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RESUMEN

Resumen: FBXL4 (F-box and leucine repeat rich 4) es un gen nuclear cuyas mutaciones pueden provocar
un cuadro de mioencefalopatia mitocondrial (denominada MTPS13). De descubrimiento reciente,
describimos en este trabajo de revision 37 casos, 2 de ellos no publicados. Todos los sujetos presentan
aumento en los niveles de lactato, hipotonia y retraso en el desarrollo psicomotor, causado por una
leucoencefalopatia crénica que evoluciona con atrofia cerebral difusa. Puede haber otros sintomas
organicos y muerte temprana. La proteina FBXL4 se localiza en el espacio intermembrana mitocondrial
aunque su funcién exacta se desconoce todavia. Su déficit provoca deplecion de DNA mitocondrial y
descenso en la actividad de los complejos de la cadena respiratoria. El diagndstico debe incluir estudio
anatomopatoldgico, RMN y estudio genético. No existe tratamiento efectivo. Por tanto, FBXL4 aparece
como una nueva causa de mioencefalopatia de origen mitocondrial.

Abstract: FBXL4 (F-box and leucine repeat rich 4) is a nuclear gene whose mutations may cause a
mitochondrial mioencephalopaty syndrome, named MTPS13. After its recent discovery, there are 35
subjects described in literature. Here, we review all them and we add 2 unpublished cases. All affected
subjects show early-onset lactic academia, hypotonia and developmental delay caused by
encephalopathy leading to diffuse brain atrophy. Protein FBXL4 is known to place in the intermembrane
space of the mitochondria, although its precise function remains undetermined with precision. The
physiopathology involves mtDNA depletion in muscle and markedly reduced function of respiratory
chain complexes. For diagnosis, pathology and genetic studies, and MRI images are required. No
effective treatment has been found up to date. Consequently, FBXL4 appears as a new cause of
mitochondrial encephalomyopathy.




INTRODUCCION

1. La mitocondria

Las mitocondrias son organulos de membrana de pequefio tamafio, de 0.5 a 1 um, con forma alargada.
Son organulos dindmicos que cambian su forma, se fusionan y dividen y se asocian estratégicamente
con los elementos del citoesqueleto. Estdn presentes en practicamente todas las células eucariotas en
numero variable, de unas pocas decenas a varios miles!.

Llama la atencion de estos orgdnulos su doble membrana, denominadas membrana mitocondrial
interna y la membrana mitocondrial externa, diferentes en composicién y estructura. Mientras que la
membrana mitocondrial externa presenta una gran permeabilidad, no pasa asi en la membrana
mitocondrial interna, que es mucho mas selectiva para el paso de proteinas y otras moléculas. La
mitocondria presenta varias funciones metabdlicas pero la principal y de importancia capital es la
produccién de ATP a partir del sistema de fosforilacidn oxidativa (OXPHOS). Lo componen 5 complejos
gue se componen en total de 90 polipéptidos, complejos macroproteicos localizados en la membrana
mitocondrial interna.

Este sistema constituye la fase culminante del metabolismo de produccidn de energia en los organismos
aerobios. Como resultado final, se reduce O, a H,0 gracias a los electrones del NADH+ H*y el FADH,
generado en el ciclo de Krebs, que son transferidos a través de los complejos del sistema oxphos,
mediante reacciones de éxido-reduccion. En el proceso, se bombea H* al espacio intermembrana, y se
genera un gradiente electroquimico, energia que se emplea en generar ATP a partir de ADP + Pi en el
proceso de retorno de protones a la matriz mitocondrial.!!

El resto de funciones de la mitocondria comprenden la B-oxidacidn, el ciclo de la urea, el metabolismo
de los aminodcidos, la biosintesis del grupo hemo, la homeostasis del calcio y la eliminacién de las
especies reactivas de oxigeno (ROS), entre otras.

Las mitocondrias poseen su propio sistema genético, lo cual es una particularidad notable. Contienen
su propio ADN, el ADN mitocondrial (ADNmt), pero muchas de las proteinas de las que se sirve el
organulo estan codificadas en el ADN nuclear (ADNn). EIl ADNmt es un sistema de doble cadena circular
con 16569 pares de bases, con informacion para 37 genes. Codifica para 13 ARNm, todos ellos
codificantes de subunidades de los complejos del sistema OXPHOS, 2 ARNry 22 ARNt.

En el ADNmt los genes se encuentran dispuestos de manera similar a como lo hacen en los organismos
procariotas, unos a continuacién de otros sin regiones espaciadoras ni intrones. Las cadenas se
denominan H (de heavy) y L (de light) y codifican para 28 y 9 genes respectivamente. Su splicing es
particular; los genes de ARNt se localizan intercaldndose entre los otros genes, de manera que al adoptar
estructura terciara, provocan un splicing mecanico. No se aflade capucha ni cola de poliA.

El modo de replicacién es conocido desde los afios 70. Se replica de forma unidireccional y asimétrica,
utilizando para ello dos origenes de replicacion Oy y O. La replicacion empieza en Oy con la cadena
pesada, efectuada por la ADN polimerasa y partir de un cebador sintetizado por la enzima primasa; y
continla hasta que llega a O, momento en el cual comienza la replicacién de la segunda cadena.

2. Patologia en la mitocondria

La mitocondria, por su rol central en la biogénesis de ATP y otros procesos, se sitla en el origen
fisiopatoldgico de numerosas patologias, cuando alguna de las proteinas necesarias para su
funcionamiento no se produce de manera correcta.




La mitocondria es el Unico organulo en R
las células animales que esta regulado
por un sistema genético doble. Esto se
explica por la teoria endosimibidtica y
se debe a que, en algin momento

BUCLE 0 \

Thr

ﬁ

val \15. L e
" Phe

DA S Cylb
durante la evolucién, la mayoria de los % BN v
genes de la bacteria purpura primitiva » Glu \ A\
qgue dio lugar a las mitocondrias se Ho:6
trasladé al nudcleo. Hay evidencias que 0 e ;1 t=Gin .
asi lo indican, como la similitud de | No2\\ \ A%y, CADENA

LIGERA
dichos genes con genes bacterianos

La mayoria de proteinas que acttdan en
la mitocondria son importadas desde el
citosol; todas, de hecho, salvo los 13
polipéptidos que codifica el ADNmt.

LYS ArPasa6 com

ATPasa8 /
\———

Por ello, podemos clasificar los tipos de
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patologias genéticas mitocondriales
en dos tipos claramente
diferenciados: las de origen
mitocondrial y las de origen nuclear.

Figura 1. Esquema de la disposicidn génica en el ADN
mitocondrial. Modificado de Montoya y cols [1]

2.1.Patologias genéticas mitocondriales del ADNmt

Como ya se ha mencionado previamente, el ADNmt codifica para 37 genes, de los cuales 13 traducen
polipéptidos. No obstante, una mutacién deletérea en cualquiera de los genes puede causar patologia.

La patologia genética del ADN mitocondrial presenta particularidades con respecto a las patologias
genéticas clasicas, que se deben entender a partir de ciertas caracteristicas que diferencian el ADNmt
del ADNn.

- Modo de herencia: Se hereda exclusivamente por via materna, ya que las copias de ADNmt de
los espermatozoides son eliminadas tempranamente

- Alta tasa de mutacién: Es muy vulnerable, y presenta una tasa de mutacién espontanea 10-20
veces superior a la del ADNn. Se debe a varios factores, como la alta producciéon de ROS; la
relativa desproteccién de la cadena de ADNmt al no estar unidos a histonas, y un deficiente
sistema de reparacion. Se ha relacionado la acumulaciéon de mutaciones con el envejecimiento.

- Poliplasmia: Hay 2-10 copias por mitocondria. y de 1000 a 10000 copias en total por célula. Por
la alta tasa de mutacidn, pueden producirse mutaciones durante el desarrollo que en el
organismo ya formado den lugar a dos poblaciones de ADNmt: una wild type y otra mutante,
fendbmeno denominado heteroplasmia. Esto explica que el ADN mitocondrial pueda estar
mutado en unos tejidos y en otros no, o sélo en ciertas células, lo que se manifiesta clinicamente
como heterogeneidad de afectacién y de intensidad de los sintomas en diferentes tejidos.

- Segregacidn mitdtica: Las moléculas de mtADN se segregan al azar entre las mitocondrias hijas
durante la division, y estas también durante la mitosis de la célula. Por ello, se pueden dar
genotipos diversos: homoplasmico normal, homopldsmico mutante y heteropldsmico con %
variable de ADNmt mutado. Ello influird, l6gicamente, en el fenotipo patoldgico de la célula.

- Expresidn umbral: al haber varias copias, se puede mantener la actividad del sistema OXPHOS
y la produccién de ATP normal hasta un cierto limite de ADNmt mutado. Este porcentaje es




variable, y se estima en el 10% generalmente, siendo mayor en tejidos de alto consumo
energético como el sistema nervioso o el tejido muscular.

Las mutaciones del ADNmt solamente van a generar compromiso en 13 polipéptidos concretos que
participan del sistema OXPHOS, concretamente los complejos |, lll, IV o V (imagen 2). Por lo tanto, la
manifestacion fisiopatoldgica comun, a nivel celular, sera una sintesis deficiente de ATP. Evidentemente
se requiere un cierto nivel de heteroplasmia suficiente para que la célula siga funcionando, o bien que
las mutaciones, si estan en homoplasmia, no causen una reduccién total de la actividad de un complejo,
de modo que se mantenga parcialmente la sintesis de ATP en la célula.

Se pueden establecer una clasificacidn en funcién del tipo de defecto genético:

A) Mutaciones puntuales
o Mutaciones puntuales en genes de polipéptidos
o Mutaciones puntuales en genes de tARN
o Mutaciones puntuales en genes de rARN

B) Deleciones

C) Depleccién de ADN mitocondrial
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Figura 2. Esquema del sistema de fosforilacién oxidativa (OXPHOS). En gris oscuro se representan las subunidades
codificadas en el ADN mitocondrial y en gris claro las codificadas en el ADN nuclear. Puntos negros: coenzima Q.
En la parte inferior figura el nimero de subunidades codificadas en uno u otro genoma. Complejo |: NAHD
deshidrogenasa-ubiquinona reductasa; Cll: Succinato deshidrogenasa; Clll: Ubiquinona-citocromo c
oxidorreductasa. CIV: citocromo oxidasa; CV: ATP sintasa [2

Algunos ejemplos de patologia por afectacion del mtADN son:

- Enfermedades por mutacién en subunidades proteicas:
o Neuropatia dptica hereditaria de Leber (LHON)
o Sindrome de NARP (neuropatia, ataxia y retinopatia pigmentaria)
o Sindrome de Leigh de herencia materna.

- Enfermedades por mutaciones en genes de tARN: afectan indirectamente a las proteinas
mitocondriales y también pueden interferir en los procesos de splicing.
o Sindrome de MELAS (Mitocondrial Encephalomiopaty, Lactic Acidosis and Strokes)




o Sindrome de MERRF
o Sordera neurosensorial no sindrémica e inducida por aminoglucésidos.
o Diabetes de herencia materna con sordera
- Enfermedades causadas por deleciones del ADNmt: hay una delecidén comun tipica de 4977 pb,
gue es la mas frecuente, y numerosas otras.
o Sindrome de oftalmoplejia externa progresiva crénica (CPEQO)
o Sindrome de Kearns Sayre (SKS)
o Sindrome de Pearson

2.2 Patologias genéticas mitocondriales por mutaciones en el ADNn

Pueden ser por cualquier tipo de herencia tipica de los genes nucleares: autosémica recesiva o
dominante, ligada a X, etc. Los mecanismos de accién son variados, ya que involucran proteinas muy
diversas. Se conocen hasta el momento unos 280 genes nucleares capaces de causar enfermedades
relacionadas con la mitocondria®®.

En este grupo encontraremos las enfermedades asociadas a deplecién del ADNmt. Estas forman un
grupo heterogéneo, de herencia autosédmica recesiva generalmente, y se asocian a una reduccién global
muy significativa del nimero de copias de ADNmt. Se estima que para causar patologia debe estar por
debajo del 30% con respecto a los controles sanos, lo cual no es del todo exacto, como luego veremos.
Los genes afectos codifican para proteinas necesarias para la homeostasis mitocondrial e implicados en
el mantenimiento del ADNmt. Es en este tipo de patologias es en el que inscribiremos la
encefalomiopatia mitocondrial causada por FBXL4, también denominada MTDPS13 (mitochondrial dna
depletion syndrome 13)1

He aqui algunos ejemplos de otras patologias mitocondriales causadas por mutaciones en genes
nucleares:?

- Sindrome de Leigh: Multiples genes involucrados: SCO1, SCO2, COX10, COX15, NDUFS y mas.

- MNGIE (Encefalopatia mio-neuro-gastrointestinal): gen TYMP

- Otros sindromes de deplecidn mitocondrial: genes POLG1, twinkle, TK2, DGUGK, SUCLA2,
SUCLG1

- Sindrome de Alpers: Mutaciones en la ADN polimerasa y subunidad 2

- Atrofia 6ptica dominante (ADOA): OPA1

3. Fenotipo de enfermedad mitocondrial

Tanto si se produce por error en el ADNmt como en el ADNn, la patologia mitocondrial presenta
caracteristicas comunes. Puede manifestarse de formas diversas, afectando de manera multisistémica
y con un amplio espectro de fenotipos. Los sintomas pueden encuadrarse en sindromes mdas o menos
caracteristicos y presentar solapamiento entre una enfermedad y otra.! En ocasiones no estan
desarrollados por completo al tratarse de nifios. Se da la circunstancia de que una misma mutacién
puede mostrar fenotipos diversos, y a su vez un sindrome concreto puede estar causado por diversos
genes. No obstante, unas caracteristicas sugerentes de enfermedad mitocondrial serian:

- Clinica:
o Implicacién de dérganos y sistemas sin relacion aparente explicable por los sindromes
morbosos tipicos. Preferencia por tejidos con alto consumo energético (musculo, tejido
nervioso, medula dsea, oido, 0jo, corazén)
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- Bioquimica:
o Elevaciéon crénica de lactato, en plasma y opcionalmente en liquido cefalorraquideo,
junto a la elevacién de la ratio molar lactato/piruvato.
o Posibles alteraciones en coenzima Q, folato, cuerpos ceténicos, aminoacidos, glucosa,
carnitina, creatinina, urea, amonio y acidos grasos no esterificados.
o Déficit en la mediciéon de la actividad de alguno o varios complejos de la cadena
respiratoria (diversos métodos).
- Anatomia patoldgica:
o Presencia de fibras rojo rasgadas (RRF) en los estudios morfoldgicos (tincién con
tricrommico de Gomori).
o Presencia de fibras no reactivas o hiporreactivas a la tincion histoquimica de la
citocromo c oxidasa (COX) o para la reaccion para la succinato deshidrogenasa (SDH)
- Estudios genéticos:
o Los pacientes resultardn positivos para mutaciones en el ADNmt o en el ADNn,
mutaciones que serdn causantes de patologia.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Nuestra hipdtesis de trabajo es: “Dada la dificultad de llegar a un diagndstico en determinadas
enfermedades mitocondriales, realizar una “sintesis” o comparativa de varios casos clinicos con
mutaciones en un mismo gen pueden ayudar a un diagndstico mas preciso y rapido”.

Cuando hay que hacer frente al diagndstico de una enfermedad supuestamente mitocondrial buscar
alteraciones a nivel del ADNmt es relativamente sencillo, debido al tamafio de su molécula. Sin embargo
cuando no se encuentra alteracion a este nivel el siguiente paso es analizar genes nucleares que
codifiquen proteinas con funcién mitocondrial.

En este punto el diagndéstico se complica puesto que la metodologia de la secuenciaciéon del exoma
completo da como resultado infinidad de cambios en gran cantidad de genes, siendo a menudo
indescifrable. El uso de panes con secuencias génicas conocidas da buenos resultados pero hace que se
pierdan mutaciones en genes con funcidon mitocondrial ain desconocidos. Ademas la gran disparidad
de rasgos clinicos en los pacientes y los diferentes protocolos de actuacidn de los hospitales hace que
en ocasiones el diagndstico en estos pacientes se demore afos o incluso se abandone.

Por todo ello, es importante una buena caracterizacién fenotipica de pacientes con patologia
mitocondrial, que permita relacionar clinica y genética para favorecer el diagnéstico.

Para ello los objetivos que pretendemos alcanzar en este trabajo son:

- Repasar la patologia mitocondrial y la existencia de enfermedades mitocondriales producidas
por genes nucleares.

- Estudio del gen FBXL4, la proteina homdnima y sus caracteristicas

- Realizar una revision bibliografica de mutaciones en el gen FBXL4

- Comparar los fenotipos de pacientes con mutaciones en este gen

- Establecer relaciones entre la clinica y la bioquimica de dichos pacientes

- Analizar los casos disponibles en el laboratorio

- Proponer una estrategia adecuada de diagndstico

- Establecer relaciones entre las mutaciones y la clinica de estos pacientes.




RESULTADOS

1. ESTUDIO DEL GEN FBXL4

1.1 Estructura del gen

El gen FBXL4 (F-box and leucine-rich repeat-containing protein 4) se localiza en el cromosoma 6,
ocupando las coordenadas 6q16.1 a 6q16.2, y concretamente los pares de bases del 99.316.420 al
99.395.849, para un total de 79,469 bases. Se localiza en la hebra (-)!”
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Figura 3: Representacion esquematica del cromosoma 6 y la localicacidon de FBXL4 en el mismo. Vemos marcada
con un circulo la zona en cuestion, dentro del cromosoma 6

Cuenta con un total de 11 exones y 10 intrones. Se considera que pueden existir variantes de splicing.
1.2 Regulacion de la expresion
El gen FBXL4 cuenta con los siguientes elementos que intervienen en su transcripcion

- Promotor
- Factores de transcripcidn: Se conocen los siguientes factores de transcripcién como implicados
en la expresién de FBXL4:

o CUTL1 o Pax-3

o Elk-1 o Pou2fl

o FOXO03 o POU2Fla
o Gli-1 o S8

o Lmo2

Se ha demostrado ademas, en experimentos de recuperacion de funcion, mediante trasfeccion
del gen wild type a células de pacientes afectos por mutaciones, que las mutaciones en este gen
tienen relacion directa con la patologia mitocondrial. Fibroblastos de un paciente mutado
aumentaron su consumo de oxigeno cuando se expresé el FBXL4" en ellos. Con ello se favorece
la tesis de que tiene un papel central en la homeostasis de la bioenergética mitocondrial. !

2. ESTUDIO DE LA PROTEINA FBXL4
2.1 Generalidades

El gen FBXL4 codifica para una proteina de 621 aminoacidos miembro de la familia de las
proteinas F-box, caracterizadas por un dominio conservado de 40 aminoacidos, el F-box. El
dominio F-box interviene en interacciones proteina-proteina, generalmente mediante la unidn
a la proteina Skp-1. El otro rasgo caracteristico de nuestra proteina es que contiene 9
subdominios de repeticiones en tandem ricas en leucina, los llamados LRR (leucine-rich-
repeats).!® Se localizara a nivel del espacio transmembrana en la mitocondria. Su funcién exacta
todavia no se ha precisado, pero se especula que su funcidn puede ser participar de un complejo
de ubiquitinizacién que regulara ciertas proteinas mitocondriales.




Existen 3 tipos de proteinas F-box,
seglin su dominio de interacciéon
proteica: WD40 (Fbxw), LRR (fbxl) u
otro (Fbxo).

Se han localizado el dominios F-box
en la region central de la secuencia
polipeptidica, con cierta identidad
con el dominio SKP2 (23%).
Adicionalmente se han identificado
al menos 9 zonas de repeticiones
ricas en leucina (LRR), en la zona N-
terminal. Queda una posible zona
de repeticién por dilucidar, a causa
de ciertos desajustes en el
modelo.®!

LRR

Figura 4: Estrutura terciaria de FBXL4,; de C-terminal (afiil) a N-
terminal (rojo). Extraido de [10]

En la zona N-terminal, no se han encontrado dominios conservados, pero si sefiales que
determinan localizacién proteica hacia la mitocondria.
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Figura 5: Representacidon esquematica del gen FBXL4 con los dominios conservados y algunas de las
mucaciones principales. Modificado de Bonnen y cols. (2013)

Gai y cols. (2013) habla de que existen evidencias para proponer que esta proteina se encuentra
en estado natural formando un complejo cuaternario en el complejo intermembrana, pero no
especifica cudles. Una reconstruccion in silico de la proteina sugiere que las hojas B de los LRR
intervienen en una interaccién proteina-proteina. De hecho, la mayor parte de las mutaciones
con cambio de sentido afectan a esta zona, lo que resalta su importancia

2.1 Localizacion de la proteina

Gai y su grupo realizaron una amplia bateria de experimentos para determinar la localizacion en
la célula de la proteina nativa FBXL4. Varias pruebas resolvieron que se encuentra en el espacio
transmembrana mitocondrial.

Demostraron, en primer lugar, la presencia de una sefial con alto potencial de localizacion
mitocondrial (MTS) en FBXL4, en que se extendia del extremo N-terminal hasta los aminoacidos
22-26. Usaron técnicas de microscopia confocal y marcaje con fluorocromos, en células HEK293T
inducidas con doxicilina, que expresaban FBXL4 marcado con HA en C-ter. (hemaglutinina A de
virus influenza). Se vié que coincidia la sefial de FBXL4-HA“*" con las mitocondrias, marcadas
con Mitotracker (en rojo)*° y que no se localizaban en el nucleo. (Figura 6)

No obstante, también se estudid si habia alguna sefial de sefializacidn mitocondrial enmascarada
en C-ter anadiendo HA al extremo N-ter. Se observd una localizacidon principalmente
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MitoTracker

Figura 6. Vemos las mitocondrias en Rojo, el hibrido FBXL4-HA®*" en verde y los nucleos marcados con
DAPI (azul), A la derecha, la imagen de superposicién. EI mismo resultado fue obtenido por Bonnen y
cols. (2013)

mitocondrial con inmunofluorescencia difusa en el citosol, lo cual da a entender que de haberla,
no es tan potente. Seguidamente, se trasfectaron dos constructos FBXL4, con deleciones
parciales en el extremo3’, de manera que empezaban por el AUG correspondiente a los
aminoacidos 8 y 29 respectivamente. Mientas que la proteina AgFBXL4"AC alin mantenia la
localizacidon mitocondrial, el constructo A,sFBXL4MAC mostraba una localizacién citosdlica. De
este modo, se evidencia la importancia fundamental de la secuencia MTS en N-terminal para la
localizacién mitocondrial.

En las misma linea, se realizaron estudios de visualizacion por inmunoblot con doble marcaje
contra FBXL4 nativa y HA, dado lugar a una banda de material de reaccion cruzada (CRM) la
proteina aparecia en lisado celular total, pero no en el fraccionado de nucleo o en el de citosol
sin mitocondrias. Esto refuerza la idea de localizaciéon mitocondrial.

La localizacion dentro de la mitocondria también es relevante. Para estudiarla, se hicieron
estudios de inmunorreaccién cruzada en mitocondrias aisladas de ratdn, detectando la banda
de CRM en la fraccidn acuosa, pero no en el

fraccionado de membranas. Es logico pensar que D Noninduced Induced
no puede estar anclada en una membrana debido -+++++ -+++++ Trypsin
a la no existencia de dominios transmembrana en --R38§ --REZE Digionin
la proteina. [ - - l TOM20
Posteriormente, en experimentos de proteccién a Db - - | FBXL4
la digestidn con tripsina se encontrd una resistencia
a la digestion inicial (ataca proteinas de la l EEBEy I e
membrana externa, que no atraviesa) y una - e cye
disminucién progresiva de la intensidad de las

| - — - | ETFB

bandas conforme se afiadian concentraciones

crecientes de digitonina (que solubiliza Ia

membrana externa pero no la interna). Este es un

patron similar al de proteinas de ya sabida  Figura 7: Experimento de resistencia a
localizacién en el espacio intermembrana (como el digestién con tripsina. El resultado de
citocromo C) pero divergente del de proteinas  FBXL4 es concordante con el de CYC, de
localizadas en la matriz, que mantenian intacta su conocida localizacion en el espacio

expresion. (figura 7). Tampoco sufre la tipica intermembrana [9]
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modificacion post-traduccional para eliminar el MTS, como muchas proteinas de matriz.

Por lo tanto, se puede afirmar que la proteina FBXL4 es una proteina que contiene una sefial
para residir en la mitocondria y que se localiza muy probablemente en el espacio
intermembrana, sin anclaje a membranas®

2.3. Hipétiesis funcional

El producto del gen FBXL4 es un polipéptido, que pertenece a la superfamilia de proteinas F-box,
que presentan funciones muy diversas. Se caracteriza por la presencia del dominio F-box, sus 9
segmentos ricos en repeticiones de Leucina y por localizarse en el espacio mitocondrial.

Su ausencia o disfuncién, como veremos en apartados posteriores, es causa de una
encefalomiopatia de origen mitocondrial, con gravedad variable en dependencia de la mutacién,
por lo que podemos afirmar que su funcién es de gran importancia funcional en la mitocondria
pero que no es esencial para la supervivencia, al menos en las primeras edades de la vida.

Las proteinas F-box se descubrieron como proteinas que interactian con la proteina Skp1l.
Generalmente sirven como adaptadores de substrato en complejos proteicos con funcién E3
ubiquitin ligasa, los Skp1-Cullin-Fbox (SCF)-E3-ubiquitin-ligasas; que actian conjuntamente con
el proteosoma 26S para la degradacién de proteinas.*!

Hay sin embargo otras funciones propuestas para esta proteina que serian independientes de
los procesos SCF, en diversos procesos como la regulacién del ciclo celular, regulador del
proteosoma, trafico intracelular o dindmica mitoconrial®'. La proteina fbxo7, la primera
descubierta de la famila de las F-box, se sabe que participa como adaptador de ciertos substratos
en complejos SCF-ubiquitin ligasa, pero ademads interacciéna con ciclina D y otras, y estabiliza
p27, participando de esta manera en la regulacion del ciclo celular. Ademas, interacciona con
las proteinas PINK y PARKIN®®, iimplicadas en procesos mitofagicos.

Suponiendo una analogia
funcional con las proteinas de su
familia, la duda esta en si FBXL4
presentard una funcidn en
relacion con la ubiquitinizacion,
independiente o ambas. Algunos
datos sugieren que si podria en
efecto tener relacién con
funciones ubiquitinizadoras, sobre
todo por las interacciones
proteicas que hay descritas (figura
8).

KDM4A

CACUL1

Como precendente, se han

descrito ademas ya dos ubiquitin Figura 8: Esquema de interrelacién de FBXL4 con otras
ligasas (MITOL/MARCH V 'y  proteinas. Sugiere interaccién mas relevante con Cullina
MULAN) y desubiquitinasas  (Cull, skp1y kdm4 (demetilasa de lisina) Extraido de string-
(ubp16/USP30) que actian en la  db.org. [18]

membrana externa, que formarian

parte de algun complejo ubiquitinizador mitocondrial propio.
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Se especula que el paso de las proteinas a través de los poros de la membrana externa y su
necesidad de readaptarse para pasar a la internal®® requeririan la necesidad de un sistema de
control de calidad en el que estaria implicada FBXL4.! Quizas sirva como adaptador de substrato
de proteinas mal plegadas en ese proceso en un sistema SCF que actle en la mitocondria.

Por otra parte, se propone que el reducido nimero de mitocondrias y la alteracién de la red
mitocondrial podria estar relacionada con la activacién de procesos autofagicos. Fbxo 7, como
deciamos, interacciona con pink y parkin. Pink detecta la pérdida de potencial transmebrana en
la mitocondria y recluta parkin por fosforilacién y esta estimula de algin modo Ia
ubiquitinizacion de numerosas proteinas, lo que desdencadena el proceso de mitofagia. Por
analogia, FBXL4 también podria de alguna manera estar relacionada con procesos de mitofagia
indirectamente.

No obstante, no hay una certeza sobre la funcidén exacta de esta proteina, quedando todavia por
aclarar este punto.

3. PATOLOGIA ASOCIADA A LAS MUTACIONES POR FBXL4.
3.1 Introducciéon

Hasta la fecha la bibliografia recoge 35 casos de encefalomiopatia mitocondrial asociada a
mutaciones del gen FBXL4, descritas por diversos autores. Las mutaciones publicadas hasta la
fecha se han hallado en pacientes en edad infantil con encefalopatia, hipotonia muscular,
acidosis lactica persistente y defectos de la cadena respiratoria, que luego detallaremos.

Contamos con un registro total de 37 pacientes, en un total de 29 familias distintas, recuperadas
de diversos estudios recogidos hasta la fechal®'%1#131415ly de informes clinicos de hospitales
espafnoles de casos sin publicar.

Los hallazgos clinicos presentan un patrén general de:

- Acidosis lactica precoz

- Hipotonia,

- Encefalopatia con sintomas neurolégicos variados
o alteraciones en la sustancia blanca, retraso del desarrollo variable
o Atrofia cerebral
o Degeneracidn de ganglios basales, tallo cerebral.

Asociados generalmente a otros rasgos, como:

Alteraciones analiticas: hiperamoniemia, aumento de alanina
Rasgos dismarficos: microcefalia, facies tipica
Alteraciones de 6rgano (cardiomegalia, acidosis tubular renal, oculares, hematoldgicas)

En un porcentaje alto de casos, la enfermedad suele conducir a una muerte precoz antes de los
10 afios, aunque hay un sujeto (el sujeto #22 en nuestra serie) que ha sobrevivido mas alla de
esta edad.

A nivel subcelular vamos a encontrar una alteracion de la red mitocondrial, con un marcado
descenso en el nimero de mitocondrias por cé

ula y una alteracidn variable de la funcionalidad
de los complejos I-V de la cadena respiratoria. En adelante explicamos detalladamente estas
alteraciones.
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3.2 Rasgos clinicos

El sindrome causado por la mutacién en FBXL4 se denomina también como Sindrome de
deplecién del DNA mitocondrial tipo 13, o MTDPS13 (OMIM #615471)1,

He recogido en una amplia tabla (tablal, en Anexo) toda la informacidn clinica disponible de
todos los pacientes, numerandolos, donde se pueden consultar los casos concretos. Se
especifica en el anexo en qué articulos se describe a cada paciente. Procedo a explicar los
resultados clinicos globales

Los rasgos clinicos al comienzo dependen del momento de la presentacidn, pero muestran un
patron comun de acidosis metabdlica con lactato elevado, hipotonia muscular y rasgos
neurolégicos, combinado con retraso en el desarrollo y problemas de alimentacion. La
enfermedad presenta un curso progresivo crénico, al que se van uniendo complicaciones
derivadas de la clinica progresivamente.

3.2.1. Edad de comienzo

La edad de aparicion de los primeros sintomas comprende una amplia horquilla de edades, que
va desde la aparicién en periodo intrauterino, hasta los 24 meses. La media, con los datos de los
que disponemos, esta en 87,15 dias. No obstante, hay que remarcar que los datos tienen mucha
dispersion, y que seria mas conveniente utilizar la mediana, que no podemos calcular puesto
que nos faltan los datos de aproximadamente la mitad de los pacientes. De los que tenemos
constancia, aparece al nacimiento en un 62,5% de los casos, lo cual lo situa como la moda en
cuanto al momento de aparicién de los sintomas.

Ademads, muchos de estos nifios presentan un bajo peso para la edad gestacional o un
crecimiento intrauterino retardado, que conlleva a menudo un parto pretérmino. Un paciente(*¥
fue estudiado tras un parto pretérmino a las 25 + 5 semanas, que acabd en exitus. Ya en este
punto mostraba alteraciones morfoldgicas (craneofaciales), escaso desarrollo, alteraciones en
la ecografia craneal (megacisterna magna, calcificaciones) y niveles muy elevados de lactato, y
piruvato en plasma. Por tanto, podemos suponer que la afectacién comienza desde los primeros
momentos de la vida, y que esta mutacion afecta al individuo desde su etapa intrauterina.

3.2.2. Clinica general y del desarrollo:

e Peso al nacer: la mitad de los nifios de los que se tienen datos (10/20), presentaron un
peso al nacer por debajo o igual al percentil 3. El resto oscilaban entre el 3 y el 10, con
la excepcion del neonato que se encontraba en el percentil 30. De los pacientes
descritos por Huemer!*3) otros 3/15 estaban por debajo del percentil 3 lo cual nos da un
total de 13 de los 35 pacientes de los que se tienen datos. Esto supone que un 37% de
los pacientes portadores de mutaciones en FBXL4 presentaban muy bajo peso para la
edad gestacional. Podemos afirmar que el crecimiento intrauterino retardado simétrico,
es muy prevalente entre estos pacientes.

e Circunferencia cefalica reducida. También se puede ver reducida como parte de las
anomalias del desarrollo. En la serie de Huemer®3' 2/5 presentaban microcefalia por
debajo del percentil 3. En total observamos una presentacién de 5 de 21 pacientes
(24%). La prevalencia aumenta notablemente con respecto a la poblacién general, pero
no es un hallazgo constante.
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e Peso actual: La evolucidon del peso durante la vida de los pacientes se nos ofrece en la
serie de Gai' ; observamos una disparidad en cuanto a la recuperacién hasta un
percentil de peso normal. Mayoritariamente se mantienen en percentiles bajos o muy
bajos. No obstante, el peso depende de muchos factores, entre ellos el crecimiento o la
capacidad de alimentacién auténoma.

e Facies dismorfica: Muchos de los pacientes presentan una facies caracteristica, que se
caracteriza por microcefalia, frente amplia, cejas gruesas pero difusas con sinofridia,
ojos rasgados e inclinados hacia arriba, nariz de base amplia con el puente nasal
aplanado, surco nasolabial suavizado, orejas displasicas y de implantaciéon baja. En
ocasiones mentén prominente!”% Algunos ejemplos de estos rasgos se muestran en la
Figura 7

Paciente 6 Pacientes 8y 9

Figura 7: Aspecto facial de diversos
pacientes. Extraido de [9] y [13]

Pacientes 19, 21y 27

Se encuentra unido a veces a otras alteraciones morfolégicas como:

o Craneosinostosis (Turricefalia, trigonocefalia): alteraciones de la sutura de las
fontanelas que ocasionan deformidad 6sea.

o Pectum excavatus: pecho hundido en la regién esternal

o Hipospadias: abertura del pene anormalmente localizada

o Pezones supernumerarios: Un paciente lo presentd, de manera aislada.

e Crecimiento retrasado: Los pacientes presentan alteraciones en el desarrollo
estaturoponderal y fisico. Se relaciona en gran medida con la dificultad para
alimentarse, ya que la hipotonia puede afectar también a los musculos que controlan la
deglucién y a la motilidad intestinal.

e Retraso neurocognitivo: Los pacientes afectos muestran un desarrollo psicomotor
claro. No alcanzan los items de desarrollo adecuados para su edad y conforme avanza
la enfermedad se va haciendo mas patente, mostrando en ocasiones incluso patrones
regresivos. No obstante la aparicion de sintomas de focalidad neurolégica como
convulsiones, disfuncion auditiva o trastornos del equilibrio no es muy frecuente.
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Falta de habla. Uno de los ejemplos mas flagrantes de este retraso neurocognitivo son
las alteraciones en el habla (desarrollo incompleto del lenguaje) o directamente el hecho
de la no verbalidad que presentan muchos de los pacientes.

3.3.3. Clinica del SNC

La enfermedad se caracteriza por ser una encefalopatia de origen mitocondrial, con afectacién
pleoitrépica de otros tejidos, pero éste es su rasgo principal, junto a la hipotonia. Se trata de una
condicidn crdnica, caracterizada por lesiones diversas en el tejido nervioso que afectan
principalmente a la sustancia blanca, pero también a zonas grises, como la corteza y los ganglios
de la base, asi como al troncoencéfalo y el cerebelo. Hablaremos mas detalladamente de ello al
explicar los rasgos de resonancia magnética.

>

Lesiones de la sustancia blanca: Se produce un edema localizado en la sustancia blanca
supratentorial que se refleja en la hipersefial T2 que se capta en la RMN de muchos
pacientes!*3, Se describen defectos puntuales en las vias de conduccién como en el
brazo posterior de la capsula interna y en la columna espinal.

Atrofia cerebral: Las lesiones inflamatorias créonicas que suponemos causan este edema
cerebral se convierten en medio-largo plazo en zonas de atrofia, quiza por degeneracion
de algunas de las neuronas afectadas

Convulsiones: Al ser un proceso que afecta al SNC, es de esperar que se presenten
signos de focalidad neuroldégica como las convulsiones. Se han documentado en un
numero pequefio de pacientes, y suelen tener caracter generalizado.

Ataxia, coreoatetosis: La afectacion cerebelosay de las vias piramidales puede dar
lugar a ataxia, que se observa como la incapacidad de mantener el equilibro troncular.
Hay coreoatetosis en algln caso.

3.3.4 Clinica nheuromuscular

Hipotonia: La hipotonia es el sintoma cardinal de estos pacientes, presentandose en el
100% de los casos descritos. El musculo es uno de los tejidos mas afectados por las
patologias mitocondriales, y por ello, se manifiestan en forma de impotencia funcional
muscular o hipotonia. Es manifiesto sobre todo cuando se presenta desde el nacimiento,
ya que en los neonatos el estado fisiolégico es de hipertonia muscular.

Dificultad para tragar: Como parte del cuadro de hipotonia, los musculos de la faringe
no realizan correctamente su funcién. Esto, unido a cierto grado de dismotilidad de la
pared intestinal, provoca que los nifios afectos sufran en muchos casos de mala
alimentacién y necesiten de la implantacion de una sonda nasogdstrica o de una
gastrostomia percutdnea para mantener una nutricién correcta.

Dismotilidad intestinal: En grado variable, no es un hallazgo constante.

Incapacidad para la marcha. De los pacientes que tenemos registrados, la presentan 15,
que se sepa. Posiblemente la hipotonia, unida al desarrollo psicomotor y a la mala
alimentacién, imposibilita la marcha, que requiere de unos musculos antigravitatorios
fuertes y una coordinacién adecuada que se adquiere en los primeros afios de vida. En
grados menores de afectacién, algunos pacientes sélo presentan intolerancia al
ejercicio.

3.3.5. Alteraciones metabdlicas

Acidosis lactica: Es un hallazgo constante. Al nacimiento el lactato esta especialmente
elevado, pero luego permanece de manera crdénica. Huemer et al. (2013) describe una
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media de 13,2 mmol/I al diagndstico (rango normal 0,5-2,2), si bien luego desciende a
en torno a 6 mmol/I. Se encuentran depdsitos de acido lactico también periventriculares
(secuencia de RM espectroscdpica) y aumento en el LCR. Los sintomas aparentes en
fases agudas no se nos especifican, pero probablemente estén en relacidon a esta
acidosis lactica (nauseas, debilidad, cefaleas).

- Alanina elevada en plasma: No es un hallazgo presente en todos los sujetos, pero se
mantiene constante en los que lo presentan. Se calcula una media de 678 en [13], siendo
los valores de referencia 120-600.

- El Sujeto #1 lo asocia a hiperprolinemia e hipersierinemia.

- Hiperammoniemia: Niveles elevados de [NH*] se presentan igualmente en algunos de
estos pacientes, sobre todo al momento del diagndstico, normalizandose a posteriori.
La elevacion es moderada, con una media de 99 ug/mol siendo los valores de referencia
de 15-70.

- Incremento de acidos organicos en orina: en una mayoria de pacientes se encuentran
niveles aumentados de 3-OH butirato, piruvato, fumarato, malato y 40H-fenillactato.

3.3.6. Manifestaciones organicas

Las alteraciones a nivel de drgano-sistema son variables entre los diferentes sujetos. No se
aportan todos los datos ademas en todos los casos. Recojo las principales de entre las descritas.

- Patologia cardiaca: No es un hallazgo constante. En la mayoria de los casos se manifiesta
como alteraciones hipertroficas concéntricas del ventriculo izquierdo. Es probable que
se deba a un esfuerzo compensatorio para intentar compensar el déficit de energia en
los cardiomiocitos. Se ha descrito en algin caso alguna arritmia de tipo sinusal, como en
el paciente #1, que fue diagnosticado de arritmia cardiaca e hipertensién pulmonar.

- Afectacion renal: Se presenta en algunos pacientes en forma de acidosis tubular renal,
que requiere de la administracion crénica de bicarbonato.

- Patologia oftdlmica: El ojo es un érgano frecuentemente afectado por las patologias
mitocondriales (p.ej. Neuropatia éptica hereditaria de Leber), ya que requiere un gran
aporte de energia. En esta enfermedad, se manifiesta en:

o Catarata congénita: Al menos 4 pacientes presentaron este problema.

o Atrofia del nervio éptico: Es mds excepcional, se da en muy pocos casos.

- ERGE: Como parte de las manifestaciones hipotdnicas puede haber una relajacién del
esfinter esofdgico inferior que produce reflujo gastroesofdgico. Ocurre en
aproximadamente la mitad de los pacientes y hace conveniente el tratamiento
profilactico con inhibidores de la bomba de protones

- Alteraciones hematolodgicas: La médula 6sea también es un tejido con unas necesidades
energéticas importantes, sobre todo para la produccion de las células sanguineas a
partir de los precursores hematopoyéticos.

o Anemia: la literatura la describe en un par de casos.

o Neutropenia: Su presencia se manifiesta en forma de infecciones recurrentes.
En el sujeto #1[*% se asocia linfopenia e hipogammaglobulinema. Puede mejorar
con la nutricién.

o Trombocitopenia: Un caso (manifestado como neutropenia) se asocié a
problemas en la cicatrizacidn, y muerte por hemorragia digestiva alta, por lo que
se puede hipotetizar la presencia de trombocitopenia

- Escoliosis progresiva: Descrita en pocos casos, quiza como consecuencia de escaso tono
en los musculos de la espalda.
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3.3.7. Sintomas tardios

La paciente #22 es la de edad mds avanzada a la que se ha realizado seguimiento, contando en
ese momento con 13 afios*”). Debido a su relativa longevidad, desarrollé otros sintomas que no
se habian manifestado previamente: &

- Ptosis

- Sordera neurosensorial

- Atrofia del nervio dptico con déficit de visidn

- Accidentes isquémicos cerebrales de repeticion!*”!

En este Ultimo evento merece la pena ser remarcado, ya que se trata de un caso de accidente
cerebrovascular que constituye un grave riesgo mortal y provoca un agravamiento del estado
neuroldgico, ademads de generar mads discapacidad. Amplia el espectro de las manifestaciones
en cuanto a la fisiopatologia de la enfermedad, ya que la afectacién cerebrovascular no estaba
descrita previamente.

A la edad de 10 afios sufrié un ACV agudo en el territorio derecho posterior (figura 8), abarcando
varios territorios vasculares, que le ocasiond una hemiparesia izquierda permanente. Dos afos
mas tarde vuelve a sufrir un episodio similar, en el hemisferio izquierdo, y afectando a regiones
del lébulo occipital y parietal, abarcando varios territorios vasculares. Un tratamiento
profilactico con L-citrulina no evité el segundo ataque*.

Age 12 years

Figura 8: Imagen A: RMN en T2 que muestra atrofia celebelosa crénica, no afectaciéon supratentorial. B:
RMN en T2 en el primer episodio, muestra ictus masivo temporo-parieto-occipital llegando a regiones
taldmicas (flechas azules). C: RMN en secuencia de difusion del mismo episodio. D: Tomografia
computarizada (TC) durante el segundo episodio, a los 12 afios. Ictus extenso en el hemisferio derecho,
zona parieto-occipital (flechas verdes). Se aprecian lesiones residuales del primer ACV.

Esta preferencia observada por los territorios occipital y parietal posterior se solapa con los AIC
que ocurren en el sindrome de MELAS, en el que también son progresivos, repetitivos y no
concuerdan con los territorios vasculares cldsicos. Es probable que exista un mecanismo
fisiopatoldgico comun, que podria estar en relacién con la disfuncién mitocondrial en las células
endoteliales, sin bien se desconoce.

3.3 Nuevos casos diagnosticados en Espafia

De los casos de los que disponemos, dos de ellos no han sido publicados en la literatura sino que
son pacientes espafioles cuyos casos se estudian en el departamento de Bioquimica y Biologia
molecular de la facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza. Se trata de los casos
numerados en las tablas como #34 y #35. La paciente #34, originaria de Cérdoba, es una nifia,
Se observaron anomalias ya en el periodo fetal: ECO: diagnosticada de CIR, arteria umbilical
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Unica. RMN fetal: megacisterna magna y foco hiperintenso frontal compatible con sangrado o
calcificacion.

Nacida a término (37 + 6 semanas) 13/9/2013 con bajo peso para la edad gestacional, de parto
eutdcico. Apgar 9 al minuto 1, 10 al minuto 5. Peso: 2090 (percentil < 1), Longitud 46 (percentil
10), perimetro cefalico: 32 ¢cm (percentil 10-25). No requirié maniobras de intubacién. Su
exploracién fue de un buen estado general, normocolereada normohidratada. FC: 152 lpm. FR:
64 r/min; TA: 97/64 (valores normales). Exploracion normal incluyendo movimientos
espontaneos normales, salvo caput parieto-occipital derecho. Ingresa a los 4 dias de edad por
motivo no especificado. Despistaje de infeccidn prenatal negativo: serologias para Lues, TORCH
y PCR de CMV negativos.

Clinica: Se observan niveles de acido lactico elevados de forma repetida en gasometrias (pico de
11,3, al alta 4,8, valores normales 0.5 a 2.2 mmol/L), no acidosis ni alteracion de los niveles de
bicarbonato. Niveles de acido pirdvico, amonio, sulfitest, cuerpos cetdnicos en orina,
transferrina con déficit de carbohidratos, homocisteina normales; prueba de talén, estudio de
coagulacién y fondo de ojo normal

El estudio de las anomalias radioldgicas observadas intradtero se amplia con imagen post natal:

- ECO: Imagenes sugestivas de calcificaciones periventriculares. Posible quiste
subependimario en ventriculo lateral izquierdo. Este presenta paredes irregulares
megacisterna magna izquierda. Hiperecogenicidad en |6bulo frontal izquierdo.

- TC craneal: Dos imagenes puntiformes hiperdensas intraventriculares en plexos
coroideos, en atrio izquierdo y asta frontal derecha. Dos focos puntiformes en fosa
posterior. Todo ello en relacién con sangrado.

- RMN: Megacisterna magna, multiples focos de alteracién de sefial en: hemisferios
cerebelosos, cortical de I6bulo temporal izquierdo en surcos caudotaldmicos préximos
al agujero de Monro, parasagital posterior derecho, e intraventriculares. Compatibles
con calcificacion o focos de sangrado. Discreta atrofia del [6bulo temporal izquierdo.

En un segundo ingreso, en enero de 2014, se detallan mas sintomas: Neurolégicamente, la
paciente presentaba retraso en el desarrollo psicomotor y marcada hipotonia. Mantuvo la
lactacidemia al alta (4 meses de edad) Fallece a los 8 meses de edad por fallo respiratorio.

El estudio genético de la paciente reveld dos mutaciones en heterocigosis en el gen FBXL4:
IVS4+5C>G (alteracion en el splicing) y ¢.1510T>C (cambio de sentido). No estan descritas
previamente en la literatura existente. Se encontré una deplecion de ADNmt del 85% en el
laboratorio a partir de biopsia muscular.

De nuestro segundo paciente, el paciente #35, no se tienen datos clinicos. Le fue descubierta la
mutacion en FBXL4 c.851delC, en homocigosis, no publicada con anterioridad Se cuantificé en
el laboratorio, a partir de musculo, una deplecion de ADNmt de un 93%. .

3.4 Deficiencias bioquimicas

3.4.1. Deficiencia de los complejos de la cadena respiratorias

Una de las pruebas mas concluyentes en patologia mitocondrial es la medicidn de la actividad,
en porcentaje global, de los complejos respiratorios mitocondriales. Se puede realizar de dos
maneras, mediante estudios polarograficos con un electrodo de oxigeno (electrodo de Clark) o
mediante analisis espectrofotométricos en homogeneizado de tejidos.l!! Se suele medir la
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actividad en musculo y en fibroblastos. Otra medida bioquimica que se estudia en patologias
que cursan con deplecién es el porcentaje de ADNmt restante con respecto a un control que
gueda en las células de estos pacientes. Es una manera de medir la severidad bioquimica de
estas patologias.

En los individuos que estdn afectos de mutaciones en FBXL4, se observa una reduccion
significativa de la actividad en todos o algunos de los complejos, dependiendo del sujeto,
generalmente mds en musculo que en fibroblastos. Algunos de los pacientes han sido estudiados
para intentar comprender la fisiopatologia de la enfermedad.

Gai (2013) describe deficiencias de actividad en los complejos |-V, en grado variable en todos los
pacientes de su estudio, asi como niveles disminuidos de citrato sintasa. Halla deplecién de DNA
mitocondrial en grado variable, incluso en sujetos de un mismo pedigri con la misma mutacién®.
La serie de Huemer®® muestra una reduccidn constante en la actividad de complejos
respiratorios, citrato sintasa y deplecion de ADNm en todos los sujetos estudiados.

En general vemos una reduccién de la actividad de los complejos I-V de la cadena respiratoria,
si bien es relativamente mds frecuente la deficiencia en los complejos | y IV, siendo
generalmente el Il el menos afecto.

El articulo de Antoun et al (2015) estudia el paciente #1 detalladamente. Muestra una marcada
reduccion de la actividad de los complejos | y Il siendo la inhibicién con rotenona (inhibidor del
complejo ) practicamente insignificante en el resultado final de la medicién, lo cual indica una
muy reducida actividad del complejo I. Vemos los datos resumidos en la tabla 2.

Ademas, comprueba una reducida viabilidad celular in vitro de los fibroblastos del paciente #1,
con respecto a los de control sano. Demuestra un balance mas oxidado (menor) de la ratio
GSH/GSSG, lo cual indica una perturbacion del equilibrio redox del sistema del glutatidn. Se sabe
que afecta a la actividad de los complejos respiratorios y proteinas como UP3, ademas de
participar en el metabolismo de algunos sustratos como el fumarato.

Ademas, en los fibroblastos de este paciente #1 se han analizado otros parametros que se
muestran a continuacion 12;
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Figura 9: Comparacion entre un control adulto sano (barra negra) y un paciente (barra gris) de la Tasa
Basal de Consumo de O2 (Oxygen consumpion rate; OCR), en estado basal (A), pico tras la inhibicién del
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complejo V con Oligomicina (B); OCR asociada a fosforilacion, estimada como el descenso relativo tras la
adicién de fosfomicina.
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‘ Figura 10: Se muestra

la imagen de

inmunofluorescencia

contra la proteina de

la MME TOMM20 en

fibroblastos de un

sujeto adulto control
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Asociada a la reduccion de la actividad de los complejos mencionada anteriormente, se produce
un descenso en la tasa de consumo de oxigeno, basal y acoplada a ATP. La deplecién de ADNmt
es un hallazgo constante en los sujetos en los que se ha estudiado, siendo esta deplecidn variable
entre sujetos con mismas mutaciones, y entre fibroblastos y musculo.
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Figura 11. Descenso en la OCR de pacientes y controles. En esta imagen, extraida de Bonnen et al (2013),
se muestra el consumo de Oz con el tiempo en fibroblastos vivos del paciente #11 (tridgulos blancos) y
#16 (ciruclos blancos), en comparacién con los de un control sano (circulos negros). Desciende
considerablemente al afiadir oligomicina (inhibidor de la ATP-sintasa o complejo V) y actimicina (inhibidor
del trasnporte electrénico en el complejo Ill). Tras la inhibicion con Oligomicina, se recupera con
carbonilcianuro-p-trifluorometoxi-hidrazona (FCCP), que desacopla la cadena de electrones de la
fosforilacién oxidativa.

A continuacidn presento una tabla en la que se recogen detallados las alteraciones bioquimicas
en los pacientes. Cuando no hay datos, se expresa mediante un guion. En algunos se ha podido
expresar de manera cuantitativa, con porcentajes, y en otros ha debido ser de manera
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Datos Actividad

complejos

cadena

respiratoria
ID sujeto  cl cll Cll clv (4Y) PDHc (0 % copias
#1 . 4 ¥ |- - - - - 37%
#2 - - - - - - - 12%
#3 - - = = = = = 45%
#4 - - - - - - - 25%
#5 - - - - = - = =
#6 66% 34% 14% 44% - - 84% 63%
#7 24% 84% Normal 75% - - 43% 30%
#8 63% 50% 72% 23% - - 43% 20%
#9 34% 65% 59% 25% - - 18% 35%
#10 61% 52% 56% 56% - - 51% 68%
#11 95% 85% Normal 50% = ‘ = 27%/62%
#12 - - - - - - - -
#13 - - - - - - - -
#14 - - - - - - - -
#15 - - - - - - - -
#16 30% 80% 40% 30% - ‘ - 10%
#17 60% 80% - 80% - ‘ - 25%
#18 N N N N N N N -
#9 s | 3 8 [ ] 3 3 L L
#20 N N N N N N 3 -
21 s 3 3 3 3 3 L
#22 $ - ) 4 $ - - - -
#23 - - - - - - - -
4 - : : 3 - 3 s -
#25 - - - - - - - -
#26 N N N N N . N -
#27 - - - - - - - -
#28 N N N N N N N -
#29 - - - - - - - -
#30 - - - - - - - -
#31 - - - - - - - -
#32 - - - § - - - -
#33 ¥ [N N N N N N -
#34 - - - - - - - 15%
#35 = = = = = = S 7%
#36 - - - - - - - -
#37 N N N N N N N 45%

cualitativa. Las flechas hacia abajo indican descenso. Llama la atencion que en algunos casos no
se detecta una disminucidn significativa de la actividad, lo que propone otro interrogante mas
en cuanto a la fisiopatologia de la enfermedad. Se comentara en discusidon

Tabla 2: Actividades relativas de la cadena respiratoria y porcentaje de ADNmt remanente. Los datos
proceden de biopsias musculares. Se recogen de manera cuantitativa (con porcentajes) o de manera
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cualitativa dicotdmica (disminuido o no) con flechas en dependencia de como haya sido recogido en la
literatura. N = normal

4. DIAGNOSTICO
4.1 Sospecha clinica

Un paciente con mutaciones en FBXL4 va ser considerado como un paciente con sintomas
heterogéneos, no encuadrado en ningln sindrome tipico. Conociendo la clinica de las
enfermedades mitocondriales, el médico (el pediatra en nuestro caso) deberd sospechar esta
etiologia en los casos en los que coexistan alteraciones metabdlicas (lactato, hiperamonemia),
neuroldgicas y musculares sin relacién aparente, asi como otras posibles anomalias congénitas
o retraso en el desarrollo. No es razonable exigir a un clinico que introduzca en su diferencial
esta patologia en concreto, ya que es extremadamente infrecuente, pero si que considere
encaminar el diagndstico hacia las patologias mitocondriales o realizar un estudio genético del
llamado panel de enfermedades en relacién con la mitocondria.®%1%3!

4.2. Pruebas complementarias

4.2.1. Resonancia magnética

Los sujetos afectos de una mutacién bialélica deletérea en FBXL4 muestran en su mayoria
alteraciones significativas en la resonancia magnética cerebral, en coherencia con la
encefalopatia mitocondrial que padecen.

Los hallazgos dependen del momento en el que se realiza la prueba, ya que la enfermedad va
pasando por diferentes fases, de manera que las lesiones evolucionan y aparecen otras nuevas
a lo largo del tiempo; por ejemplo, la atrofia cerebral no se suele encontrar en recién nacidos
sino a partir de los meses o afios.

Algunos de los principales hallazgos son:

- Aumento de liquido o edema generalizado en sustancia blanca

- Atrofia cerebral difusa (tipico de la fase crénica)

- Dilatacién de ventriculos y/o de la cisterna magna

- Quistes paraventriculares

- Alteraciones de la difusidon: aumentada en territorio supratentorial y disminuida en los
tractos tegmentales dorsales!3!

- Mielinizacién retrasada (fase crénica)

Otros hallazgos menos frecuentes, que sélo aparecen en alguin caso concreto son:

- Alteracion en los ganglios basales, edema en algunos casos

- Dilatacion de las cisternas pericerebelosas

- Alteracion de la sefal en los brazos posteriores de la capsula interna
- Lesiones de infartos cerebrales previos.

- Hipoplasia cerebelosa

La resonancia magnética es una herramienta que permite identificar sustancias quimicas
aplicando diversas secuencias especificas de pulsos. Asi, podemos ver que aparecen sefiales de
lactato en ocasiones en ganglios basales y areas peri ventriculares; o depositados difusamente
en todo el parénquima cerebral, incluso en zonas aparentemente sanas!*®
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A continuacidn se muestran algunas imagenes representativas de los hallazgos descritos:

Figura 12: Imagnees 1y 2 corresponden al sujeto #2 a los 2 afios de edad; 3 y 4 corresponden al sujeto #6
con 4 afios; 5y 6 al sujeto #8 a los 9 meses.

En la 1y 2 vemos una RMN en T1 en la que se aprecia un cuerpo calloso delgado, marcada atrofia
supratentorial, sefiales anormales en la sustancia blanca, principalmente subcorticales, lesiones del
putamen y en la regidn subtalamica. Hay también un quiste subaracnoideo en region occipital.

En 3 y 4 vemos una marcada atrofia supratentorial y cambios distréficos en la sustancia blanca, en el
territorio infratentorial vemos agrandamiento de las cisternas con conservacion del resto de estructuras.
En las imagenes 5 y 6 se aprecia una craenosinostosis clara y atrofia cerebral supratentorial. Modificado
de Gai et al (2013)

Figura 13: Imagenes correspondiente al paciente #1. En la primera (RMN craneoencefélica en T2)
podemos ver edema difuso en la sustancia blanca (flechas rojas), y quistes tanto intraventriculares como
periventriculares (flechas blancas). Se trata de un paciente recién nacido por lo que no apreciamos
atrofial'?l, La segunda imagen (espectroscopia por RM) muestra sefial de doblete de lactato!*?. Otra sefial
distinta, en el paciente #37 se describe como “intensa”, alcanzando picos bastante altos. El lactato
resuena a 1,3 ppm. Esta acumulacion encefdlica de lactato podria desempefiar un origen en la
fisiopatologia de la encefalopatia y de las lesiones observadas, si bien no se tienen datos acerca de eso.
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PACIENTE 19

Figura 14: Vemos las resonancias magnéticas en T2 de 3 pacientes distintos a distintas edades. Son los
pacientes 19 a los 4 dias (identificado como 2 en [13]), 8 a los 9 meses (id como 7 en [9] y como 4 en [13])
y 27 alos 3 afios. (id como 19 en [13]).

En el paciente #19, se ve edema y ligera hiperintensidad de la materia blanca supratentorial (a-d), con
algunos defectos en los ganglios basales (b). En f vemos difusidén incrementada en sustancia blanca con
aumento de ADC

Paciente #8 (9 meses): Se aprecia atrofia generalizada supratentorial, un quiste paraventricular izquierdo
(h) y un leve y difuso incremento de la sefial de la sustancia blanca (g-i). El tecto, los tractos piramidales,
el segmento dorsal y los pedunculos cerebelosos (k,I) tienen hipersefial.

Paciente #28 (3 afios (r-w) y 2,5 meses después (x-ca): Atrofia supratentorial severa (r-t), con
troncoencéfalo delgado (t). Sefial de sustancia blanca incrementada (r-t) con difusién alterada (u,w), y un
bajo ADC; ganglios basales y sustancia negra claramente edematosos con difusién alterada.
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4.2.2 Ecografia

La ecografia es un método util de diagndstico en esta
patologia ya que permite evaluar las alteraciones
cerebrales intradtero, mediante la  ecografia
transvaginal. Igualmente refleja las alteraciones
organicas de los pacientes, permitiendo detectar las
alteraciones cardiacas (ecocardiograma), renales,
hepaticas etc.

Figura 15: vemos una ecografia transvaginal de la cabeza del
paciente #36 [14], que presenta hipoplasia cerebelosa,
dilatacién ventricular al borde de la normalidad y algunos
quistes paraventriculares (flechas).

4.2.3 Estudios anatomopatoldgicos

La presencia de una asociacién anormal de sintomas, que pueda ser compatible con una
enfermedad mitocondrial, junto a unas alteraciones bioquimicas significativas, obliga a un
estudio morfoldgico, bioquimico y anatomopatoldgico para acercarse al diagndstico™.

Los tejidos mas utilizados frecuentemente son los mas afectos, véase el musculo, o los mas
accesibles, como la piel. La biopsia muscular era norma general, si bien se evita cuando se puede.
Algunas de las tinciones utilizadas habitualmente son tricrdmico de Gomori,
inmunohistoquimica contra NADH deshidrogenasa, succinato deshidrogenasa (SDH) y citocromo
C oxidasa (COX), asi como el azul de toluidina. A

Los hallazgos no son especificos de la deficiencia de FBXL4, sino

qgue muestran alteraciones especificas de patologias de origen

mitocondrial™?., Generalmente en las patologias mitocondriales

se encuentran fibras rojo rasgadas (RRF), fibras no reactivas a la

tincién de la citocromo ¢ oxidasa y disminucidn de la intensidad

de la tincion histoquimica de los complejos I-V de la cadena

respiratoria. Control
Gai (2013) habla de una reduccidn significativa en la tincion de la
citocromo C oxidasa en los pacientes de su serie, pero no de
aparicion de RRF. Bonnen (2013) aporta resultados similares!'?,
en los sujetos #11 y #16, en los que se muestra una actividad de
COX, reducida y puntiforme en el sarcoplasma, con
acumulaciones subsarcolémicas. El paciente #17 presentd un
ligero incremento en la acumulacion de glucégeno y un
agrandamiento de algunas mitocondrias. (Figura 16) o = ‘ Y]

Figura 16: podemos observar la tincion de la biopsia de musculo vasto
lateral de la paciente #1, en la que se describe un incremento de gotitas
lipidicas de glucdgeno en el espacio intrasarcoplasmico, y deficiencia
de actividad de la cadena respiratoria representada en la escasa tincion
para citocromo c oxidasa. Las mitocondrias son escasas en numero, y
algunas de ellas son alargadas y amorfas.

S2
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A,B: NADH (complejo 1) y SDH (mide
actividad del complejo Il) muestran una
tincion pdlida, desigual, con una reaccidn
granular en algunas fibras.

C,D: La COX del paciente muestra una gran
disminucion, con pocas fibras (+), mientras
que en la del control se ve una tincion
intensa

E: Aceite red-O muestra un incremento sutil
del nimero de gotas de sangre.

F: La tincidn con azul de toluidina muestra
acumulos anormales subsarcolémicos de
glucégeno.

G,H: La microscopia electrénica muestra un
incremento en el acumulo de glucégeno,
una disminucién de las mitocondrias,
algunas de las cuales tienen crestas
anormales.

Figura 17: Obtenida de Antoun y cols. [12]

La biopsia también puede servir para investigar la tincion de los complejos de la cadena
respiratoria, que puede estar disminuida en alguna enfermedad mitocondrial.

Control

Complex|
A Complex IV

ComplexIl
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Figura 18: En esta otra imagen vemos un ejemplo, en el que mediante tincién inmunohistoquimica con
anticuerpos especificos marcados se han marcado los complejos macromoleculares |-V y la proteina
porina.
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4.2.4. Diagndstico genético

Ante una sospecha clinica suficientemente sdélida y unos datos bioquimicos vy
anatomopatoldgicos coherentes con patologia mitocondrial, el siguiente paso que estaria
indicado seria el diagndstico genético de la mutacion especifica causante de la enfermedad.

En primer lugar, se debe investigar la presencia de casos similares en la familia y establecer un
pedigri, que nos puede aclarar el tipo de herencia. En el caso de nuestra patologia, sera de tipo
autosdmica recesiva.

Para el estudio genético propiamente dicho, se puede tomar una muestra de tejido muscular,
sanguineo, en células epiteliales de orina, etc. Generalmente, en las patologias en las que se
afecta el ADNmt, se emplea una muestra de musculo, por ser el tejido mas afecto. En nuestro
caso no seria necesario, pero probablemente se haga, ya que en este punto del diagndstico no
se ha asignado todavia la mutacidn al gen responsable. Bastaria, sin embargo, con métodos
menos invasivos, como una muestra de sangre!*, o una muestra de orina.

Las opciones para realizar un estudio genético propiamente dicho son las siguientes:

- Secuenciacion del genoma completo por el método de Sanger

- Secuenciacion del exoma completo (WES o whole exome sequiencing)

- Hibridacion en un array con fragmentos especificos de genes que presentan mutaciones
conocidas

En los estudios realizados hasta la fecha, el método principal de diagndstico genético es la
secuenciacién por exoma completo o WES (Whole exome sequencing)®*°!. En los informes
clinicos de los pacientes espafioles (sin publicar) se realiza una secuenciacién de regiones
codificantes basandose en un panel de genes especifico de afectacion mitocondrial, como
propone Wortmannt!

La secuenciacién del exoma es una técnica de secuenciacion de las llamadas de nueva
generacion (NGS), en las que el genoma es fragmentado en fragmentos pequefios, como mucho
de 100 pb, y posteriormente sometido a secuenciacidon masiva. Ademas, focalizando en el exoma
se estudia un 1% del genoma completo, y en él se localizan el 85% de las enfermedades
genéticas!*,

Mediante esta técnica, cuando queremos estudiar un grupo de genes concreto, se prepara un
array especifico que fije los fragmentos que nos interesan (los que incluyan el exoma de estos
genes); se generan muchas copias mediante técnicas de PCR, se secuencian y luego se comparan
con la secuencia original del gen disponible en bases de datos.

La ventaja fundamental de la secuenciacion del exoma es poder obtener la secuencia de todos
los genes funcionales a un costo mucho menor que uno a uno. La prueba supera en rendimiento
al analisis de genes individuales, a la busqueda mediante paneles de mutaciones frecuentes o al
uso de array CGH (Comparative Genomic Hybridization). Mediante esta técnica saltamos de
examinar genes especificos relacionados con el fenotipo a estudiar genomas enteros, o un buen
numero de genes que nos interesel*!, En el caso de mutaciones desconocidas, tiene una tasa de
rendimiento del 43-60% en comparacién con un 11% de la técnica de Sanger.

Wortmann y cols. (2015) propone utilizar un sistema de secuenciacién del exoma para hallar
mutaciones en patologias mitocondriales, mediante un procedimiento de dos pasos. En primer
lugar, se realiza un panel “virtual” de genes nucleares de proteinas que actdan en la mitocondria

|II
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y se secuencia el exoma de esos genes. Si resulta negativo, se realiza la secuenciacién del exoma
completo. De este modo, hasta un 57% de pacientes en su estudio con alta probabilidad de
enfermedad mitocondrial fueron diagnosticados con alguna mutaciéon de genes nucleares.
Recomienda también anadir al panel genes que provocan patologias con discapacidad
intelectual para aumentar la sensibilidad.

No todas las mutaciones encontradas tienen por qué ser deletéreas. Cuando se halla una
mutacion, se predice el efecto que tendra sobre la proteina (cambio en un aminoacido, codén
de Stop, cambio en el marco de lectura etc.) A posteriori, se compara la o las mutaciones
encontradas con bases de datos de mutaciones patogénicas o SNP no patogénicos. Si resulta ser
una mutacidén nueva, se realizara el estudio bioinformatico correspondiente sobre potencial
afeccidn a la funcién de la proteina e incluso se pueden llevar a cabo estudios de recuperacion
de funcién, pero esto no es habitual en la practica clinica sino que solo es factible realizarlo
generalmente en estudios de investigacion.

Haciendo una sintesis de los métodos habituales para diagnosticar enfermedades
mitocondriales, podemos proponer una estrategia racional de diagndstico que seria la
siguiente:

- Ante un paciente que presente los sintomas clasicos de nuestra enfermedad (acidosis
lactica precoz, encefalopatia con sintomas neurolégicos variados, hipotonia, retraso del
desarrollo variable, facies dismadrfica), se deberan realizar estudios bioquimicos de
sangre y orina completos para dcidos orgdnicos y sospechar patologia micocondrial.

- Posteriormente, se deberd realizar una resonancia magnética, estudio
anatomopatoldgico de biopsia muscular, y estudio detallado del neurodesarrollo.

- Sise presentan alteraciones compatibles con enfermedad mitocondrial, solicitar un test
genético por secuenciacién de exoma sobre un panel de enfermedades mitocondriales
(nucleares o del ADN mt)

- Establecer las medidas de soporte adecuadas en caso de confirmarse el diagnéstico.

6. TRATAMIENTO

Para el tratamiento de esta patologia, los diversos y desamparados médicos pediatras que
atienden a estos nifios han probado con una variedad de tratamientos que se utilizan
habitualmente para el tratamiento mitabdlico en enfermedades mitocondriales. Un buen
porcentaje de pacientes no recibid tratamiento alguno.

Las opciones serian:

a) Tratamiento sustitutivo con cofactores: Huemer et al. describen el uso de conenzima
Quo, Riboflavina, carnitina, tiamina, biotina, vitamina D. No obstante, una mayoria no
experimentd una mejoria clinica o bioquimica, en palabras de sus médicos!*®. La I-
citrulina se usé en el caso de la paciente #17 para prevenir un segundo ictus, sin éxito.

b) Tratamiento dietético: bezafibratos, dieta hipercalérica o dieta baja en proteinas han
sido aplicadas sin éxito

c) Tratamiento fisiopatolégico de soporte: algunos rasgos clinicos son susceptibles de ser
tratados
- Acidosis metabdlica: Se administra bicarbonato en casos graves.

- Neutropenia: factor estimulante de colonias granulocitico (CSF-G); profilaxis contra
Pneumocystis jirovecii
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- Disfagia y retraso en el crecimiento: alimentacion enteral por sonda nasogastrica
(SNG) o gastrostomia endoscépica percutanea (PEG).
- ERGE: tratamiento con inhibidores de la bomba de protones.

d) Consejo genético: El comité de bioética de Espaiia lo recomienda en casos en los que
haya nacido un hijo previo con una enfermedad genética grave I*, por lo que seria
recomendable realizarlo con las parejas que hayan tenido un hijo afecto.

Existe la opcidn de realizar diagndstico genético prenatal en hijos sucesivos, mediante
técnicas diversas, como amniocentesis, funiculocentesis o biopsia corial, que conllevan
un cierto riesgo de mortalidad, pero permitirian interrumpir el embarazo en el caso de
que se detectaran anomalias genéticas en homocigosis.P!

Otra posibilidad es realizar una fecundacion in vitro (no accesible en todos los casos) y
seleccionar los embriones no afectos mediante diagndstico preimplantacional, técnica
que ya se lleva a cabo con regularidad en los centros avanzados.

Por otra parte, seria recomendable realizar el cribado genético, en los padres y en los
hermanos de los pacientes afectos, es decir la deteccion del estado de portador para
su posterior tranquilidad en su futuro reproductivo.

e) Terapia génica: la terapia sustitutiva del gen en caso de genes nucleares eucariotas no
ha sido todavia desarrollada con éxito, y no existen estudios para esta patologia que
estén desarrollando esta posibilidad. No obstante, seria la Unica opcién curativa.

6 ANALISIS DE MUTACIONES Y ESTUDIO DE LA RELACION FENOTIPO-GENOTIPO

6.1 Mutaciones descritas

Las mutaciones recogidas hasta el momento son un total de 32, en un total de 37 pacientes,
todas ellas descubiertas en sujetos con enfermedad. Podemos intentar establecer una relacion
entre las mutaciones y el fenotipo, entendido como las manifestaciones clinicas, llevando a cabo
una comparacién entre la gravedad y el significado de la mutacién en la proteina.

En primer lugar recojo en la tabla 3 el total de las mutaciones, los sujetos afectos, el nimero
total de alelos descritos en la literatura que presentan la mutacién (un homocigoto, aporta 2, y
un heterocigoto 1 de dos mutaciones distintas), el nimero de familias afectas, la frecuencia
relativa (para averiguar si hay alguna mds prevalente) asi como el cambio provocado en la
proteina y el fenotipo, simplificado en 3 categorias que se describen debajo.

Mutacion Sujetos Ne N2 Frecuencia Significado en la Fenotipo
alelos familias relativa (%) proteina

c.1641_1642 del #1 2 1 2,7 p.C547-fs Grave

TG

¢.1703G>C #2 2 1 2,7 p.Gly568Ala Grave

c.1444C>T #3,4,5,31 7 2 9,45 p.Argd82Trp Moderado

¢.1790A>C #6 1 1 1,35 p.GIn597Pro Grave*

c.1067del #6 1 1 1,35 p.Gly356-fs Grave

c.1694A>G #H7 2 1 2,7 p.Asp565Gly Moderado

c.1652T>A #8 2 1 2,7 p.lle551Asn Grave

€.614T>C #9 1 1 1,35 p.lle205Arg Grave*

c.106A>T #9 1 1 1,35 p.Arg36Stop Grave*

c.1229C>T #10 2 1 2,7 p.Serd10Phe Grave

——
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¢.1555C>T #11,12,13, 16 3 21,6 p.GIn519Stop Grave

14,15,26,27

,32
c.1303C>T #16,22,36 5 3 p.Arg435stop Grave
¢.1703G>C #17 1 1 1,35 p.Gly568Ala Moderado
c.316C>T #17 1 1 1,35 p.GIn106Stop Moderado
c.1304G>T #18 2 1 2,7 p.Argd35Leu Moderado
¢.513-1G>A #19 2 1 2,7 Alt. Splicing Moderado
c.1361 A>G #20 2 1 2,7 p.GIn454Pro Moderado
C.662A>T #21 2 1 2,7 p.Asp221Val Grave
c.1304G>A #23,29 2 1 2,7 p.Argd35GIn Moderado*
c.1232G>A #23,29#30 4 2 5,4 p.Cys411Tyr Grave
€.661G>C #24 1 1 1,35 p.Asp221Hys Grave
c.1641_1642del #24 1 1 1,35 p.Cys547Stop Grave
c.1772A>G #25 2 1 2,7 p.Asp591Gly Moderado
c.1067delG #28 2 1 2,7 p.Gly256Alafs15 Moderado
c.1232G>A #29 1 1 1,35 p.Cys411Tyr Moderado*
c.1546_1563del #31 1 1 1,35 Pro516_Ser521del  Grave*
c.445G>A #33 1 1 1,35 p.Glyl49Arg Leve
¢.1510T>C #34 1 1 1,35 p.Cys504Arg Leve*
IVS4+5 C>G #34 1 1 1,35 Alt. Splicing Leve*
c.851delC #35 2 1 2,7 p.Pro284Leufs Moderada
c.292C>T #36 1 1 1,35 p.Arg98Stop Grave*
c.1442T7>C #37 2 1 2,7 p.Leud481Pro Moderado

Tabla 3: Mutaciones, cambio en la proteian y gravedad del fenotipo. Nota: #1 Extraido de Antoun et al;
#2-10 se nombran como 1-9 en Gai et al; 11-17 extraidos de Bonnen et Al; 18-33 extraidos de Huemer et
al;34 y 35 son casos clinicos recogidos de hospitales espafioles; 36 extraido de van Riij et al; 37 extraido
de Baroy et al. En la columna de “significado en la proteina”, las mutaciones sin sentido asocian fondo
naranja oscuro, las mutaciones con cambio de sentido fondo amarillo; las mutaciones con alteracién del

marco de lectura fondo verde; las delecciones fondo azul y las alteraciones del splicing fondo morado.

Anotaciones con respecto a la tabla:

Clasificamos a cada sujeto con un niimero propio.

“Fs” indica un cambio en el marco de lectura a partir del aminoacido correspondiente.
Stop indica una mutacién nonsense (la proteina resulta presenta un codén de parada a
partir de este aminodcido)

* indica que la mutacién sélo se ha encontrado en heterocigosis, el fenotipo se debera
en el paciente correspondiente al efecto combinado de dos mutaciones distintas, por lo
gue no podemos establecer una relacién nitida.

Clasificacién del fenotipo: Dividimos el fenotipo en 3 categorias para realizar una aproximacion;
que seran:

Grave: Hiperlactacidemia + leucoencefalopatia + alteraciones dismérficas + alguna otra
alteracion organica (hipertensién pulmontar, arritimias, linfopenia) +/- muerte
Moderado: Hiperlactacidemia + encefalopatia + alguna alteraciéon adicional +/- muerte
Leve: Alteraciones analiticas con encefalopatia leve, supervivencia hasta la fecha

Asi pues hemos encontrado un total de 33 mutaciones distintas distribuidas en 37 pacientes. La
mutacion mas frecuente resulta ser la c.1555C>T, que resulta provocar una proteina truncada
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en la posicidn GIn519. Esta presente en 7 sujetos, si bien 5 son de la misma familia y otros dos
los de otras dos familias independientes.
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Figura 19: Arbol genealdgico de la familia Saudi afecta con la mutacién c1555C>T

No obstante, no se puede afirmar que sea estadisticamente significativo como un punto mas
propenso a la mutacidon que otros, puesto que sélo representa un pequeiio porcentaje de los
alelos mutados.

Se observa que en un porcentaje significativo de los casos, la mutacién se encuentra en
homocigosis (76%); frente a los que se presentan mutaciones en heterocigosis (24%). En los
pacientes en los que disponemos del arbol genealdgico (#2-#18) los sujetos con mutaciones en
homocigosis proceden de padres con relacién de consanguineidad.

Es facilmente deducible que las mutaciones se producen de novo, en un familiar de Ila
ascendencia de los pacientes afectos, que a través de algunas pocas generaciones puede haber
llegado a dos descendientes que contraen matrimonio consanguineamente entre ellos, sobre
todo en los casos procedentes de paises donde esta practica es habitual. En otros casos,
podemos hipotetizar que quizas la mutacidn se produzca en un ancestro remoto, se extienda
por la poblacidn y por azar se reproduzcan dos sujetos portadores con ese ancestro comun.

6.2. Relacién genotipo-fenotipo.

Para valorar la relacién entre fenotipo y genotipo, hemos de partir de la base de que las
mutaciones que se han recogido no seran, como es logico pensar las Unicas que existiran de este
gen, sino que son las que dan patologia, se manifiestan en un paciente enfermo y son estudiadas.
Por ello, sélo disponemos informacién de mutaciones que causan una alteracion en la proteina
lo suficientemente grave como para reducir su funcion significativamente y causar patologia.

Se nos han presentado varios tipos de mutaciones en cuanto a su traduccién en la proteina”:

- Mutaciones sin sentido (nonsense): provocan la aparicion temprana de un codén de
Stop, lo cual da lugar a un péptido truncado.

- Mutaciones con cambio de sentido (misssense): producen la sustitucion de un
aminodcido de la proteina por otro erréneo

- Alteraciones con cambio en el marco de lectura (frameshift): por una delecidon o
insercidn, alteran el marco de lectura generando, a partir del punto afectado, una
secuencia errénea de nucledtidos.
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- Delecciones: pérdida de algunos nucledtidos en el gen provocan la generacién de una
proteina sin los aminoacidos correspondientes en esa zona, y posiblemente puedan
asociar una alteracién del marco de lectura.

- Afectaciéon del splicing: Causadas por mutaciones en zonas intronicas que alteran el
mecanismo de corte y empalme, el cual requiere de unos nucledtidos concretos en
zonas limitantes con los exones.

En nuestra serie de pacientes tenemos 19 mutaciones con cambio de sentido, 6 mutaciones sin
sentido, 4 alteraciones de marco de lectura, 1 delecién de 18 pares de bases y 2 alteraciones en
el splicing.

De las mutaciones tenemos fenotipos:

- Cambio de sentido: 8 Graves, 9 Moderados, 2 Leves

- Sinsentido: 5 Graves, 1 moderado

- Alteracion en el marco de lectura: 2 leves y 2 moderados
- Splicing y Delecién: 2 Graves

A pesar de que la clasificacion realizada podria ser mejorable si se dispusiera de los datos clinicos
completos de los pacientes, podemos observar que el fenotipo “moderado” corresponde a
mutaciones con cambio de sentido en 9 de 11 casos, y que en el resto de los tipos las mutaciones
son graves, salvo dos “moderados” en 2 tipo “alteracidn del marco de lectura” que seguramente
en realidad sean mas graves.

Sabemos que la expresion fenotipica de una
misma mutacion es variable; no obstante, los
datos concuerdan con la légica, ya que en las
mutaciones tipo sustitucién de aminodcidos son
las Unicas en las que parte de la funcidn de la
proteina esté conservada.

Al menos 12 de las 19 mutaciones con cambio de
sentido corresponden a los dominios LRR, que
son importantes para la interaccién proteica. Al
estar situados hacia la zona N-terminal de la
proteina, todas las mutaciones sin sentido
cortan antes de alguna de estas regiones.
Ademas, los LRR también se ven afectados en
el resto de las mutaciones. Podemos afirmar
por ello que la mayoria de las mutaciones,

Figura 20: Estructura aproximada de los LRR de
FBXL4, suponiendo interaccién con CRY2
(ligando de FBXL3). Sugiere interaccidn por

zonas de hoja b en los LRR. Algunas mutaciones
directa o indirectamente, afectan a estas  5parecen resaltadas en color. Extraido de Gai et

zonas, que es sabido que tienen funciones de 3] (2013)
interaccion con otras proteinas.

En la figura 19, extraida de Huemer et al (2013), observamos cdmo una significativa mayoria de
las mutaciones afecta a los dominios LRR, en su serie de pacientes. Esta distribucion, si bien no
recoge todos los casos, es extrapolable al resto de pacientes de nuestra serie.
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Gene structure DUTR coding sequence, Exons * splice site mutation
Functional Domains:  [j F-Box [ Leucine-rich repeats (LRR) ] LRR, Cysteine-containing [ unknown function

Posttranslational modifications: E Phosphorylation site i Ubiquitination site

. -

NM_012160.4 3
(2810bp)

NP_001265645_—
(621aa) '

Figura 21: Estructura del gen FBXL4 y distribuciéon de mutaciones en 28 pacientes (pacientes #18-33, #8-
10,y #17)

La mayoria de las mutaciones con cambio de sentido por tanto, afectan a aminoacidos
conservados de estas regiones ricas en leucina, que realizan funciones de interaccion proteica
2111 De esto podemos inferiri que estos LRR serédn por lo tanto claves para la realizacion de la
correcta funcidn de la proteina.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

FBXL4 es un gen nuclear que codifica una proteina localizada en el espacio intermembrana.
Pertenece a la familia de las proteinas F-box. Su funcion se desconoce, aunque se especula que
pueda formar parte de un complejo de ubiquitinizacidon con funciones de control de calidad.

Las mutaciones que impiden la formacién de una proteina completa o producen una proteina
aberrante (sin sentido, alteracién del marco de lectura, alteracion del splicing) dan lugar a
fenotipos graves. Las mutaciones sin sentido que se manifiestan patoldgicamente afectan a las
regiones ricas en leucina (LRR), por su importancia en la interaccion proteica.

Se recogen 37 casos de pacientes con mutaciones en ambas copias de este gen. 35 de ellos
habian sido descritos por diversos autores y 2 de ellos (#34, #35) son sujetos cuyas muestras se
estan estudiando en el departamento de Bioquimica y Biologia Molecular y Celular de la
Universidad de Zaragoza, no descritos previamente en la literatura.
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La clinica abarca un amplio conjunto de sintomas, que tienen en comun un comienzo temprano
en la primera infancia, en la mayoria de casos al nacimiento, aunque con gran dispersion. Esta
dispersion puede ser resultado de retrasos diagndsticos y probablemente la enfermedad
empieza a afectar al individuo desde los primeros estadios del desarrollo embrionario, en mayor
o menor medida.

Los rasgos compartidos por todos los pacientes incluyen aumento de lactato crénico, con
acidosis lactica generalmente hipotonia y un cuadro de encefalopatia mitocondrial. Los
pacientes presentan inicialmente un bajo peso al nacer, que se suele mantener en percentiles
bajos durante toda su vida, una circunferencia reducida y alteraciones dismoérficas
caracteristicas, en el aspecto facial pero también en otros, como hipospadias o craenosinostosis.

La encefalomiopatia causa sintomas neuroldgicos y motores. Predomina un retraso en el
desarrollo psicomotor, en muchas ocasiones llegando a no desarrollarse el habla. Las imagenes
por resonancia magnética nos muestran lesiones edematosas en sustancia blanca, que
evolucionan a atrofia cerebral supratentorial de localizacion e intensidad variable, con focos de
alteracién de sefial en otros puntos. Se acompafia en ocasiones de otros sintomas neurolégicos,
como la ataxia cerebelosa o las convulsiones.

La hipotonia es un hallazgo constante que en la mayoria de casos conlleva una limitacién para
el ejercicio fisico o para la marcha segun el caso y dificultad para tragar que pueden llevar a la
desnutricién y a la necesidad de nutricidn parenteral continuada. El reflujo gastroesofagico
también puede aparecer a menudo.

La aparicion de sintomas organicos es un hallazgo inconstante, pudiendo producirse, entre
otros, hipertrofia cardiaca, alteraciones oftalmicas (catarata, atrofia del nervio éptico), renales,
hepaticas, escoliosis, y hematoldgicas. Los ictus atipicos pueden aparecer en fases avanzadas.

En cuanto a la fisiopatologia, y en vista de que la deplecion de DNA mitocondrial es un hallazgo
contante en los casos estudiados, podemos concluir que la deplecién de DNA mitocondrial esta
causada directa o indirectamente por la deficiencia de FBXL4. Por una menor transcripcion, se
produciria un descenso en la sintesis de subunidades de los complejos de la cadena respiratoria
en él codificados, generando de esa manera una menor produccidon de ATP por la via de la
fosforilacién oxidativa y provocando una elevada actividad de la via de la glicdlisis, lo cual
desencadenaria las alteraciones fisiopatoldgicas que se observan.

No obstante, algunos pacientes no presentan alteraciones en la actividad de los complejos de la
cadena respiratoria. Algunos pacientes (por ejemplo, #37) presenta un fenotipo de enfermedad
completo pero actividad conservada en los complejos I-V!*°], Sin embargo, la deplecidn en estos
pacientes suele relativamente leve. En algunos pacientes (19), resulta haber ademas un
descenso en la actividad de citrato sintasa, lo cual nos sugiere un descenso en la masa
mitocondrial. En nuestros casos, se esta estudiando si los procesos de mitofagia pudieran estar
alterados. Estos hechos nos hacen replantearnos que el déficit en la producciéon de ATP pueda
ser el mecanismo ultimo molecular de estas enfermedades, entrando en juego quiza otros
procesos como la mitofagia u otros desconocidos.

Como causa exactamente la falta de funcidon de FBXL4 la deplecién de ADNmt es desconocido.
¢Es consecuencia directa del aumento mitofagia? -Menos mitocondrias totales podrian significar
menos DNA medido en el laboratorio-, y écudles serian los mecanismos Ultimos de esa? o quizas,
ées posible que al no haber FBXL4 funcionante, se deja de ubiquitinizar y destruir alguna
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proteina mal plegada que resulta tdxica en la mitocondria? Son solo algunas hipdtesis que se me
ocurren.

El diagndstico debe enfocarse desde el punto de vista de la sospecha de enfermedad
mitocondrial, y apoyarse en la biopsia muscular, las pruebas de imagen —sobre todo resonancia
magnética y Ecografia- y el diagndstico genético por secuenciacidon de secuencias codificantes
de un panel de genes con implicacion en la mitocondria. Debe considerarse en el diagndstico
diferencial cuando aparezcan los sintomas citados.

Actualmente no existe ningln tratamiento efectivo curativo, debiendo no obstante aplicarse las
medidas de soporte necesarias para aliviar los sintomas y mejorar en lo posible la calidad de vida
de estos pacientes. Quizas en el futuro se pueda aplicar terapia génica.

Serd necesaria todavia mucha mas investigacion en este campo para dilucidar el mecanismo
exacto de actuacion de FBXL4 y poder elaborar una estrategia terapéutica efectiva.
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ABREVIATURAS

- ADNmt: Acido desoxirribonucleico mitocondrial

- ADNn: Acido desoxirrbonucleico nuclear

- ADP: Adenosin difosfato

- ATP: Adenosin trifosfato

- CIR: crecimiento intrauterino retardado

- CS: Citrato sintasa

- HA: hemaglutinina A

- ERGE: Enfermedad por reflujo gastroesofagico.

- MME: membrana mitocondrial externa

- MTS: Mitochondrion targeting sequence / Secuencia de sefializaciéon mitocondrial
- NADH-DH: N-acetil dinucledtido reducido deshidrogenasa

- PDHc: Complejo Piruvato Deshidrogenasa

- Pi: Fosfato inorganico (PO3’)

- ROS: Reactive oxygen species / Especies reactivas de oxigeno
- RRF: red ragged fibers / fibras rojo rasgadas

- SDH: Succinato deshidrogenasa

- WES: Whole exome sequencing

36

——
| —



BIBLIOGRAFIA

10.

11.

12.

Montoya J, Lopez-Gallardo E, Ruiz-Pesini E. Diagnstico gentico de enfermedades
metablicas producidas por alteracin del ADN mitocondrial. Diagndstico genético
de enfermedades metabdlicas producidas por alteracién del ADN mitocondrial
Sanjurjo P, Baldellou A Madrid Ergon. 2010;639-56.

Nelson DL, Cox MM. Fosforilacién oxidativa y fotofosforilacién. Nelson DL, Cox MM.
Lehninger Principios de bioquimica. 52 edicién. Sabadell. Omega, 2009. pp. 708- 768.
Wortmann SB, Koolen DA, Smeitink JA, van den Heuvel L, Rodenburg RJ. Whole
exome sequencing of suspected mitochondrial patients in clinical practice. J
Inherit Metab Dis. mayo de 2015;38(3):437-43.

OMIM Entry - # 615471 - MITOCHONDRIAL DNA DEPLETION SYNDROME 13
(ENCEPHALOMYOPATHIC TYPE); MTDPS13 [Internet]. [citado 17 de mayo de
2016]. Recuperado a partir de: http://www.omim.org/entry/615471

Montoya, J., Emperador, S., Lépez-Gallardo, E., Ruiz-Pesini, E. "Enfermedades
mitocondriales. Alteraciéon del ADN mitocondrial, déficits bioquimicos de la
cadena respiratoria y enfermedades de la fosforilacion oxidativa". En: "Manual
de Medicina Perinatal. Estudio de los Errores Congénitos del Metabolismo en el
Laboratorio Clinico". Pag. 191-203 (Asociacidn Espaiiola de Biopatologia Médica,
Eds.). 12 Edicion. Capitulo 14. Madrid. 2014. pp: 773-790 . ISBN: 978-84-617-
1716-3;

FBXL4 Gene - GeneCards | FBXL4 Protein | FBXL4 Antibody [Internet]. [citado 30
de mayo de 2016]. Recuperado a partir de: http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=FBXL4

Gene: FBXL4 (ENSG00000112234) - Summary - Homo sapiens - Ensembl genome
browser 84 [Internet]. [citado 30 de mayo de 2016]. Recuperado a partir de:
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG000
00112234;r=6:98868538-98948006

RCSB PDB - Protein Feature View - F-box/LRR-repeat protein 4 - Q9UKA2
(FBXL4_HUMAN) [Internet]. [citado 5 de junio de 2016]. Recuperado a partir de:
http://www.rcsb.org/pdb/protein/095919?evtc=Suggest&evta=ProteinFeature
%20View&evtl=autosearch_SearchBar_querySuggest

Gai X, Ghezzi D, Johnson MA, Biagosch CA, Shamseldin HE, Haack TB, et al.
Mutations in FBXL4, encoding a mitochondrial protein, cause early-onset
mitochondrial encephalomyopathy. Am J Hum Genet. 5 de septiembre de
2013;93(3):482-95.

Bonnen PE, Yarham JW, Besse A, Wu P, Faqeih EA, Al-Asmari AM, et al. Mutations
in FBXL4 cause mitochondrial encephalopathy and a disorder of mitochondrial
DNA maintenance. Am J Hum Genet. 5 de septiembre de 2013;93(3):471-81.
Nelson DE, Randle SJ, Laman H. Beyond ubiquitination: the atypical functions of
Fbxo7 and other F-box proteins. Open Biol. octubre de 2013;3(10):130131.
Antoun G, McBride S, Vanstone JR, Naas T, Michaud J, Redpath S, et al. Detailed
Biochemical and Bioenergetic = Characterization of  FBXL4-Related
Encephalomyopathic Mitochondrial DNA Depletion. JIMD Rep. 2016;27:1-9.

37

——
| —


http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=FBXL4
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=FBXL4

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19

20.
21.
22.

23.

24.

Huemer M, Karall D, Schossig A, Abdenur JE, Al Jasmi F, Biagosch C, et al. Clinical,
morphological, biochemical, imaging and outcome parameters in 21 individuals
with mitochondrial maintenance defect related to FBXL4 mutations. J Inherit
Metab Dis. septiembre de 2015;38(5):905-14.

van Rij MC, Jansen FAR, Hellebrekers DMEI, Onkenhout W, Smeets HIM,
Hendrickx AT, et al. Polyhydramnios and cerebellar atrophy: a prenatal
presentation of mitochondrial encephalomyopathy caused by mutations in the
FBXL4 gene. Clin Case Rep. abril de 2016;4(4):425-8.

Bargy T, Pedurupillay CRJ, Bliksrud YT, Rasmussen M, Holmgren A, Vigeland MD,
et al. A novel mutation in FBXL4 in a Norwegian child with encephalomyopathic
mitochondrial DNA depletion syndrome 13. Eur J Med Genet. 13 de mayo de
2016.

5. Burchell VS, Nelson DE, Sanchez-Martinez A, Delgado-Camprubi M, Ivatt RM,
Pogson JH, et al. The Parkinson’s disease-linked proteins Fbxo7 and Parkin
interact to mediate mitophagy. Nat Neurosci. septiembre de 2013;16(9):1257-
65.

Ebrahimi-Fakhari D, Seitz A, Kolker S, Hoffmann GF. Recurrent Stroke-Like
Episodes in FBXL4-Associated Early-Onset Mitochondrial Encephalomyopathy.
Pediatr Neurol. diciembre de 2015;53(6):549-50

FBXL4 protein (Homo sapiens) - STRING network view [Internet]. [citado 31 de
mayo de 2016]. Recuperado a partir de: http://string-
db.org/cgi/network.pl?taskld=XimM5tZ2mGSm

. Jiménez-Escrig A, Gobernado |, Sdnchez-Herranz A. Secuenciacién de genoma

completo: un salto cualitativo en los estudios genéticos. Rev Neurol 2012; 54:
692-8.

Jorde LB, Carey JC, Bamshad MJ. Genética médica. Elsevier Espafia; 2011.
Alberts B. et al. Biologia molecular de la célula. Ediciones Omega, S.L.; 2010.
Calvo, S.E., Compton, A.G., Hershman, S.G., Lim, S.C,, Lieber, D.S., Tucker, E.J.,
Laskowski, A., Garone, C., Liu, S., Jaffe, D.B.,et al. (2012). Molecular diagnosis of
infantile mitochondrialdisease with targeted next-generation sequencing. Sci.
Transl.Med. 4, 118ral110.

Shamseldin, H.E., Alshammari, M., Al-Sheddi, T., Salih, M.A., Alkhalidi, H., Kentab,
A., Repetto, G.M., Hashem, M., and Alkuraya, F.S. (2012). Genomic analysis of
mitochondrial diseases in a consanguineous population reveals novel candidate
disease genes. J. Med. Genet. 49, 234-241.

FBXL4 - F-box/LRR-repeat protein 4 - Homo sapiens (Human) - FBXL4 gene &
protein [Internet]. [citado 5 de junio de 2016]. Recuperado a partir de:
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9UKA2

38

——
| —



EUETITLYENI]
uoI234ul

CAUERY R ¥ U] Z1ueinp epnie elanas
U003 U] - - enedojejzous - - - e2I10E] SISOPIDY - -
+ - - + - - - SISt - -
%89 %SE %02 %0€E %E9 = %ST %St %ZT %LE
= pu = eu + = = = + pu
+ + + + + = = = = +
= + 1 + = = = = = pu
+
+ + 1 + + + + pu + pu
eidosadiy eleieled Jewiiou eu Jewiou pu |ewiiou pu pu pu
= = pu = + = = = = pu
le|naune
JewIou eyyospadiy Jewiiou eyyosuadiy Jewiou pu pu pu pu ‘bex fd1H
+ + 1 + = pu = = = +
+ + + + + + + + + +
+ + 1 + + + + + + +
+ pu + + pu = ouala Ul pu + pu
+ + 1 + + = + pu = +
+ + + + + + + + + +
+ pu + pu + = = = + pu
+ + + + + + + = = pu
+ + 1 = + pu + pu + pu
+ + + + i+ pu pu pu + B
+ + 1 pu + = pu pu + +
+ + + + + + + + + +
+ + 1 + = = = pu + +
- + + -+ + - - - + +
T4 € £ £> [ pu 0s ot £> pu
(2= £ £ £> oT= pu oT> pu oT> 2
soue g soue g soue g sa53W 9T soue g pu soue g soue soue ¢ S353W FT
olUSIWIDEU | OlusIWIoeU 5253W 6 oluaIwioeu SaW T pu s35aW T 01U ILLIDEU sI53W T seJoy ZT

1USS OIgWIED

[
sydoTiias]d

[1=D622T]2
2
Saquuoy

Juas oIgueD]  JUu3s OIquie]  JUSS OIQUUED  1U3S OIQUIED I + U35 "1U=s OIQUUED
[dolsgsBry sjocehD !
ayrsoeand] | [usyTsserd] [A|ogosdsyed] [Alogogdsy]d [oidzesuod] [dirzsryBiv]d
[L=wooT I2p £90T
D<1+1973] [v<12ca12] [D<wreoT2]  [9<¥F69T2] [D<w06LT]2  [L<DtHHT2]
’ -] S ¥ € £
1alnw Sugquuoy Saguuoy 1alnw Sagquioy

Saguioy

"lUSS OIQUUED  "lUSS OIQWED 193] 02BN "IV

[daigetrdiy-d]  [dilzerSivd] sy-£15Dd

[duizersiv-d]

[L=DtrirrT 2] [2<0e0£T2] [ 29T T+#9T9]
€ i 1
aiguioy SAquuoy 1alnw

(epioouoa 1s) esneD
(pepa) owuaiwina)es
WNQW uoaajdag
ealsaidoad s1so1j100s3
eluadonnan
IET

|E121US UDIDEIUSWI|Y

3943

Jenao ejfojoled
JEUS UDIDEIDSY

Jeuownd feaeipied efSojoled
enusIuowwelsdiy

ewsejd ua PpEAS| BUIUB|Y
e31128] SISOPIDY

ey2iew e| esed pepioedeau)
ae8eay esed pelnayia
ejuolodiy

BIXELY

SIUCIS|NAUCD

|elg=132 BIJOITY

EJUE|Q BIZUBISNS B| 3P S3UO0ISST

E|qQEeY 2P UQIDBIIYE O Bl|BH
OoMIUUS000IN3U OSEILSY

O PESEI1S] DIUSIWIDSID
EDIIOWISIP S3I10BH

(nuaouad) 3jus1031 sew 0sad
(jusoaad) 4s2eu |B 0s3d
ugREen|eAs BN E] 3P pEP3
woneluasaad ap pep3

ugieInw ap odil
o21=3101d 0103430
uoREININ

a3181pad
oxag

eIdUaAdadng

eo1oadsa

-ouegio

sEJIjOgElaW
ETILIBEIESIE

A masnuwioanau

ojjouesaa

|eJauan

soleq

‘|e 39 Aodeg ap opjeJIxa /€ ‘| 12 1Y uep Jod opedjjgnd 9¢ ‘01103BIOqE| |2 UD OIpNISS B SOPIS0IaJ SODUJ|d SOSED UoS GE A
Y€ {|e 19 JoWBSNH 3P SOPJeJIX £€-8T {|V 32 UdUUOg dp SOPIeJIXDd £T-TT ‘| 39 1D U 6-T OWOD UBIGWOU 3S OT-Z# ‘| 39 UNOIUY 3P OpIeJIXI T# :91uaInSis | s sajualoed
SO| @p ejdoUdPd0Jd B "BINYID| 9P 0JJEW [P UQIJBISYE :303] 04BN ‘Y ‘OPIIUDS P OIqWIED SP UOIDEINW = "JUDS OlqWIE) "BLUOIUIS 3S3 9P BIDUISNE (-) ‘BWO3UJS IS dp
elouasald :(+) ‘opediy0adsa ou =3 *3|qIuodsip Ou =pN "SUNWOD Sew so| op1S0daJ uey oS *a1uajoed Jod ajuajoed eped ap sodldadsa sodjujd soleq T ejgel ;] OXINV

—

[e)]
o

—r'




|
ede) e
au - pu pu pu sISopioe pu .aano_&mo:u (eproouoa is) esne)y
oye | | sesawpy  soyey  SeipE S%N | wgoyel = wgeE (pepa) oyuaiwmaljes.
5 - - *N@\*NN

,,,,,

s .E..EEE g



{5+
cz) ouniewsid

‘BINIE| ouolendsal
SISOpIaY - ojle} - au - au - - au - - (epioouod Is) eSNED
- elpT - LELEIITE - Soueg - soueg - - Wgeg - - (pepa) ojuaiwa|je4
%St = %L %CT = = = = = = = - = YNQW ugiajdag
- pu pu - pu pu pu pu pu pu pu pu pu enlsa18o.d sisoljos3
- pu pu - - - - - - - - - - eluadonnan
= pu pu = = = = = = = = = = BllWaUY
+ pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu [FEIERRA T
pu pu P = =10 =10 =10 =10 =10 =10 =10 =10 =10 EFE]
- pu pu - - E1EIE1ED - E1EIE1ED - - - - - J1e|nao e/Sojoled
- pu pu - pu pu pu pu pu pu pu pu pu |BUBI UDIDEPE}Y
NI-MdM
wps 923 Yy eljosuadiy pu - pu pu elledojwolpied pu pu pu pu 1A Eloapadly pu Jeuow|nd /edeipied eidojoled
pu - pu - pu pu pu pu pu pu pu pu pu elwaIuowweladiy
- - pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu eluse|d ua EPEAT|3 BUILE|Y
+ + + + + + + + + + + + + EJIIE| S1s0pDY
pu pu pu + pu pu + + + pu + eu pu eyaiew e] eted pepisedeau)
+ pu pu pu + + + + + + + + + Jeden esed peynaiig
+ + + + + + + + + + + + + ejuciodiy
- pu pu - pu pu pu pu pu pu pu pu pu BIXELY
+ pu pu = pu pu pu pu pu pu pu pu pu S3UOIS|NAUDD
+ + pu + pu pu pu pu pu pu pu pu pu |eg=432 eljoily
+ pu pu + pu pu pu pu pu pu pu pu pu EJUE|Q BIJUE]SNS B| 3P S2U0I53]
pu eu pu + + + + + + + + + + E|gEY |3p UDIIEIS]|E O EJjE4
+ pu + + + + + + + + + + + OAIIUB0I0IN3U OSEII3Y
= + + + + + + + + + + + + OpESEI}D) OUBIWIGDIS
+ + pu pu - + - + + + - + - EJIHOWSIP 531384
0s = pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu pu (j1u=1ad) 21ua1231 sew osad
£ 0E> pu £ pu pu pu pu pu pu pu pu pu (nu=2s3d) 130U |B 0534
wogee pu pu pu pu pu Wfet pu wotet WgeE pu SOUET SIsIW T UQIDEN|BAS BLUIN E] 3P pEP3
OIUBIWIZEN WIEM 3] au OlUBIWIIeU pu S35IW 7 SI5IW 7T 5353 Q 5353 G S35 G SIS £ Selp € Selp g uplzeussald ap pep3
'JUIS OIGWED  OpIIuas uIS oMeW Yy Suids vy 1uss olgWED  OpRUSS UIS *JU3S OlgWeD Olguwe)  "Ju3sSoIquIED | OB Y  OpIIuSs uIS 0pIuas uIs olgwed uolenw ap odi|
[do1scepBiy-d [ox=} [E [l2pTZSIaS 9150 ] PALTTESAD | [ST.SE [A
[oudTyenaT]'d | ‘doisgeiiy]d | Tnalrszosd]'d tvpocsAdld [BiverTAID]d [doiseTeun]td ididiizapBiv]d ALTTpsADd ‘ejygochiold |vocgA|old [dowseTsui]d [doseTsuinld [9Tecdsy]d od1a101d 0D3EA
1<DE0ETD [9<2 S+FSA ‘[1PpgasT ‘[v<DZE il
[2<1z#vT]0 107672 [DIepTSel>  IFD<LOTSTID  [w<DStp]lD  :[1<DSSSTID  9vST-L<DbPT]D [v<DZEZTI™ ZT-V<DFOET]™ DISPLO0T]™d :[L<DGSST]D  [L<DGSSTID  [DewziLT]2 upizeIniy
0 62 8z 4 9z 14 74 €7 [aé 14 02 (174 6L aa18Ipad
algwoy alguoy au 13lnw 13lnw algwoy 13lnw algwoy algwoy algwoy 3lguoy 13lnw 13lnw oxag
- 18 = 9 |~ SE|« vE -~ £E 78~ T8« 08~ 67~ 87« Frds 9 -~ 5T o QI 3uaned

]
a |

(
\




