un enzim amb només un substrat (Domingo, A., s.d.).

1.7. Aminoacid

Els aminoacids son triplets de bases nitrogenades, formades per un grup amino (-NH:), un
carboxil (-COOH) 1 un radical lliure que varia segons I’aminoacid; que s’uneixen entre ells per
formar les proteines. L’organisme utilitza els aminoacids amb la finalitat de formar noves
molécules que facin reaccions bioquimiques com descompondre aliments, créixer, reconstruir

teixits corporals, etc.
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Es classifiquen en 20, segons el tipus de radical lliure que presenten, que els permet tenir

caracteristiques diferents com la polaritat i I’estructura (Medline Plus, 2023; Figura 5).
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Figura 5. Classificaci6 dels 20 aminoacids universals segons si tenen carrega o no (Bioninja, s.d.).

1.7.1. Aminoacids essencials

Els aminoacids essencials sén aquells que el cos no pot sintetitzar per si sol 1 que, per tant,

provenen dels aliments consumits. N’hi ha 9, entre ells la metionina, histidina, treonina i més

(Medline Plus, 2023; Figura 6).

)

Figura 6. Estructura de la metionina (Wikipedia, 2024).

1.8. Mutacio

Una mutaci6 és una alteracid en la seqiiencia d’ADN d’un organisme, provocada normalment per
un error durant la replicacid o la reproducci6 cel-lular, tot i que també pot ser causada per agents
externs anomenats mutagens. Son fonamentals per I’evolucid de les espécies, ja que comporten

la variabilitat genetica, pero, en altres casos, poden ser perjudicials.
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N'hi ha diferents tipus; segons la cel-lula afectada, hi ha les mutacions germinals que es
produeixen als gametes i que afecten a tot 1’organisme, a més de transmetre's a la descendéncia, 1
les mutacions somatiques, que afecten cel-lules no reproductores.

Una altra classificacid que se’n pot fer n'és segons la regio afectada, ja que hi ha les mutacions
geniques, que son les que afecten un o pocs nucleotids i, per tant, unicament afecten un gen; i les
mutacions cromosomiques, que afecten 1’estructura o nombre de cromosomes.

Les mutacions geniques es poden produir per insercié (quan s’afegeix un nucleotid a la
sequiencia d’ADN), per delecio (es perd un o més nucleotids) o per substitucié (quan hi ha un
canvi d’un nucleotid per un altre). En canvi, les mutacions cromosomiques poden ser
estructurals, és a dir, que afecten seccions especifiques del cromosoma (pot ocorrer una insercio,
delaci6 o translocacio de trossos del cromosoma, entre d’altres), o genomiques, en que el nombre
de cromosomes varia. Si es perd un cromosoma, es tracta d’'una monosomia, pero si s’afegeix un
cromosoma, s’anomena trisomia.

Una mutacié se sol escriure aixi: CBS(NM_000071.3):c.[770C>T] p.(Thr257Met), en que
inicialment s’indica a quin gen afecta i el seu codi universal, després s'indica el canvi de base que
hi ha hagut 1 la posicid en que es troba i, per Ultim, el canvi d’aminoacid que ha provocat i la

seva localitzacio (Grence, T., 2022).

2. Homocisteina

L’homocisteina no és un aminoacid com a tal, sind que s’origina a partir del catabolisme® de la
metionina. Per tant, no trobem homocisteina en aliments, sin6 en la reacci6 de degradacio de la
metionina.

Participa en dos cicles i una via, en que serveix per formar I’aminoacid cisteina o, per tornar a
produir la metionina (explicat a I’apartat segiient). Per aconseguir-ho, vitamines com la B12 o
B6, juntament amb enzims com la cistationina-beta-sintasa, degraden o s’uneixen a

I'homocisteina i formen noves substancies que el cos necessita.

* Fase degradativa del metabolisme amb la finalitat d’obtenir energia en qué molécules organiques son transformades en d’altres
més senzilles.
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Un cop fets aquests processos, I’homocisteina en sang es troba en baixa quantitat, pero €s
normal. Si els nivells son elevats, pot indicar una deficiéncia d’alguna vitamina o un mal
funcionament dels enzims involucrats i, com a conseqiiéncia, causar malalties cardiaques o

metaboliques (Clinica Universidad de Navarra, 2023).

2.1. Metabolisme de 1'homocisteina

L’homocisteina forma part de tres processos metabolics: el cicle de la metionina, la via de
transsulfuracio i el cicle del folat.

La sintesi de I’homocisteina requereix diversos enzims, entre ells la metionina adenosiltranferesa
(MAT), que té la funci6 de convertir la metionina en S-adenosilmetionina (AdoMet), principal
donant biologic de grups metil, que intervé en importants processos cel-lulars.

El procés consisteix en, gracies a 1’accid de diverses metiltransferases encarregades de
desmetilar 1’AdoMet, obtenir la S-adenosilhomocisteina (AdoHcy), que és un precursor
immediat de I'homocisteina. Aquest procés s’anomena transmetilacio (Figura 7).

Un cop es té I’homocisteina, aquesta pot derivar-se en dues vies alternatives segons la funci6 que
prendra (Figura 7):

- Remetilacio: A través d’aquest procés de metilacid, es permet que I'homocisteina sigui
reciclada en metionina, gracies a la unié de la molécula amb grups metil que han estat sintetitzats
al cicle del folat. Basicament, I’homocisteina s’uneix a la vitamina B12, que és un cofactor, 1
gracies a enzims, es fa I’anabolisme’ de la metionina.

Aquesta fase la poden dur a terme 2 enzims diferents; la metionina sintasa o
S-metiltetrahidrofolato-homocisteina-S-metiltransferesa (MS) o la betaina-homocisteina
metiltransferesa (BHMT).

- Transsulfuracio: La via de transsulfuracio és irreversible 1 consisteix en la transferéncia
d’un atom de sofre de I’homocisteina a la serina, perque aquesta pugui convertir-se en cisteina i,
posteriorment, la cisteina en cistationina (aminoacid). Aquest procés implica 1’accié d’enzims

dependents de la vitamina B6, que condueix a la degradaci6 de 'homocisteina a cisteina.

* Sintesi de molécules senzilles a complexes utilitzant energia i nutrients.
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Un d’aquests enzims ¢és la cistationina-B-sintasa (CBS), que s’encarrega de condensar
I’homocisteina per formar la cisteina. Si els nivells d’homocisteina incrementen amb relacio al
seu consum, aquesta molécula s’excreta de les cél-lules i se n’augmenta la concentraci6 en sang,

al plasma i a I’orina (Sebastian, J., 2011; Figura 7).
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Figura 7. Metabolisme de 'homocisteina (Sebastian, J., 2011).

3. El gen CBS

El gen que codifica per I’enzim cistationina-fB-sintasa, CBS i també conegut com a CBSL o HIP4
1 amb el codi d’identificacid 875 en els Homo sapiens, es troba al brag llarg del cromosoma 21 a
la posicio 21q22.3 (NM_000071.3), coordenades 9:43053191-43076873.

Esta format de 23.682 nucleotids, tot i que no tots son codificants, i s’hi troben 23 exons®. D’altra
banda, s’han registrat més de 130 mutacions que afecten el gen CBS i que, per tant, poden tenir

una afectaci6 a la proteina que codifiquen (NIH, 2025; Figura 8).

% Seccions de I’ADN que codifiquen per proteines i que no s’eliminen durant la transcripcié.
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Figura 8. Senyalitzacié amb vermell de la localitzacié del gen CBS dins el cromosoma 21 (PDB, s.d.).

4. I’enzim cistationina-p-sintasa

La CBS ¢s un enzim liasa, és a dir, que intervé en reaccions bioquimiques que catalitzen
I’addicid o I’eliminacid de grups quimics sense la intervencié d’aigua (hidrolisi) o 1’oxidacio.

T¢ associat el codi internacional 1JBQ. Esta format per 551 aminoacids, provinents de 1653
nucleotids del gen CBS, que adquireixen estructura d’alfa-h¢elix, lamines beta o bucles (regions
desordenades) en estructura secundaria, i que per ser funcional s’han d’unir dues cadenes
polipeptidiques formant un dimer.

La seva funcidé consisteix a condensar I’homocisteina i la serina per formar la cistationina,
perque, més tard, un altre enzim transformi la cistationina en cisteina, que podra ser utilitzada per
formar noves proteines. Ara bé, si hi ha una o més mutacions que afecten la
cistationina-fB-sintasa 1 que, perjudiquen les reaccions de la via de transsulfuracido de
I'homocisteina, llavors hi ha una acumulacio toxica de la molecula, que provoca malalties

metaboliques com 'homocistinuria (PDB, 2001; Figures 9 1 10).

NH NH+ NH»

s o]
3
o % HO\)\ 0O — = S 0 + HO
& YT e
o] o] NH,+ o]

homocisteina serina cistationina

Figura 9. Representaci6 3D de I’enzim Figura 10. Reacci6 que catalitza ’enzim CBS (Sebastian, J.; 2011).
cistationina-f-sintasa (PDB, 2001).
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Addicionalment, aquest enzim presenta dos lligands indispensables pel seu correcte
funcionament: el fosfat de piridoxal o vitamina B6 fosfat (PLP) i la protoporfirina IX que conté
ferro (Fe) (HEM). A la cistationina-f-sintasa hi ha un extrem N-terminal, on es troba I’HEM,
seguit d’'un domini central, on hi ha el PLP 1, posteriorment una zona de domini regulador.

- El PLP esta format per 26 atoms i es considera la forma activa de la vitamina B6, que és un
coenzim’ per la sintesi d’aminoacids, com la cistationina. Per tant, el PLP participa en
I’activitat catalitica de la CBS. T¢é una gran importancia, ja que el CBS depen del PLP per
poder dur a terme la seva funcio.

- L’HEM, situat a 20 A del PLP, esta forma per un conjunt de 75 atoms i és caracteristic per la
presencia de ferro en la seva estructura. No és tan rellevant com el PLP, ja que fins ara no se

li ha descrit una funci6 determinada en I’enzim CBS (Sebastian, J., 2011; Figura 11).

Figura 11. A I’esquerra hi ha la representacio 3D del PLP, i a la dreta, de ’HEM (PDB, 2001).

5. Homocistinuria

Els errors genétics que tenen conseqiieéncies en I’enzim CBS responsables d’un augment dels
nivells d’homocisteina en sang, orina i1 plasma provoquen 1’homocistindria, trastorn congenit del
metabolisme de 'homocisteina.

El fet que hi hagi un déficit de la CBS, provoca que una part de I’homocisteina que s’ha
catabolitzat de la metionina, no pugui processar-se i, per tant, s’acumuli a la sang. Quan arriba a
un cert valor d’acumulacid, comenga a ser toxic per 1’organisme i, €s quan hi ha perjudicis en

aquest.

’ Tipus de cofactor organic necessari per a I’activitat de I’enzim CBS.
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Ara bé, es relaciona 1’homocistiniria amb les proteines perqué la metionina és un aminoacid
essencial, és a dir, un component de les proteines que nomeés pot trobar-se als éssers vius a través
de I’alimentaci6 (ja que I’organisme no el sintetitza de manera autdbnoma). Per tant, com que la
metionina produeix I’homocisteina 1 aquesta, forma la cistationina, que ajuda en la sintesi de la
cisteina; una persona que tingui homocistinuria, com més aliments rics amb proteina mengi, més
homocisteina tindra acumulada a 1’organisme, sense poder acabar de processar-la correctament.

Es calcula que una deficiéncia en I’estructura de la cistationina-p-sintasa afecta els humans amb
variacio d'1:300.000 a 1:60.000, per aquest motiu ¢és considerada una malaltia minoritaria. A
Europa, concretament, aquest index ¢és d'1:40.000 i correspon a 1’1% dels portadors heterozigots.
A més, a partir d’estudis, s’ha vist que en Y4 dels casos, les mutacions que afecten la CBS es

troben a I’ex06 3 (se'n parla amb més detall posteriorment) (Mario, R., 2015).

5.1. Concentracio d'homocisteina

Els valors ideals d’homocisteina en sang séon de <7,5 pumol/l, perd en una persona amb
homocistindria classica que no respon al tractament amb vitamina B6, el valor més sa al que pot
arribar ¢€s d’entre 30 1 40 pmol/Il.

Ara bé, segons els nivells d’homocisteina que es troben a la sang o orina, a través de proves
mediques, s’identifiquen dos tipus de concentracions que poden comportar la malaltia.

- Hiperhomocistinémia: concentracié elevada d’homocisteina total en sang. Es pot dividir
en debil (15-30 umol/l), intermedia (30-100 pmol/l) 1 greu (>100 pmol/1)

- Homocistintiria:  preséncia d’homocisteina en orina a conseqiiencia d’una
hiperhomocistinémia originada per defectes congenits en el metabolisme de [’homocisteina (De

Luis, 2004).

5.2. Causes

En haver-hi tantes mutacions diverses (que poden afectar la cistationina-f-sintasa o altres enzims
involucrats en el metabolisme de I’homocisteina) i, per tant, més d’un tipus d'homocistintria, les
causes poden ser molt diverses. Malgrat aixd, la forma en qué s’hereta €és igual en totes les

variants de la malaltia.
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L’homocistintiria és una malaltia genética hereditaria autosomica recessiva, per tant, perque el
pacient pateixi la malaltia, ha de tenir els dos al-lels provinents del genotip mutats. Tot i aix0, si
dues persones portadores del gen tenen un fill amb homocistintria (que tindrien una probabilitat
d’un 25% que aixi sigui), els altres germans no tenen per que haver de tenir el trastorn, sin6 que
tenen un 50% de possibilitats de ser portadors, perd no expressar la malaltia, 1 un 25% de

probabilitat que no tinguin cap gen mutat (Newbornscreening.com. s.d.; Figura 12).
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Figura 12. Heréncia del gen mutat CBS (Mendelics, 2021).

5.2.1. Determinants genétics

Les mutacions que afecten els gens que codifiquen pels enzims involucrats en el metabolisme de
I’homocisteina, porten a elevacions de les concentracions d’aquesta molecula.

Alguns d’aquests errors genetics son:

- La deficiéncia de la cistationina-f-sintasa, que ¢és la causa més comuna de la malaltia i
que provoca I'homocistintria classica i €és en el que se centra principalment aquest treball. El
simptoma principal que provoca és ’augment greu dels nivells d’homocisteina al plasma i
l'orina.

- Mutacions que afecten el gen MTHFR, que esta involucrat en el cicle del folat, i que
provoca que el 5,10-metileno-tetrahidrofolat no pugui convertir-se en 5-metiltetrahidrofolat.

- La deficiéncia de I’enzim MS (metionina sintasa), que també forma part del cicle del
folat, 1 que pot comportar que la vitamina B12 no pugui estar en contacte amb I'homocisteina per

remetilar la metionina (De Luis, 2004; Figura 7).
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5.3. Simptomes

L’homocisteina, com ja s’ha esmentat a 1’apartat 4.5, és producte de la degradacié de la
metionina. També és un punt d’unié de tres rutes metaboliques: la transmetilacid, la
transsulfuracid i el cicle del folat. En aquesta tltima, I’homocisteina es transforma en cistationina
1, posteriorment, en cisteina, gracies a reaccions enzimatiques que depenen de 1’activitat de la
vitamina B6.

Ara bé, en una homocistinuria, els dos primers processos queden afectats i, juntament amb el
dany a l’organisme que provoca la incapacitat de processar les proteines ingerides amb
I’alimentaci6, es desenvolupen molts simptomes.

Els més rellevants van relacionats amb la pérdua de 1’agudesa visual, com la dislocaci6 del
cristal-1i, i alteracions en el sistema nervios central, cardiovascular i esquelétic.

L’acumulacié d’homocisteina produeix danys en la produccid de col-lagen i de les fibres
elastiques; aixi €és com succeeix 1’oclusié de les artéries coronaries i I’envelliment avangat.
També es poden trobar afectacions a I’estructura de la fibrilina, ja que esta relacionada amb la
cisteina.

D’altra banda, els simptomes neurologics de I’homocistinuria poden ser deguts al N-metil-D, que
€¢s un receptor que va relacionat amb 1’acid homocistic i que afecta en la capacitat
d’aprenentatge. Per aquest motiu, la majoria de pacients tenen trastorns d’aprenentatge, com
dislexia o discalculia.

Altres simptomes son la deformacié toracica, una forma de peu buit, hiperlaxitud, escoliosis,
problemes mentals (com brots psicotics), problemes trombotics cerebrovasculars i més (Olivar

Roldén, J., 2012; Figura 13).
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Figura 13. Comparacié entre la capacitat de produir cisteina d’una persona amb homocistinuria i sense (Newbornscreening.info,

s.d.).

5.4. Diagnostic

L’any 2012 es va implantar la deteccié de ’homocistinuaria en el cribratge neonatal a Espanya.
Per tant, en I’actualitat, el diagnostic de la malaltia és molt més rapid, prevenint aixi, perjudicis
greus que podrien ocorrer si el pacient no fos diagnosticat fins més endavant (Ministerio de
sanidad. s.d.).

Ara bé, fins llavors, la técnica que s’utilitzava per diagnosticar una malaltia com
I’homocistintria era una analitica de sang, orina, liquid cefalorraquidi o a través d’una biopsia.
Préviament, el pacient ja havia d’haver expressat diversos simptomes que eren el motiu de
I’analitica. A la prova, s’hi buscava una alteracio dels valors d’homocisteina, que practicament ja
confirmarien la malaltia. Tot i1 aix0, per saber quin tipus d’homocistintria tenia el pacient, també
s’analitzava la quantitat de metionina (que idealment ha d’estar entre 12-37 umol/l).

Si tant el valor d’homocisteina com el de metionina eren elevats, el pacient patia una

homocistinaria classica; en canvi, si el valor de metionina estava molt reduit en comparacio al
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d’homocisteina, significava que tenia un altre tipus d’homocistinuria, provocada per la
deficiéncia d’un enzim que intervé en el cicle del folat.

Un cop es tenien els resultats, per saber quina mutacio tenia el pacient, es feia un estudi genétic,
que també es fa actualment.

Per fer-lo, s’agafava una mostra de sang, de la que se n’extreia una mostra d'ADN. Llavors, una
maquina n’extreia la part del genoma que es buscava estudiar i, posteriorment, era “ordenat” per
un bioinformatic. Per Gltim, era comparat per un genetista amb un genotip no mutat per veure-hi
diferencies (Newbornscreening.info. s.d.).

En canvi, actualment amb la prova del talo, es fa una analitica al nad6 d'l o 3 dies de vida i I’hi
busquen valors alterats de metionina i d’homocisteina. Si els valors resulten ser molt elevats, ja
es pot diagnosticar una homocistintiria i es podra fer 1’estudi genétic per veure la mutacio que té

el pacient (Scientia, 2024).

5.5. Tipus

Es poden identificar diferents tipus d'homocistinuries segons les conseqiliéncies, el gen afectat,
els simptomes, etc. Aquestes son tres:

- Homocistintria tipus I (classica): Déficit de 1’enzim cistationina-f-sintasa, ocasionat per
un gen mutat al cromosoma 21q. Provoca 1’acumulacié d’homocisteina i metionina en sang i
orina de forma toxica. El simptoma principal n’és la luxacié del cristal-li.

- Homocistintria tipus II: Deficit de I’enzim MTHFR (al cromosoma 1). Afecta la
remetilacié de I’homocisteina 1 els seus simptomes principals son problemes neurologics,
cardiovasculars 1 retard del desenvolupament.

- Homocistintria tipus III: Error innat en el metabolisme de la vitamina B12 (cobalamina);
afecta la remetilacio de I’homocisteina a metionina.

Una altra classificacid que es pot fer €s sobre si afecta el funcionament de la vitamina B6; hi ha
homocistinaries on el gen CBS esta afectat, pero, tot 1 aixo, es pot utilitzar la B6 per funcionar.
En canvi, hi ha una homocistinuria on el gen CBS no permet 1’ts de la vitamina B6 i, per tant, el

grau d’afectaci6 a la via de transsulfuracié és més greu (HRSA, 2025).
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5.6. Tractament

Al ser una malaltia minoritaria i descoberta fa relativament pocs anys, no hi ha un tractament
definitiu per curar-la. Per tant, els pacients son tractats amb dietes restrictives i amb suplements.

La manera més efica¢ fins ara de tractar ’homocistiniria és amb una dieta amb una baixa
quantitat de proteines, sobretot dels aliments que contenen metionina. En haver-hi proteines en la
gran majoria dels aliments, hi ha diferents laboratoris i empreses, on es creen aliments de forma
artificial sense practicament proteina, com succedanis d’ou, de llet, pastes, arros i, fins i tot,
xocolata. Es important que una persona amb la malaltia eviti de manera restrictiva les carns,
peix, ous lactics, fruits secs, el pa, llegums i altres, ja que tots aquests comestibles son rics en
proteines. En canvi, aliments que poden consumir, ja que no tenen gaire quantitat de metionina
son la fruita, la verdura o els greixos (com el greix del pernil o la mantega) (Olivar Roldan, J.,

2012; Figura 14).

Tabla 5.20. Guia alimentaria para homocistintiricos

Alimentos prohibidos por su Alimentos a controlar por su Alimentos a consumir en

Figura 14. Taula d’aliments prohibits, controlats o que pot menjar amb llibertat una persona amb homocistintria.

alto contenido en metionina

contenido en metionina

cantidades normales

Carnes, pescados ¥
derivados de todo tipo.
Huevos

Quesos y leche condensada
Gelatina

Frutos secos

Pan, pasta, bolleria,
galletas, cereales de
desayuno, maiz , muésli ,
arroz, harinas de todo tipo
Sucedaneos del café como
los cereales malteados (p.e.
Eko®)

Legumbres y soja
Caramelos de goma, cacao
y regaliz

Leche, nata, yogures,
cuajada

Coles de bruselas, coliflor,
bracoli, remolacha,
espinacas, setas, maiz dulce
¥V en mMazorea.

Aguacate, melocotén,
nectarina, higos secos,
datiles, albaricoque seco

La practica totalidad de las
frutas a excepcion de las
controladas.

La practica totalidad de las
verduras excepto las
controladas.

Patata y tapioca
Mantequillas, margarinas,
aceites vegetales.

Agnua, infusiones, café,
zumos, refrescos (no
batidos de cacao).

Aziicar, miel, mermeladas,
especias, colorantes

(DelNutrienteDieta, 2016).

Per altra banda, com que seguir aquest tipus de dieta, provoca una falta de nutrients que aporten
els aliments rics amb proteines, els pacients es prenen diferents vitamines i suplements, com ho

son:
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- La cistadina (betaina): Ajuda I’organisme a reduir els nivells d’homocisteina en sang.

- La vitamina B6, B12 i B9 (aquesta ultima només en el cas de tenir una homocistintria
tipus I, ja que té folat): La vitamina B6 ajuda la proteina CBS a processar 1’homocisteina,
mentre que, la vitamina B12, intervé en el reciclatge de la metionina a partir de ’homocisteina.
Ara bé, segons la posici6é de la mutaci6 dins de I’enzim cistationina-f-sintasa, hi ha casos en que
els pacients responen correctament a la B6 i, prenent només aquest suplement, arriben als valors
ideals d’homocisteina en sang.

- Acid folic: Intervé en el metabolisme dels aminoacids.

- “Cooler”: Es una formula que conté proteina artificial, feta en laboratoris i que aporta els
aminoacids essencials que s’obtenen de la dieta, perd que una persona amb homocistinuria no
pot obtenir a causa de les restriccions alimentaries (Figura 15).

- Seleni: A causa de la dieta que segueixen els pacients amb la malaltia, molts prenen

seleni, ja que és un complement nutritiu (Recordade Rare Diseases, 2021).

Figura 15. Imatge de diferents tipus de “Cooler” (Vitaflo, s.d.).

Les persones amb homocistinuria poden seguir un ritme de vida sa, perd sempre hauran de
mantenir el tractament basat en la dieta i els suplements. En cas que no es compleixi el
tractament, el pronostic es redueix com també les condicions de vida del pacient (MedlinePlus,

2023).
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MARC PRACTIC

1. Plantejament de la recerca

Per tal d’estudiar els objectius practics plantejats per aquest treball de recerca, el marc practic
s’estructura en tres parts; la primera esta dedicada a la recerca d’informacié sobre el métode de
diagnostic previ al 2012 (quan s’implanta la malaltia en el cribratge neonatal a Espanya) a partir
d’una visita a I’Hospital Sant Joan de Déu acompanyada de les genetistes Delia Yubero 1 Aida
Ormazabal, i d’'una entrevista a la progenitora d’una pacient (V.A.) amb homocistinuria classica.
Llavors, el segon apartat consisteix en 1’as d’un programa digital anomenat PyMOL per
representar 1’enzim cistationina-f-sintasa i veure els canvis que hi produeixen diverses
mutacions. Aquest apartat pretén estudiar de quina manera les mutacions associades a
I’homocistinuria afecten I’enzim CBS. Aquestes mutacions han estat obtingudes del laboratori
genctic de I’hospital Sant Joan de Déu 1 dels progenitors de la V.A.

Per ultim, la tercera part correspon a 1’elaboracio d’un full informatiu amb 1’objectiu d’ajudar a
families que han rebut un diagnostic d’homocistintiria 1 qué volen entendre que €s aquesta
malaltia i de quina manera la genética esta relacionada al trastorn. La idea del triptic es planteja
després d’adonar-me que hi ha forca families que no acaben d’entendre en qué consisteix una

mutacid i com aquesta afecta la CBS.

2. Estudi dels métodes d’analisi i diagnostic de I’homocistinuria

2.1. Metodologia

Per tal de dur a terme aquest apartat s’ha realitzat una visita al grup de recerca centrat en
malalties metaboliques de I’hospital Sant Joan de Déu, i una entrevista a la Pilar Camps (P.C.),
mare de la V.A.

L’hospital Sant Joan de Déu és un centre maternoinfantil situat a Barcelona, amb un gran nombre

de grups de recerca, que investiguen la salut infantil i prenatal; un dels quals és dirigit per la
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neurologa Angels Garcia (A.G.), centrat en malalties metaboliques, com I’homocistinuria o la
fenilcetonuria.

A principis de juny, s’envia un correu a companyes genetistes de I’A. G. amb la intenci6 de
poder visitar els laboratoris genetics de 1’hospital per assolir 1’objectiu d’adquirir informacié
sobre el metode de diagnostic previ al 2012. La Delia Yubero (D.Y.) i I’Aida Ormazabal (A.O.)

son les professionals que responen i, s’acorda una data per anar a I’hospital.

El 15 de juliol de 2025 es fa una visita als laboratoris de I’hospital Sant Joan de Déu,
acompanyada inicialment de I’A. O., qui aclareix conceptes, i llavors, de la D.Y., qui mostra les
maquines 1 processos que es realitzen al laboratori genétic. La visita consisteix amb unes
preguntes inicials a les dues professionals, entre elles “perqué 1’homocisteina en excés és
toxica?” 1 “en qué consisteix un estudi genétic?” i, posteriorment, amb una visita per les

instal-lacions.

A més de la visita a I’hospital, es decideix fer una entrevista a un testimoni per entendre com és
el procés de diagnostic amb els ulls del pacient i no tnicament del professional.

Per aquest motiu, el 26 de juliol de 2025 s’entrevista a la P. C., dona de 51 anys i mare de la V.
A., pacient de 14 anys amb homocistinuria classica diagnosticada I’any 2015. L’objectiu de la
reuni6 €s obtenir informacié sobre les mutacions que tenen els progenitors i sobre el métode de
diagnostic que s’utilitza en el seu cas particular.

La reuni6 es fa a Banyoles i es registra en un audio a través d’un dispositiu mobil. A més, durant
I’entrevista, es fa Gs d’informes médics, fotografies de la menor mantenint la seva intimitat 1
pautes dietétiques com a recurs per explicar clarament tot el procés de diagnostic i tractament
que segueix la V. A. fins a I’actualitat.

L’estructura de I’entrevista consisteix en qiiestions que incentiven al relat dels successos de
manera cronologica, és a dir, primerament es pregunta a la P. C. com és la infancia de la seva
filla i els simptomes que presenta al moment del diagnostic. Llavors, es demana a la progenitora
que expliqui com es diagnostica a la V.A. Per ultim, es fan preguntes relacionades amb el

tractament que segueix actualment la pacient.
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2.2. Resultats de la visita al laboratori geneétic

La investigadora A.O. mostra diferents casos d’homocistintria per explicar els tipus de malaltia
que existeixen i, I’apartat més rellevant que explica és el procés que es fa préviament al 2012 per
diagnosticar la malaltia: inicialment, s’agafa una mostra de sang o orina del pacient i, gracies a
un analitzador d’hematologia (Figura 16), s’observen els valors de metionina 1 homocisteina en

sang.

Figura 16. Analitzador d’hematologia de I’hospital Sant Joan de Déu (Font propia, 2025).

Si els dos valors son elevats, es tractara d’una homocistintria classica, pero, si el valor
d’homocisteina és alt i1 el de metionina no, s'hauran de fer més proves per saber quin gen esta
afectat. La prova més important consisteix a identificar el valor d’aminoacids que té el pacient
amb un cromatograf de gasos (Figura 17), que és una maquina que separa els aminoacids del
serum 1, després en calcula la quantitat que n'hi ha de cada un dels vint. A ’annex I es mostra el
procediment per fer aquesta prova. Segons el valor de metionina, es pot fer una hipotesi del gen

que esta afectat.
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Figura 17. Cromatograf de gasos de 1’hospital Sant Joan de Déu (Font propia, 2025).

Un cop se sap quin és el gen mutat, es fa un estudi genétic per descobrir quines son les mutacions
que provoquen la malaltia. Amb la D. Y., es van a veure les maquines que s’encarreguen de la
seqiienciacidé de ’ADN 1 dels programes que, posteriorment, indiquen on hi ha el canvi de base
que provoca la mutacio.

Amb el recull d’aquesta informacid, ja es pot plantejar un tractament adequat al tipus

d’homocistinuria.

2.3. Resultats entrevista a la progenitora de V.A.

A TD’inici, la P. C. expressa que, tot i desconeixer que la V. A. patis la malaltia, a ’edat de tres
anys (2014) ja presenta diversos simptomes com un comportament extremista, la preséncia de

manies 1 possibles dificultats visuals.

A més, la V. A. també presenta simptomes fisics com uns cabells rossos i rissats, sent aquests
oposats als cabells dels progenitors (negres i llisos).
A part, la menor ¢és forca grossa i amb un color de pell constantment rosat, a diferéncia de la

germana gran (Figura 18).
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Figura 18. Fotografia de la V. A. amb 3 anys, juntament amb la P. C.
on es veu els cabells rossos i rissats de la menor (P. C., 2014).

Tot 1 aix0, la V. A. viu els primers 3 anys i mig de vida sense cap restriccié alimentaria i no €s
fins que comenga 1’educaci6 primaria que una mestra s’adona d’una anomalia en l'infant. Els
progenitors son informats que la V. A. sembla no veure la profunditat, per exemple, en baixar

escales. Per aquest motiu, es recomana als pares visitar un oftalmoleg especialitzat amb infants.

El gener del 2015 es visita I’oculista E. S., que afirma veure “ombres” als ulls de la pacient, perd
no en pot fer un diagnostic precis, a causa de la poca col-laboracié de la V. A. La Dra. demana un
nou estudi 1, un temps després, visiten I’institut Oftalmologic del Pilar, amb un optometrista.
Aquest troba una miopia severa als dos ulls de la V. A. i sospita d’'una malformacié dels ulls. El
Dr. deriva a la menor a I’hospital Sant Joan de Déu. El mateix mes, la V. A. és visitada a
I’hospital Sant Joan de Déu per la Dra. V., qui rapidament veu un desplagament del cristal-1i i uns
moviments anormals de la retina, simptomes que corresponen a certes patologies, entre elles,

I’homocistintria.

Es fa una analitica de sang a la pacient i els resultats confirmen una homocistintria classica, ja

que els valors d’homocisteina son de 220 umol/l i els de metionina, de 256 pmol/I.
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També es fa un estudi genétic 1, a inicis de febrer en reben els resultats, que afirmen que la
malaltia és causada per dues mutacions heterozigotes provinents dels progenitors i, que afecten el
gen CBS. Per confirmar que cap altre membre de la familia té la malaltia, se'ls fa una analitica
que mostra valors baixos d’homocisteina, per tant, no tenen 1’homocistintria. Tot i aix0, no es

pot saber si els germans presenten una de les mutacions.

La progenitora explica que, com que no té coneixement sobre la malaltia, un cop diagnosticada
la V.A., inicia una recerca per la xarxa, on troba casos extrems que la fan preocupar sobre les
conseqiiencies a llarg termini de la malaltia. Afirma que li hauria agradat saber en que consisteix

realment la malaltia i quins simptomes s6n comuns i quins, no.

Continuant amb I’entrevista, la P. C. afirma que no hi ha cap cura per la malaltia, perd que si que
existeixen tractaments basats en pautes dietétiques restrictives, en qué el pacient redueix o
anul-la la quantitat de proteina ingerida al dia. La menor, per tant, deixa d’ingerir productes com
carn, ous o lactics.

Per altra banda, per tractar la luxacio del cristal-1i dels dos ulls, el mateix any 2015, la V. A. és
operada a I’hospital Sant Joan de Déu, pel Dr. J. C., qui posa lents intraoculars a la pacient

(Figura 19).

Figura 19. Fotografia de la V. A. amb 4 anys, al moment de I’inici del tractament,
poc després d’haver estat operada a ’hospital Sant Joan de Déu (P. C., 2015).
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Un cop comenga el tractament, la pacient se segueix fent analitiques cada 2-3 mesos i, el
setembre del 2015 els valors d’homocisteina i de metionina séon de 37,64 pmol/l i 55 pmol/l,
respectivament, resultats positius tenint en compte que un pacient amb homocistintria classica té
un valor ideal d’homocisteina de 50 pmol/I.

A més, també presenta canvis fisics, com ’enfosquiment dels cabells i la preséncia d’una pell

menys rosada i més hidratada (Figura 20).

Figura 20. Fotografia de la V. A. amb 8 anys, on es mostra el canvi provocat pel tractament (P. C., 2019).

En I’actualitat, la pauta dietética €s el maxim restrictiva possible, prohibint la ingesta de llegums
o patates. Addicionalment, a part dels cinc Coolers que pren diariament, també pren una gran
quantitat de suplements, com ho son les vitamines B6, B6 1 C, I’acid folic, el seleni i farmacs a
base de betaina. Amb la presa d’aquests farmacs es busca suplir la manca de funcionament de la

CBS. L’entrevista completa es troba a I’annex II.
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3. Estudi de la proteina cistationina-B-sintasa i de quatre

mutacions associades a I'homocistinuria

3.1. Metodologia

El dimarts 17 de juny de 2025, es visita al bioinformatic Oriol Canal (O.C.), a I’Institut
d’Investigaci6 Biomedica de Girona (IDIBGI). L’O. C., mostra el funcionament de la CBS,
I’estructura que presenta, els lligands que té i més caracteristiques. Llavors, presenta els
programes PyMOL 1 Chimera X, utilitzats per representar digitalment biomolécules com les
proteines. Explica com fer servir els programes i afirma que, més endavant enviara un correu
amb un tutorial per poder utilitzar el PyMOL de manera autonoma, per tal d’observar les
mutacions que hi pot haver a la CBS i el grau d’afectacié que tindran segons certs requisits. Per

veure el tutorial utilitzat, visualitzar I’annex II1.

El 20 de juliol, I’O. C. envia el tutorial i amb ajuda d’aquest, s'instal-la el PyMOL. Per fer-ho,
s’entra al lloc web oficial de PyMOL (Figura 21) i s’instal-la la versio 3.1 del programa digital
(Figura 22). Un cop descarregat, s’entra al programa i s’insereix I’arxiu 1JBQ, préviament
descarregat (Figura 23). Quan la proteina ha carregat, es veu la seva estructura i, a partir d’aqui,

s’hi poden inserir ordres gracies al command line (Figura 24).

Installing
P.}" MDL Please wait whise PyMOL 1. 18, 1 (84-bit) is beng installed

5eftng up the padkege cade...

Download PyMOL 31 _ |

Vateas LI Upsibet fike B 00T |

Tharse Sundes inchude Pythan 3.10,

= O & 4

Windows Windows maces Linux
EXE Instollur NP Archive OrAG Dieke Image TAREZ? Arhive

Figura 21. Pagina principal de la web PyMOL (Font propia, 2025). Figura 22. Procés de descarrega del programa PyMOL
3.1 (Font propia, 2025).
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Figura 23. Seleccioé de I’arxiu 1JBQ (Font propia, 2025). Figura 24. Representacioé de la CBS amb el programa PyMOL (Font
propia, 2025).

A la visita a I'IDIBGI, I’O. C. explica que el nivell d’afectacié que té una mutaci6 en la CBS

depén de diversos criteris, entre ells, la distancia que hi ha entre 1’alteraci6 genctica i els lligands.

Aix0 es deu al fet que els lligands son les molécules que ajuden a activar o inhibir I’activitat de

I’enzim 1, si es veuen afectats per la mutacid, no faran la seva funcid correctament o,

directament, no la podran fer. Per calcular la distancia entre els lligands 1 la mutacié que s’esta

estudiant, es visualitza un tutorial al Youtube, del canal re-Computing Science.

Un altre factor a tenir en compte és el canvi d’aminoacid que hi ha en la mutacid, ja que, com
més diferents siguin les propietats de 1’aminoacid salvatge a les del mutat, més canviara
I’estructura de I’enzim i, per tant, més dificil sera que aquesta faci la seva funcid. Aquests son els
criteris que es tenen en compte a I’hora de comparar la CBS salvatge 1 mutada, juntament amb

I’index de patogenicitat (s’explica posteriorment).

Amb ajuda del PyMOL i del tutorial de I’O. C. (annex III), es representen les zones de la CBS on
hi pot haver mutacions. Aquest pas es fa per mostrar I’estructura d’'una CBS no mutada.
Posteriorment i seguint les instruccions de I’O. C., s’insereixen les mutacions de tal manera que
es veu el canvi en la proteina (annex III, apartat 7). D’aquesta manera, es fa una analisi dels
canvis que provoca cada mutacié estudiada i, es compara quina o quines mutacions afectaran

més el funcionament de [’enzim.
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Les mutacions utilitzades son aportades pels progenitors de la V.A., ja que aquest treball es fa a
partir de la malaltia de la menor; i per les genetistes de I’hospital Sant Joan de Déu, que en
proporcionen 6, de les quals se n'escullen les dues que mostren més clarament la diferéncia de
distancies entre les mutacions i el PLP. Les mutacions escollides son les segiients:
CBS(NM_000071.3):c.[770C>T] p.(Thr257Mety)
CBS(NM_000071.3):c.[307T>C] p.(Cys103Arg)
CBS(NM_000071.3):c.[1039G>A] p.(Gly347Ser)
CBS(NM_000071.3):c.[697T>G] p.(Tyr233Asp)

Per finalitzar I’analisi de les quatre mutacions estudiades s’utilitza la web PolyPhen-2, un
predictor in silico que prediu el possible impacte que pot tenir un canvi d’aminoacid en
I’estructura 1 funcionament d’una proteina humana, utilitzant criteris fisics 1 compartius directes.

Analitza la patogenicitat de diferents mutacions amb valors del 0 a 1’1, sent 0 una mutaci6é molt
probablement benigne i 1, molt probablement perjudicial. Per determinar aquest valor, el
PolyPhen-2 compara la seqiiencia en qué hi ha la mutacié d’un Homo sapiens amb la d’altres
especies. Si I’aminoacid esta molt conservat en totes les especies, probablement sera d'alta
importancia i, per tant, quan hi hagi un canvi d’aminoacid provocat per una mutacid, sera
patogenic. En canvi, si hi ha molts aminoacids diferents en la mateixa posicié de les seqiiéncies,
el canvi d’aminoacid no sera gaire rellevant. A més, també es fixa en I’estructura que adopta la

CBS un cop s’hi ha inserit la mutacié (Adzhubei 1A, 2010; Figura 25).
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Figura 25. Alineacio de la seqiiéncia d’un Homo sapiens amb la de multiples seqiiéncies (PolyPhen-2, 2025).
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Per fer us del PolyPhen-2, primerament s’introdueix la seqiiéncia de la proteina que es vol
estudiar, en aquest cas la de la CBS, amb format FASTA®. Després, s’hi introdueix la mutacio
que es vol contemplar i la posicié en que es troba. Un cop aixo, ja es pot visualitzar la prediccid

que hi ha actualment del fet que la mutacio6 sigui patogenica.

Seguint el procediment i la metodologia explicats a 1’apartat anterior, es representa la CBS, i s’hi
diferencien les dues cadenes que conformen el dimer inserint I’ordre del canvi de color de la

cadena A arosa i, de la cadena B, a blau en el PyMOL (Figura 26).

Figura 26. Diferenciaci6 de les dues cadenes que conformen ’estructura quaternaria de la CBS (Font propia, 2025).

També es mostren les estructures de la CBS: I’estructura primaria (Figura 27); les estructures
secundaries, que son I’estructura alfa-hélix (Figura 28), la lamina beta (Figura 29) i les regions
desordenades (Figura 30); I’estructura terciaria, que equival a cada una de les cadenes A 1 B

separades 1, I’estructura quaternaria €s el conjunt de les dues cadenes.

8 En bioinformatica, format de fitxer en text per a la representacié de seqiiéncies de nucledtids i aminoacids en qué es representen
amb una sola lletra.
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Figura 27. Fragment de 1’estructura primaria de la CBS ~ Figura 28. Fragment d’estructura secundaria de tipus alfa-hélix de la
(Font propia, 2025). CBS, en color verd (Font propia, 2025).

Figura 29. Fragment d’estructura secundaria de tipus  Figura 30. Fragment d’estructura secundaria de tipus “loop” de la CBS,
lamina beta de la CBS, de color blau fosc (Font propia, de color taronja (Font propia, 2025).
2025).

Per altra banda, s’han representat els lligands PLP 1 HEM, pas important perque¢ a I’hora de
representar les mutacions, un dels criteris que s’han tingut en compte per saber si la proteina esta

molt o poc afecta, és la distancia entre la mutaci6 i un dels dos lligands (Figura 31).

Figura 31. Imatge dels lligands HEM i PLP de la CBS representats amb els colors verd, blau i vermell (Font propia, 2025).
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Un cop fet tot el procés de coneixement de les parts i1 estructura de la CBS, s’hi insereixen les

quatre mutacions seguint el tutorial de I’O. C.:

3.2.1. CBS(NM_000071.3):¢.[770C>T] p.(Thr257Met)

Aquesta mutacid correspon al progenitor de la V. A., per tant, afecta el gen CBS, concretament la
posicié 770, en que una citosina s’ha canviat per una timina. Com a resultat, a la posici6 275,
I’aminoacid treonina (T) s’ha convertit en metionina (M) (Figures 32 i 33).

A través de I’estructura representada amb el PyMOL es pot observar que la distancia entre la
mutaci6 i un cofactor, en aquest cas, el PLP, és de 2.6 A en la proteina salvatge, i segueix sent la

mateixa quan esta mutada.

Figura 32. Representacidé en color groc de I’aminoacid Figura 33. Representaci6é de la proteina CBS mutada amb la
treonina a la posicié 191 de la CBS (Font propia, 2025). senyalitzacid de la mutacié amb color blau (Font propia, 2025).

3.2.2. CBS(NM_000071.3):¢.[307T>C] p.(Cys103Arg)

La mutacid ¢s de la progenitora de la V. A. 1 provoca el canvi d’una timina per una citosina a la
posici6 307 del gen CBS. Aquest es tradueix en el canvi d’una cisteina (C) per una arginina (R)
situat a la posicié 103 de la CBS (Figures 34 1 35).

Una vegada representada ’estructura, la distancia entre la cisteina i el PLP és de 21.3 A, mentre

que en el cas de I’arginina, la distancia és de 18.2 A.
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Figura 34. Representacio en color gris de I’aminoacid Figura 35. Representacié d’una mutacio encerclada amb
cisteina a la posici6 103 de la CBS (Font propia, 2025). blau que afecta la proteina CBS (Font propia, 2025).

3.2.3. CBS(NM _000071.3):¢.[1039G>A] p.(Gly347Ser)

En aquest tercer cas, la mutacio correspon a un pacient de I’hospital Sant Joan de Déu i es troba a
la posicido 1039, on hi ha hagut un canvi d’una guanina per una adenina 1, per tant, a la posicid
347 de la CBS, el canvi d’una glicina (G) per una serina (S) (Figures 36 1 37).

La distancia que hi ha entre la glicina i el PLP és de 6.7 A, en canvi, quan es tracta de la serina,

la distancia és de 4.3 A.

Figura 36. Representacio en color taronja de 1’aminoacid Figura 37. Representacio de la CBS amb I’aminoacid
glicina a la posicié 347 de la CBS (Font propia, 2025). serina mutat a la posici6 347 (Font propia, 2025).

3.2.4. CBS(NM_000071.3):¢.[697T>G] p.(Tyr233Asp)

L’altima mutacidé també ha estat aportada per 1’hospital Sant Joan de Déu, se situa a la posicid
697 del CBS, provoca el canvi d’una timina per una guanina i, per tant, el canvi d’una tirosina

(Y) per un acid aspartic (D) a la posicié 233 (Figures 38 1 39).
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La distancia entre la tirosina i ’'HEM és de 3.2 A, la mateixa que entre 1’acid aspartic i el

cofactor, una vegada introduida la mutacié a I’estructura.

Figura 38. Representacio en color marrd de I’aminoacid Figura 39. Representacio de la CBS amb el lligand HEM de
tirosina de la CBS (Font propia, 2025). colors verd, blau i taronja i, al costat, I’aminoacid acid
aspartic mutat (Font propia, 2025).

3.2.5. Validacio de ’index de patogenicitat de les mutacions estudiades

Per ultim, s’ha observat I’index de patogenicitat de les mutacions a través de ’apartat de
“prediction confidence”, és a dir, I’apartat del PolyPhen-2 que indica el valor entre 0 i 1
corresponen a la patogenicitat dels errors genétics, en aquest cas, humans. Com es mostra a les
figures 40, 41, 42 143, les quatre mutacions presenten un index de patogenicitat d’1, és a dir, una
gran probabilitat de ser malignes i causar un perjudici (Figures 40, 41, 42 1 43). També¢ es pot
veure I’estructura 3D de la CBS mutada, a partir de la qual es basa el predictor, juntament amb
I’alineacié de la seqiliéncia que s’estudia amb la d’altres especies, per determinar-ne la

patogenicitat (Figura 44).

Protein Acc  Position AA; AA; Description

Bagiag 257 T M Canonical, RecName: Full=Cysiathionine beta-synthase; EC=4 2 1.22; AltName: Full=Beta-thionase; AltMame: Full=Serine sulftwdrase; Length: 551
Resuits
[+ Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.3r408
HumDiv
This mutation is predicted to e PROBABLY DAMAGING  wilh & score of 1.000 (sensilivity. 0.00, specificity. 1.00)
| 1
o.00 020 0.4 0.68 .80 1.8

Figura 40. Valor de patogenicitat de la mutacié T257M (Font propia, 2025).
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Protein Acc  Position AAy AA; Description

PS50 103 C R Canonical; RecName: Full=Cystathionin

Results

[+ PredictioniConfidence PolyPhon-2 v2.2.3r408
HumDiv

This mutation is predicied to be PROBABLY DAMAGING  with a score of 1.000 {sensitivity: 0.00; specificity: 1.00)

0.06 B.26 B.40 .60 .88 1.08

Figura 41. Valor de patogenicitat de la mutacié C103R (Font propia, 2025).

Protein Acc  Position AA;  AA; Description

P35520 347 G £ Canonical, RecName: Full=Cystathionine beia-cynihase, EC=4.2 122, AltName: Full=Beta-thionase, AfiName: Full=Serine sullydrase; Length. 551

Results

[+ Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.3r408
HumDiv

This mutation is predicted to be PROBABLY DAMAGING  with a score of 0.998 (sensi 0.27: specificity: 0.98)

a.08 8,28 8,48 8,68 8,88 1,80

Figura 42. Valor de patogenicitat de la mutacié G347S (Font propia, 2025).

Protein Acc  Fosition AAy AA; Description

Pagsag & 0O Can al RecHame: Full=t a-synihase, EC=4.2 1 22, AltName Full=Beia-thionase; AltName Full=Serine sulfh: ength: 531

Results

{+| Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.3rd08
HumbDiv

dedtobe PROBABLY DAMAGING wilh

Figura 43. Valor de patogenicitat de la mutacié Y233D (Font propia, 2025).

EntrylD: ShiAS
ChaimiD: D

Residue: T

ldentty: 93.7%

Overlap: 64.6% (156 aa)

Zoom into mutation || Reset view View size: =

Figura 44. Estructura 3D de ’enzim CBS amb la mutacié T257M de color vermell i blau (Font propia, 2025).
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4. Triptic informatiu sobre I’homocistinuria

4.1. Metodologia

L’ultima part del marc practic consisteix en I’elaboracié d’un triptic divulgatiu sobre
I’homocistintria, creat amb I’eina digital Canva i, amb la intencié d’aportar informaci6 sobre la

malaltia i sobre la seva causa, és a dir, les mutacions.

La idea apareix a partir de la visita a I’hospital Sant Joan de Déu, en qué s’observa que molts
pacients 1 les seves families, un cop son diagnosticats amb homocistintria, no acaben de
comprendre que és, que la causa o perque €s una malaltia hereditaria. Aquesta idea es confirma
en escoltar el testimoni de la P.C., en qué confirma que al rebre el diagnodstic de I’homocistindria,
no entén ben bé en que consisteix el trastorn. Aixi, es veu la necessitat de crear un triptic sobre la
patologia, apte per I’enteniment de tothom que el llegeixi.

Abans de crear el triptic, es dissenya un esborrany en paper (Figura 45) , per poder veure com
quedara un cop impres i un cop clara la idea del disseny i la informaci6é que ha de contenir, es
contacta amb I’estudiant de medicina Ferriol Camps, qui aconsella com fer el triptic més atractiu
1 interessant visualment. Un cop creat, el treball és revisat per les genetistes D. Y. 1 A. O., 1 pel
bioinformatic O. C., qui estan d’acord amb el fet que el full informatiu compleix els seus

objectius 1 presenta un contingut adequat.

Figura 45. Esborrany en paper del triptic sobre I’homocistintria (Font propia, 2025).
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4.2. Resultats

El triptic s’organitza en tres parts; a la portada i a I’interior s’hi responen preguntes sobre la
malaltia com “qué és I’homocistintria?”’, “qué 1’origina?”, “quins son els seus simptomes,
diagnostic i tractament?”. Llavors, hi ha un apartat on s’explica com s’hereta la malaltia, que es
tracta d’una patologia autosomica i que és recessiva. Per ultim, hi ha un glossari amb conceptes

que poden ser dificils d’entendre, com “al-lel” 1 “gen”.

La informacidé que apareix al triptic prové dels apartats 3,4 i 5 del marc teoric d’aquest treball i,
per tal de fer arribar la informaci6 del fullet a 1’hospital, s’envia a través del correu electronic a
’Angels Garcia i a la Mariela Mercedes, coordinadores de la planta de metabolisme de

I’hospital Sant Joan de Déu (Figura 46). El triptic complet es troba a I’annex IV.

Figura 46. Imatge de mostra del triptic sobre les mutacions (Font propia, 2025).
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5. Discussio

5.1. Estudi dels metodes d’analisi 1 diagnostic de
I’homocistinuria

A partir de la visita al laboratori de 1’hospital Sant Joan de Déu, s’adopta una visioé sobre el
cribratge neonatal diferent de la que es té préviament, ja que, al mostrar el procés que se segueix
per poder diagnosticar a un malalt amb homocistinuria i, les conseqiiéncies que pot arribar a
causar un diagnostic tarda, es demostra la importancia de la prova del talé per a la prevencio de
conseqiiéncies posteriors més greus. A la visita, ’A.O. explica la importancia del cribratge
neonatal per evitar simptomes com la luxacio dels ulls, que apareix quan hi ha un valor
d’homocisteina en sang major a 7,5 pmol/L, que és més del que es té els primers dies de vida
(moment en que es fa la prova del talo).

Per altra banda, a I’entrevista la P.C. explica que la V.A., al tenir un diagnostic tarda, va presentar
molts de simptomes que, fins a I’actualitat, comporten conseqiiéncies a la vida diaria de la
menor, ja sigui amb la necessitat de portar ulleres o amb dificultats d’aprenentatge. Aixo constata
aquesta rellevancia del cribratge neonatal i a més, fa reflexionar sobre la importancia de la
recerca, ja sigui per aconseguir nous métodes de diagnostic, de tractament o de farmacs. Es la
investigaci6 1 la recerca constant la que ha permées saber quin parametre cal observar per
diagnosticar una homocistindria, que va permetre descobrir quina mutaci6 té la V.A. i que permet
que cada any es diagnostiquin a més de 180 infants malalts amb homocistinuria o una de les

altres 26 malalties que es miren al cribratge neonatal.

5.1.1. Limitacions i futures recerques de la visita i ’entrevista

Aquesta primera part del marc practic presenta una limitacid, ja que tant la visita com 1’entrevista
s’han realitzat amb dades de la mateixa clinica, ¢€s a dir, de 1’hospital Sant Joan de Déu a
Barcelona. El fet de no haver tingut accés a més casos clinics, no permet congixer realment
I’afecte de la implantacio del cribratge neonatal, ni poder comparar quines eren les

conseqiiencies d’un diagnostic tarda en altres pacients. A la visita, es mostra com es va
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diagnosticar a la V.A., pero ella t¢ homocistinuria classica i, potser en altres casos, el metode
utilitzat per diagnosticar a la persona ¢s diferent, sigui perqué presenta uns simptomes inicials
diferents dels de la V.A., perqué a ’analitica es veuen uns valors d’homocisteina i metionina

molt o molt poc elevats, o perque la mutacioé que presenta no provoca la malaltia classica.

L’entrevista a la P.C. també correspon a un cas particular i, tot i que serveix per mostrar la
importancia del cribratge neonatal, s’haurien de fer moltes més entrevistes per poder intuir

realment que suposava un diagnostic tarda d’homocistinuria per a una familia.

Després de realitzar aquesta primera part de recerca, sorgeix la idea sobre si existiria la manera
de crear un buscador de mutacions com les que afecten la CBS que analitzés tot el genoma sense
comportar una gran despesa de diners, temps 1 material. D’aquesta manera, un cop s'hagués fet
I’analitica a un pacient amb simptomes corresponents a [’homocistiniria 1, els valors
d’homocisteina haguessin sortit elevats, es podria descobrir la mutaci6é que li esta provocant la
malaltia de manera rapida i sense necessitat d’ordenar i comparar el genoma en que hi ha la
mutaci6 amb un de salvatge manualment. Podria tractar-se d’un dispositiu d’alta tecnologia,
semblant als que utilitzen les persones diabétiques per poder-se mesurar el sucre, perd en

comptes d'observar el nivell de glucemia, calcularia les mutacions que té el pacient.

5.2. Analisi de la patogenicitat de mutacions que afecten la CBS

En aquest apartat del marc practic, s’analitzen quatre mutacions basant-se en tres factors; I'index
de patogenicitat, la distancia amb el lligand i el canvi d’aminoacid. Primerament, després
d’observar el grau de patogenicitat de les mutacions, s’afirma que totes sén patogéniques i que,
per tant, afecten un aminoacid important per a la majoria d’especies, en una zona molt

conservada de ’enzim.

Per altra banda, a I’hora de calcular les distancies entre les mutacions i els cofactors s’ha tingut
present I’apartat 1.6 del marc teoric 1 la hipotesi d’aquest treball, en que s’explica que, com més

a prop estigui un error genctic d’un Iligand, més li canviara la conformacié provocant aixi un
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perjudici en el centre regulador de I’enzim, que controla indirectament el centre actiu de la
proteina, activant-lo o inhibint-lo. Per tant, com menor sigui la distancia, major sera el grau
d’afectaci6 de la mutacio en la CBS.

Els resultats han mostrat que en la primera 1 quarta mutacid, no hi ha un canvi en la distancia
entre I’aminoacid salvatge 1 el mutat. Tot 1 aix0, la distancia entre la mutacié T257M i el lligand
PLP és de tan sols 2.6 A (poca distancia), fet que significa que I’afectacié d’aquest error sobre el
lligand pot ser important i perjudicial.

En la mutacié C103R, en canvi, quan hi ha ’aminoacid salvatge, la distancia amb el PLP ¢s de
21.3 A, mentre que quan hi ha una arginina, la distancia es redueix a 18.2 A, i tot i que sembli
que la mutaci6 ha de causar un perjudici greu en la CBS a causa que la distancia és menor,
I’analisi de I’index de patogenicitat fet amb el PolyPhen-2 ho rebutja, ja que és igual de
patogenica que les altres mutacions.

A continuacié, I’error genétic G347S presenta inicialment una distancia amb el lligand de 6.7 A
i, quan I’enzim estd mutat, la distancia entre la serina i el PLP és de 4.3 A. Per tant, tot i que
quan hi ha la glicina, la distancia sigui relativament llunyana del cofactor, quan hi ha la mutacio,
aquesta es redueix, fet que pot provocar un perjudici, ja que, a través del predictor PolyPhen-2,
es coneix que la zona en que es troba la glicina és rellevant per a la CBS.

L’ultima mutacid, com s’ha esmentat a I’inici del paragraf, tampoc presenta un canvi en la
distancia quan I’enzim es muta. A més, tot i que hi hagi una distancia de 3.4 A, és a dir, molt
poca, afecta el lligand HEM 1, no al PLP. Com s’explica a 1’apartat 4 del marc teoric, el PLP
resulta més important que ’HEM a causa que fins a I’actualitat no s’ha determinat la funcio
exacta de ’HEM. Per aix0, també s’ha observat la distancia entre la tirosina i el PLP, que és de
9,9 A, practicament igual que la que hi ha entre ’acid aspartic i aquest lligand, que és de 9,8 A.
Per tant, el grau d’afectacié sera molt poc quan s’observa ’HEM, perdo més perjudicial quan
s’observa la distancia amb el PLP.

Per ultim, es fa una classificacio de la mutacié més perjudicial a la menys perjudicial que mostra
que, segons la distancia que hi ha amb el lligand PLP, I’error T257M ¢és el que tindra un grau
d’afectacid6 major en la CBS, seguit de la mutaci6 G347S, llavors la Y233D 1, la menys

perjudicial, la C103R.
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Ara bé, aquesta classificacid no resulta correcte, ja que, al calcular I’index de patogenicitat, s’ha
observat que totes les mutacions estudiades son patogéniques, sense ser-ne una més que 1’altra.
Per tant, les prediccions realitzades a partir del calcul de les distancies amb el PLP, no es poden

confirmar, almenys amb aquestes quatre mutacions.

L’ultim factor estudiat a 1’analisi de les quatre mutacions és el canvi d’aminoacid que presenten;
en el cas de la primera mutacid, la treonina €s un aminoacid polar sense carrega i el seu radical
variable €és un grup metil (CH3), en canvi, la metionina és un aminoacid apolar/hidrofobic que té
com a radical el sofre (S). Per tant, la CBS sera menys soluble a causa de la preséncia de sofre en
la metionina (HyperPhysics, s.d.).

Continuant amb la mutacid que afecta la posicid 103 de la CBS, la cisteina és un aminoacid
essencial apolar 1 el seu radical variable és un grup tiol, que conté sofre. L’arginina, per altra
banda, és un aminoacid polar amb carrega positiva, i el seu grup R consisteix en una cadena de 3
carbonis, seguits d’un grup guanidina (un carboni unit a tres grups amino). Per tant, els dos
aminoacids tenen propietats molt diferents, ja que un té carrega i I’altre no 1, un conté sofre i
I’altre no, fet que provocara un canvi en I’estructura de la CBS (HyperPhysics, s.d.).

En tercer lloc, en la mutacié G3478S, la glicina és una molécula apolar que té com a grup R un
hidrogen (H) i1 es considera I’aminoacid més petit, a diferéncia de la serina, que té el radical
conformat per un grup hidroximetil, fet que el converteix en un aminoacid polar.

Per tant, en aquest cas, la proteina mutada sera més polar que la sana i, a més, tindra un radical
diferent, amb les propietats que aquest comporta (HyperPhysics, s.d.).

En el cas de la mutaci6 Y233D, la tirosina és un aminoacid polar sense carrega que es
caracteritza per presentar un compost aromatic en el seu radical lliure, a més d’un grup
hidroximetil. Per altra banda, 1’acid aspartic és una molécula polar amb carrega negativa 1, a més,
té un acid carboxilic 1 un grup metilé com a grup R. De nou, les diferéncies entre els dos
aminoacids son varies, per tant, els canvis en l’estructura i les propietats de la CBS també
canviaran; en aquest cas, la proteina mutada sera acida a causa de la carrega de 1’acid aspartic i,
també tindra una estructura diferent, a causa que la tirosina té el grup fenil en la seva composicid

quimica (HyperPhysics, s.d.).
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5.2.1. Limitacions i futures recerques de I’analisi

Primerament, un obstacle que s’ha trobat a I’hora de realitzar la practica amb el PyMOL ¢s que
només s’han utilitzat quatre mutacions per representar-les en la CBS 1, de la mateixa clinica.

Per poder fer una analisi de diverses mutacions, comparant-les i classificant-les, s’han de tenir
moltes més mostres, i de diferents cliniques. Si no, tot i que s’arribi a una conclusio, no es pot
afirmar cap hipotesi, ja que, pot ser, hi ha mutacions molt semblants que provoquen un canvi
molt diferent o, mutacions que varien segons la localitzacio en la qual es troben. Per tant, per
realitzar la practica correctament s’hauria de tenir accés a les dades d’una gran quantitat de

pacients, fet que no es té en aquest treball.

Per altra banda, a I’inici del marc practic, hi ha la creenga que el canvi d’aminoacid ¢€s el factor
que, al mutar-se, més perjudici provoca en la CBS, ja que provoca un canvi en l'estructura, la
conformacid 1 les propietats de 1’enzim, com la solubilitat o la carrega. Per aquest motiu,
s’analitza I’aminoacid salvatge i el mutat de cada mutacid. La intenci6 és poder-ne extreure prou
informaci6 per, posteriorment, poder deduir si hi ha canvis que provoquen un perjudici major
que altres, igual que s’ha fet amb 1’analisi de les distancies entre el PLP 1 els errors genétics.

Ara bé, la informaci6 trobada no permet fer-ne cap classificacid ni extraure'n cap conclusio, ja
que hi ha redactades les diferéncies entre els aminoacids, perd no se'ls ha donat cap “significat”.
Aix0 es deu a la manca de coneixement 1 de material que hi ha, perd que es necessita per poder
saber que provoca cada canvi, qué aporten els aminoacids estudiats a la CBS i, més en aquella
posicid en concret.

Es més, aquest treball crea nous dubtes com: concorda el grau d’afectacié provocat pel canvi
d’aminoacids d’una mutacidé amb la distancia entre aquesta 1 els lligands de la CBS? I si hi ha
factors que provoquen una conseqiiéncia més greu en I’enzim a part del canvi d’aminoacid? A
partir de descobrir quin canvi d’aminoacid és més perjudicial, es podria utilitzar aquest
coneixement per crear tractaments més especialitzats? I per diagnosticar als pacients?

Aquest canvi d’aminoacid pot provocar una nova classificacié de la malaltia en que, per
exemple, els aminoacids que tenen carrega i que al mutar-se la perden provoquen un tipus

d’homocistinuria i, els que adquireixen carrega, un altre tipus?
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Tots aquests dubtes, juntament amb altres que han anat apareixent a mesura que es feia aquesta
practica no es poden respondre en un treball com aquest, ja que no es té accés als recursos

necessaris.

Tot aix0d, d’aquest treball se n’extreu una primera base per a futures recerques relacionades amb
els aminoacids que conformen la CBS, en qué ja es té el marc teoric amb la informacid
considerada més rellevant i, un estudi amb una classificaci6 de quines mutacions sén més
perjudicials segons la distancia a la qual es troben del PLP.

A part, també hi ha I'analisi dels canvis d’aminoacid de cada mutacid que, tot i que fins ara no
hagi permes arribar a cap conclusio, també pot donar peu a nous experiments basats en aquest
coneixement.

Una nova hipotesi que es podria utilitzar per a aquestes proximes investigacions €s que, tenint en
compte que ja s’han classificat les mutacions segons la localitzacid en qué es troben, es podria
deduir que la mutaci6 que més a prop es troba del PLP, també €s la que té un canvi d’aminoacid
més perjudicial i, a partir d’aqui, proposar un experiment per comprovar si és cert o no.

L’experiment podria realitzar-se amb el PyMOL o amb nous programes com el Chimera X°.

5.3. Analisi de la utilitat del triptic informatiu per a les families

de ’hospital Sant Joan de Déu

El moment de donar un diagnostic és sempre molt complicat; tant per la familia que acaba de
saber que un membre esta malalt, com pel professional, que pot trobar-se en el fet que el pacient
no entengui quina malaltia té o perque la pateix. Per aixo és molt important tenir prou eines per
poder explicar clarament i amb un vocabulari entenedor el que esta succeint. El triptic sobre
I’homocistintria aconsegueix 1’objectiu de ser una eina per als metges i per les families afectades
per la malaltia per explicar en que consisteix el trastorn.

A més, el fet d’introduir un fullet informatiu dins un hospital com a metode d’introducci6 a una

malaltia pot incentivar a altres professionals o pacients a crear-ne més i sobre temes, i

° Programa digital de visualitzacié molecular extret del USCF Chimera, un altre programa interactiu.
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proporcionant aixi coneixement sobre altres malalties com la fenilcetontria, perd de manera

senzilla.

5.3.1. Limitacions i futures recerques del triptic

Al ser un treball cientific i amb vocabulari técnic, el fet de crear el triptic amb colors, figures 1
mots senzills va suposar una dificultat: la falta de creativitat. Es aquest el motiu pel que es
demana ajuda a en Ferriol Camps per als aspectes artistics del triptic.

A més, inicialment es crea un triptic sobre les mutacions, deixant un unic apartat per
I’homocistintria, pero, al veure l'escassa relacio entre aquest tema i la resta del marc practic, es
decideix refer el full informatiu i, en aquest cas, enfocar-se amb la malaltia en si i en la genética
que I’envolta. Tot 1 aixd, aquest canvi provoca que, en enviar el triptic a I’hospital Sant Joan de
Déu, no hi hagi temps de rebre una resposta sobre si s'utilitza amb els pacients o no i, sobre si es
té al cap utilitzar aquest metode per explicar més clarament a les families en que consisteixen les
seves malalties.

En aquest cas, potser seria bo haver impres 1 entregat presencialment els fullets a I’hospital, per
assegurar-se aixi que es disposen en punts del centre, perd també, per explicar en que consisteix

la idea 1 perque pot ser util.
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CONCLUSIONS

En primer lloc, tenint en compte els objectius teorics proposats, s’ha aconseguit coneixer i
entendre la majoria de conceptes que engloben la genética i les proteines, entre ells les malalties
hereditaries o les mutacions. S’ha aprofundit sobretot en els conceptes d’enzim, del metabolisme
de I’homocisteina i d’aquesta molecula en si, ja que son paraules clau per a I’enteniment correcte
del marc practic. A més, gracies a la recerca en llocs web com el Protein Data Bank i el National
Library of Medicine, s’ha pogut comprendre quin és el gen mutat en I’homocistintria, 1 a quin
enzim perjudica, entenent aixi quin afecte tenen les mutacions i, per tant, quins simptomes
expressa la malaltia. De fet, a partir d’aquest segon objectiu, s’ha pogut comprendre per que
I’homocistiniria €s una malaltia genética 1, gracies a la lectura de diversos articles cientifics,
també s’ha conegut com s’hereta aquesta patologia, els simptomes, diagnostic 1 tractament que

presenta, 1 altres caracteristiques.

A continuacio, en relacié amb els objectius practics, gracies a la visita a I’hospital Sant Joan de
Déu i a I’entrevista a la mare de la V.A., s’ha pogut entendre i visualitzar en primera persona el
metode de diagnostic previ al 2012 que s’utilitza per detectar una homocistinuiria, entenent aixi,
com es du a terme una prova de la quantitat d’aminoacids o una analisi genética i, la importancia

del cribratge neonatal.

En tercer lloc, la visita a 'IDIBGI i la reuni6 amb 1’0O.C. han perm¢s acabar de consolidar
conceptes del marc tedric i, poder-ne afegir de nous com “dimer” o “lligand”. A més, la
representacio de la CBS digitalment mitjangant el PyMOL ha permes confirmar I’estructura de la
proteina que ja es descriu al marc tedric. Posteriorment, s’han analitzat quatre mutacions que
afecten el gen CBS 1 s’ha vist el canvi que provoquen en I’estructura de I’enzim. Tot 1 aixo, pels
motius argumentats a ’apartat de discussid, com ho son la falta de coneixement sobre altres
factors que provoquen una conseqiiencia en la CBS quan hi ha una mutaci6, no s’ha pogut

observar el grau d’afectacié que tenen les mutacions.
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Per ultim, I’elaboracié del triptic sobre ’homocistiniria ha aconseguit arribar a I’hospital Sant
Joan de Déu per poder ajudar a les families. Per tant, s’ha assolit I’objectiu d’intentar ajudar a
entendre que és la malaltia 1, a més, el triptic podra impulsar a altres pacients amb homocistindria

1 a persones sanes a informar-se sobre el mon dels errors congenits 1 dels trastorns metabolics.

Finalment, a partir de les practiques dutes a terme en aquest treball de recerca, no es rebutja la
primera hipotesi, ja que, tant la visita al laboratori genétic com ’entrevista al P.C. confirmen la
importancia del cribratge neonatal i els beneficis que aquest ha tingut amb relaci6 a la qualitat de
vida de les persones amb homocistintria. Pel que fa a la segona hipotesi, a causa de la falta de
recursos, no es pot concloure si la hipotesi és rebutjable o no, ja que, no s'ha trobat la relaci
entre la distancia des de la mutaci6 fins al PLP i el nivell d’afectaci6 en la CBS, perd al només
haver estudiat quatre mutacions, podria ser que hi hagués casos en que si que hi ha una relacio. A
més, tampoc s’ha pogut comprovar si segons la carrega, el canvi d’aminoacid pot perjudicar més

o menys I’enzim.
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ANNEXOS

1. Annex I: Tutorial per fer una analisi de la quantitat
d’aminoacids d’una mostra de sang, orina o liquid
cefalorraquidi

Procediment

Les mostres de plasma, orina i liquid cefalorraquidi (LCR) s'analitzaran juntament amb la corba
de calibratge 1 els dos controls interns. El control extern de qualitat s'analitzara quan
correspongui i la seva preparacio és igual que la de determinacié d'aminoacids en plasma, sang
seca, orina, LCR, les mostres dels pacients, calibradors i controls interns.

Quan s'analitza una mostra de sang seca, es prepara en paral-lel la corba de calibratge i els dos

controls interns amb la preparacio especifica de sang seca.

1) Plasma, orina, calibrador i controls interns i externs de qualitat
En un tub eppendorf d'l,5 mL, addicionar:

-10 uL de mostra, solucio6 de treball del calibrador, controls interns o externs
-10 pL de soluci6 d'aminoacids marcats

Agitar en vortex 1 afegir:

-60 puL de metanol + 0,1% acid formic.

Agitar 1 centrifugar 10 min a 12.000 g

En un vial de vidre del cromatograf addicionar:

-35 pL de tampd Borat

-5 ul del sobrenedant

Agitar en vortex 1 afegir:

-10 pL del derivatitzant

Agitar en vortex 1 tapar amb el tap pretallat

Incubar 10 min a 55 °C a ’estufa

61



El resultat d’una mutacio en el gen CBS: I’homocistinuiria Olivia Arellano Camps

Injectar directament 2 pL en el cromatograf
En cas de no tenir suficient quantitat de mostra ajustarem els volums a la quantitat de que

disposem.

2) Liquid cefalorraquidi (LCR)

-10 pL d'LCR

-10 pL de solucié d'aminoacids marcats

Agitar en vortex.

En un vial de vidre del cromatograf addicionar:
-35 pL de tampd Borat.

-5 ul de la solucié anterior

Agitar en vortex 1 afegir:

-10 pL del derivatitzant.

Agitar en vortex 1 tapar amb el tap pretallat
Incubar 10 min a 55 °C a I’estufa

Injectar directament 2 pL en el cromatograf
En cas de no tenir suficient quantitat de mostra ajustarem els volums a la quantitat de que

disposem

2. Annex II: Entrevista ala P. C.

Bon dia, comencarem aquesta entrevista amb la presentacio d’un familiar de la V.
Arellano, pacient amb homocistiniria classica; com es diu i quina relacié té amb la V. A.?
Bon dia, jo em dic P. C. i soc la progenitora de la V. A. El meu home és en J. M. A.i tenim dos

fills més a part de la V. La V. té 14 anys, mentre que els seus germans tenen 17 1 11 anys.

D’acord, perfecte. En aquesta entrevista ens centrarem en la malaltia de la V.A. Sabem que
I'Homocistinuria és un trastorn relacionat amb el metabolisme de 1’homocisteina,
provocant un augment d’aquesta molécula en orina i sang. Vosté n’havia escoltat mai a

parlar d’aquesta malaltia abans de tenir a la seva filla?
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La veritat és que no; jo desconeixia el mon de les malalties genctiques 1 metaboliques, ja que en
el meu entorn no hi havia cap familiar ni amistat amb una malaltia minoritaria. Com a molt et

diria que en sabia alguna cosa de les malalties metaboliques més comunes, com la diabetis.

Per tant, tampoc coneixia els simptomes que provoca I'Homocistinuria, veritat?

Veritat.

Llavors, com va saber que la V. A. patia aquesta malaltia? Quins simptomes presentava al
moment del diagnostic?

Desconeixiem que la V. patis cap malaltia, pero, als tres anys la varem portar al psicoleg perque
tenia un comportament d’extrems i com, manies. Abans haviem fet una consulta a la pediatra
respecte possibles dificultats visuals, pero era massa petita per col-laborar amb les proves i, es va
decidir esperar una mica més. Per aixo, cap membre de la familia es va adonar dels simptomes.
La V. va passar els seus primers 3 2 anys de vida sense cap problema greu, seguin les visites al
pediatre sense cap sospita preocupant i anant a I’escola bressol igual que tots els altres nens i
nenes.

Si que és cert que tenia caracteristiques fisiques diferents de les meves o d'en J. M., com el color
de cabells, ja que els seus eren rossos i molt rissats mentre que els nostres son negres i llisos. A
més, la V. estava for¢a grassoneta i amb un color de pell sempre rosat, a diferéncia de la seva
germana gran. Els trets fisics no van donar lloc a sospita perque dins la meva familia (materna)
hi ha molta varietat, amb gent rossa i rissada.

A part, s'irritava 1 plorava amb facilitat, sobretot quan intentava relacionar-se amb altres infants o
amb jocs de més precisio.

Cap mestre va fer referéncia a aquestes caracteristiques com a part d’una malaltia, fins que va
comengar la primaria, a I’escola Castellum. Al cap de poc d’haver comencat, en una reunio, les
tutores van comentar-nos a mi i en J.M. que la V. semblava no veure la profunditat, per exemple,
quan baixava escales i, també¢, un dia a classe, mentre explicaven un conte, ella es va girar i va

desconnectar, ra6 per la qual varem buscar un oftalmoleg especialitzat amb nens.
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Quin oculista vau visitar? Quines proves va fer i a quina conclusio6 va arribar?

El que ens va recomanar la mateixa escola va ser anar amb una oftalmologa, I’E. Sales, qui
recordo que deia que veia unes ombres dins els ulls de la V., perd no podia fer-ne un diagnostic,
més perque la V. col-laborava poc. Per aixo, I’E. Sales va demanar un altre estudi, per descartar

possibles patologies relacionades.

I aquest segon cop, a quin ocultista van? Els informa de novetats?

El segon cop vam visitar I'Institut Oftalmologic del Pilar (Barcelona), amb una optometrista que
ens havia recomanat I’E. Sales, i que va trobar una magna miopia en els dos ulls 1 sospites que
pogués haver-hi un problema en la formacié de 1’ull.

Fins i tot, ens varen parlar del recurs de I’ONCE (organitzacio pels cecs). Per aquest motiu, ens

van derivar a ’Hospital Sant Joan de Déu.

D’acord, per tant, en aquest moment estan a I'any 2015, ja conscients que la seva filla pot
tenir una malaltia més greu del que esperaven i visitant les Urgeéncies de I’Hospital Sant
Joan de Déu.

Exactament. Arran de I’altima visita, el 20 de febrer varem demanar visita urgent pagant a I’H.
S.J. de D. i la Dra. Vidal de seguida va veure un desplagament del cristal-li i un moviment rapid
a la retina, i ens va dir que eren simptomes d’una malaltia i que hi podria haver altres organs
afectats.

Ens va parlar de tres possibles malalties, una d’elles 'Homocistinuria i ens va dir que anéssim al
servei d’urgéncies de I’H. S.J. de D. per fer proves, perd a urgéncies no podien fer aquestes
proves i ens van derivar a consultes externes.

Gracies a un contacte varem aconseguir visita amb la neurologa al cap de 15 dies i amb diverses
proves com un estudi genétic, s’arriba a fer el diagnostic de la malaltia.

Recordo molt la conversa amb 1’oftalmologa de I’H. que em va dir que el problema visual es
podria solucionar operant i que el millor era el Dr. J. Catala, i amb relaci6 a la malaltia, va dir
que saber és poder i potser amb tractament la V. experimentaria molt més benestar i aixo va ser

molt important escoltar-ho.
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Li fan una analitica a més de I’estudi genétic?

Si, a I’H. S.J. de D. li van fer una analitica de sang a la V. i els resultats ja van indicar una
Homocistintria, ja que els valors d'homocisteina eren de 220 i els de metionina, 256. Al mateix
temps vam rebre els resultats de 1’estudi genetic, que confirmen 1’Homocistinuria classica,
causada per dues mutacions provinents dels progenitors en heterozigosis afectant el gen CBS.

A partir d’aqui ens van recomanar fer analitiques als altres membres de la familia per
assegurar-se que ningu més té la malaltia. Per sort, cap dels germans pateix la malaltia, tot 1 que

tenen un 50% de possibilitats de ser portadors d’una de les mutacions.

Un cop se us dona el diagnostic, que ocorre? Hi ha un tractament? Si és que si, quin és?
Resulta que no hi ha cap tractament definitiu per ’Homocistintria, per tant, no existeix una cura
per aquesta malaltia. Tot i aix0, si que hi ha tractaments majoritariament relacionats amb
I’alimentacio, per exemple, la primera pauta dietética nutricional que ens van proposar per la V.
restringia les racions de lactics a 0 per dia, de carns, peixos i ou a 1 racid per dia, de fécules a 1
racio per dia 1, en canvi, 2 o 3 racions de verdures 1 fruites per dia, com a minim. En un primer
moment, la restriccid va ser progressiva i menjava una mica de carn, peix o ous per evitar que la
V. entres en un xoc pel canvi tan radical d’alimentacio.

A més, li recepten 2 brics de Cooler HCU al dia en dies alterns, com a suplement, ja que deixa
d’ingerir molta quantitat de proteina. El Cooler €s un preparat bevible amb totes les proteines
menys les quals no pot processar perque pugui créixer adequadament.

La idea era que la proteina més rica, no s'ingeris i la mitjanament rica, de forma pautada. En

canvi, podia menjar sense restriccions verdura, fruita i tubercles.

I per tractar la luxacio de cristal-li dels dos ulls?

Doncs el mateix any 2015 també la van operar al S.J. de D., el Dr. Catala, qui li va posar lents
intraoculars.

Tot i aix0, a causa de la pérdua de visidé que havia tingut i el panic a la majoria de coses que es

mouen que havia desenvolupat la V. Arellano, la vam apuntar a hipica, perque estigues en
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contacte amb animals, sense necessitat de veure’ls. A causa d’aix0, se li va moure una lent i
I’any 2017 la van haver de tornar a operar, limitant-nos els tipus d’esport que podia fer (trotar no

era recomanable per I’impacte).

Va notar canvis en les caracteristiques que comentava anteriorment de la V. un cop va
iniciar el tractament?

Si, cada dos o tres mesos anavem a fer analitiques i, ens va alegrar molt saber que el setembre de
2015 els valors d’homocisteina de la V. eren de 37,64 1 els de metionina, de 55 1, tot 1 que I’ideal
en una persona normal seria menys de 7,5 1 menys de 37 pumol/L, perd en la V. era de menys de
50. Aixo significava que el tractament estava funcionant i aconseguir que els valors d’aquestes
particules baixessin, sent aixi menys toxiques.

En I'ambit emocional, de seguida va estar més tranquil-la 1 amb benestar. Va ser un canvi total; al
cap de poc, també es van veure canvis fisics, com 1’enfosquiment dels cabells i la pell molt més

bonica 1 hidratada.

A causa de la malaltia, molts pacients tenen problemes relacionats amb el sistema nervios,
fet que pot provocar trastorns mentals com brots psicotics, estrés o ansietat. Com ho va
portar la seva filla?

El desembre del 2015 vam visitar un psicoleg de I’Hospital S.J. de D. En aquell moment ja feia
uns mesos que seguia el tractament dietetic 1 farmacologic, amb bons resultats fins al moment.

Li fan testos com el de Vineland, que mesura la maduresa social, el test de Kaufman 1 el de
Wechsler, que mesuren la intel-ligéncia, arribant a la conclusidé que la V. presenta un
funcionament adaptatiu adequat, perd que les proves no permeten realitzar una estimacid
adequada de la capacitat intel-lectual global donades les diferéncies en el rendiment de diferents
tasques.

Més tard, ’any 2017, la psiquiatra D. Polo torna a fer les proves, aquest cop concloent que la V.
presenta dificultats a nivell atencional que podrien interferir en el rendiment de diverses tasques i

en el funcionament adaptatiu de la nena en diferents entorns.
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A més, es recomana que més endavant es faci un altre control per descartar un augment
d’aquestes dificultats.

Tot 1 aix0, la toxicitat propia de la malaltia no va causar-li afectaci6 a nivell de trastorns mentals i
en aquest sentit esta molt bé. Potser per la malaltia, ha desenvolupat una resiliéncia important 1

paciencia, aspectes que 1’ajuden molt en el seu desenvolupament.

Aquest control es fa? Quan? I quins son els resultats?

L’any 2022 vam portar a la V. al servei de Neuropsicologia de I’H. S.J. de D. perque li fessin un
nou estudi 1 va resultar que la V. té disléxia i discalculia (lleu).

A part, ’any 2023 en ple inici de 1’adolescencia i com és propi d’aquesta etapa de voler provar
coses “prohibides” o noves, va menjar alguns productes amb proteina (iogurts de fruita,
formatge, xocolata), donant lloc a uns nivells d’homocisteina en sang massa elevats i1 actualment

la dieta és el maxim restrictiu que pot ser.

Molt bé, ara enfocant-se en el present, hi ha hagut canvis en el tractament que segueix la V.
Arellano?

Si, el tractament que segueix varia segons 1’edat. Per aixo, a part de seguir amb la restriccio
alimentaria, la qual ara estd més limitada, ja que ja no menja llegums o patates, també pren una

gran quantitat de suplements.

Amb suplements es refereix als Coolers?

No, els Coolers els segueix prenent i, actualment en pren 5 al dia, perdo a més, també pren una
medicina a base de betaina i un coctel de vitamines, com la B6, la B12, la C 1 acid folic. 1
darrerament un suplement alimentari com el seleni. Amb aix0, es busca suplir la manca de
funcionament del gen 1 que els processos metabolics puguin donar-se; es busca que la cisteina

augmenti i estigui dins dels parametres pel bon funcionament de 1’organisme.

Per ultim, en els dltims anys, s’ha fet alguna prova més o s’ha afegit alguna cosa al

diagnostic inicial?
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Si, I’any 2019 vam anar al podoleg, a la Clinica del Peu. Alla ens van explicar que, com que
I'Homocistinria provoca una hiperlaxitud, la V. tenia hiperlaxitud lligamentosa, és a dir,

pronacid, i com a tractament, actualment porta un suport plantar.

Hi ha alguna cosa més que considera rellevant per espentar en ’entrevista?

No, com a maxim comentar-te que des de fa ja uns 5 o 6 anys, visitem [’Hospital S.J. de D. dos o
tres cops a l'any per fer controls amb la nutricionista, la neurologa i per fer analitiques. A més,
cada 5 anys es fa una revisioé del cor i els vasos, tot i que fins no ha tingut cap afectacid
funcional, es fa per protocol.

La V. porta una vida molt normal on ella mateixa a vegades comenta que no recorda que tingui
una malaltia i com a familia, no hem deixat de viatjar i fer coses adaptant-nos al tema de
I’alimentacio, per exemple, portem els seus aliments, “tuppers” 1 sempre busquem llocs per
poder cuinar.

Els aliments baixos en proteina es compren a una botigueta gestionada per 1’associaciéo PKU, que
compra productes baixos en proteina (pastes, arros, xocolata, etc.) i els ven al mateix hospital

Sant Joan de Déu. Es complicat, perd gent trempada busca solucions.

3. Annex III: Tutorials per utilitzar I’eina digital PyMOL

# Tutorial PyMOL
1. Instal-lacio de PyMOL

Primer de tot, has de descarregar PyMOL. Accedeix a la pagina oficial:_https://pymol.org

Descarrega la versio corresponent al teu sistema operatiu (Windows o Mac).

2. Carregar D’estructura de la proteina

Busca al teu ordinador I’arxiu 1jbq.pdbl, que hauries rebut com a adjunt en el correu. Per
exemple, pot estar a: CopiarEditar; Descargas/1jbqg.pdbl

Obre PyMOL i selecciona: rust; CopiarEditar; File; Open; Descargas/1jbg.pdbl

Apareixera I’estructura de la proteina. Aquesta proteina és un homodimer, és a dir, esta formada

per dues cadenes identiques.
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3. Utilitzar el “command line”
Per continuar amb el tutorial, farem servir el command line de PyMOL.
Aqui ¢és on has d’introduir cada comanda escrita en vermell en aquest tutorial 1 prémer enter.

Veuras que et va realitzant diferents accions que estan explicades en aquest document:

4. Estructures de la proteina

- Estructura primaria: La seqiiéncia d’aminoacids de la proteina.

Per visualitzar-la: set seq view, on

Podras veure que sota la command line s’activa una vista amb la seqiliencia de les cadenes A i1 B.

- Estructura secundaria: Fixa’t en les formes dins la proteina:

e Helix: estructura alfa-helix

e Fletxa: lamina beta

e Fils: loops o regions desordenades

- Estructura terciaria: Es el plegament tridimensional d’una unica cadena de la proteina.

- Estructura quaternaria: Forma de la proteina quan t¢ més d’una cadena. Per destacar-ho,
pintem les cadenes: color cyan, chain A

Aix0 et permet distingir les dues cadenes per color 1 entendre millor la seva estructura

quaternaria.

5. Visualitzar els substrats (lligands)

Moltes proteines interaccionen amb substrats per dur a terme la seva funci6. En aquesta
part ens centrarem en la visualitzaci6 dels substrats:

En aquest cas tenim dos substrats: HEM i PLP que son essencials per la funcio6 de la
proteina:

select my_heme, resn HEM

select my_ plp, resn PLP

create heme obj, my heme create plp obj, my plp

hide cartoon, my heme

69



El resultat d’una mutacio en el gen CBS: I’homocistinuiria Olivia Arellano Camps

hide cartoon, my_ plp

util.cbag heme obj

orient heme obj

Ara veuras el substrat HEM amb els atoms pintats segons el tipus (C = verd, N = blau, Fe =
taronja, O = vermell).

Anem ara a representar el segon substrat PLP:

util.cbag my plp

oreint my_plp

Ara veuras PLP amb la mateixa codificacio de colors.

6. Visualitzar residus d’interés (mutacions)

Per tal de visualitzar-ho correctament juga amb la rodeta del ratoli mentre prems el boto
dret per allunyar i apropar la imatge. També juga amb la rodeta del ratoli tot sol per
visualitzar més o menys parts de la proteina.

- Thr 257

select thr257 res, 1jbq and chain A and resi 257

hide cartoon, thr257 res

show sticks, thr257 res

color yellow, thr257 res

orient thr257 res

- CYS103 en rosa

select cys103 res, 1jbq and chain A and resi 103
hide cartoon, cys103 res

show sticks, cys103 res

color pink, cys103 res

- GLY 347 en tronja
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select gly347 res, 1jbq and chain A and resi 347
hide cartoon, gly347 res
show sticks, gly347 res

color orange, gly347 res

- ARG379 en blanc

select arg379 res, 1jbq and chain A and resi 379
hide cartoon, arg379 res

show sticks, arg379 res

color orange, arg379 res

- THR191 en lila

select thr191 res, 1jbq and chain A and resi 191
hide cartoon, thr191 res

show sticks, thr191 res

color purple, thr191 res

- TYR233 en marr6

select tyr233 res, 1jbq and chain A and resi 233
hide cartoon, tyr233 res

show sticks, tyr233 res

color brown, tyr233 res

7. Introduccié de mutacions en una proteina

Identifica el residu que volem mutar, en aquest cas Thr257:

select thr257, resi 257 and chain A
show sticks, thr257

color red, thr257

zoom thr257, 10
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Obre el panell de mutagenesis: Wizard; Mutagenesis; Protein

Segueix la instruccio que apareix sota la seqiiencia: pick a residue...

Selecciona la Thr257 de la seqiiéncia primaria (la veuras en vermell).

Un cop seleccionada, apareixera: Select a rotamer for 1jbg/A/THR*257 or pick a new residue

Mantén premut el boto dret del ratoli sobre No mutation al panell de mutagenesis.

Selecciona MET, I’aminoacid que vols introduir i prem Apply.

4. Annex IV: Document del triptic sobre I’homocistinuria

COM SHERETA?

L'homocistintiria és causada per
una mutacio al gen CBS.,

Es una malaltia autosomica, és
a dir, que no afecta els gens

sexuals (XX i XY). A mes, és
recessiva, per tant, perque la
malaltia es pugui expressar, la
persona ha de tenir els dos
allels mutats. Si nomes en te un
de mutat, |a persona tindra la
mutacio, perd no la malaltia.

CLOSSARI

Allel

Cadascuna de les formes alternatives que
pot presentar un gen i que expressa
diferentment un mateix caracter.

Aminoacid

Molécula amb un grup amino i un
carboxil, que s'uneix amb altres per formar
les proteines.

Enzim

Biocatalitzadors, la major part d'estructura
proteica, que augmenten la velocitat de
reaccions quimigues especifiques.

Gen

Fragments d'ADN que contenen la
informacio biologica d’un organisme.

Homocisteina

Es produeix a partir de la degradacio de
la metionina, un aminoacid essencial.
Forma la cistationina gue, posteriorment
sera, cisteina
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L'homocistinuria és una
malaltia minoritaria, és a
dir, gue només la pateix
una petita part de la
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Rxlan | HERgeiy g _ Els simptomes son diversos,

formada per s L

: : . | entre ells problemes de visio
aminoacids com la metionina, QUE lOP'GINﬂ? litacio del cristatli),
que un cop esta al nostre cos, alteracions del sistema

EFEORVE IR esqueletic | cardiovascular,

L’homocisteina : es trastorns  d’aprenentatge,
transformada en cisteina (un danys en la produccio de

altre. aminoacid) gracies a collagen i de fibres

v . pero, si hi ha una elastiques i més.
en aquest enzim, no

e g SIMPTOMES
per lorganisme. Aixi _

sorgeix 'homocistinuria

DINGNOSTIC

El tractament principal consisteix
en una dieta baixa en proteines

Actualment, l'homocistinuria
es diagnostica a traves del
cribratge neonatal. Aquesta
prova consisteix en una
analitica de sang que es fa als
nadons de 48h en qué mira si
pateixen una de 26 malalties,
entre elles, la fibrosi quistica o
la fenilcetonuria.

&

Per compensar la
manca de proteina,
també es prenen
coolers | altres
suplements
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