RESUM: “Caenorhabditis elegans com a organisme model per estudiar malalties mitocondrials

associades a defectes en la modificacié dels tRNAs”

La modificacié post-transcripcional de la uridina situada en la posicié de balanceig (Us,) de
certs tRNAs és un procés conservat evolutivament realitzat per proteines homologues a les de les
families MnmA/MTU1, MnmE/GTPBP3 i MnmG/MTO1. Aquest caracter universal sustenta la
importancia de les dites modificacions per a la biologia de cél-lules i organismes. De fet,
mutacions en els gens humans MTU1 i GTPBP3 o MTO1 causen fallada hepatica infantil aguda i
cardiomiopatia hipertrofica infantil amb acidosis lactica, respectivament, que habitualment
produixen letalitat durant els primers mesos de vida. S'assumix que la causa primaria d'aquestes
malalties és I'absencia de les modificacions introduides per la proteina MTU1 a la posicié 2 (un
grup tiol) i per les proteines GTPBP3 i MTO1 (un grup taurinometil) a la posicié 5 de la Uz, en un
grup de tRNAs mitocondrials (mt-tRNAs). No obstant aix0, els mecanismes subjacents en estes
malalties (i en altres associades també a l|'absencia de tals modificacions) no estan clars,
desconeixent-se les raons per les quals el déficit de la fosforilacid oxidativa resultant en tots els
casos (atribuit a alteracions de la traduccié mitocondrial de proteines) produix fenotips tan
diversos. La nostra hipotesi és que la senyalitzacié retrograda mitocondria-nucli promoguda per la
hipomodificacié dels mt-tRNAs en posicié 2 o 5 de la Uz, és diferent i la resposta nuclear en cada
cas es dependent del programa genetic i epigenetic de cel-lules i organismes.

En aquest treball, hem utilitzat el nematode Caenorhabditis elegans com a organisme
model per a estudiar els efectes produits per la inactivacié de les proteines homologues de MTU1,
GTPBP3 i MTO1 a les que hem denominat MTTU-1, MTCU-1 i MTCU-2, respectivament. Hem
comprovat que aquestes proteines, codificades pel nucli, sén de localitzacid mitocondrial i estan
implicades en la modificacié de la Ui, dels mt-tRNAs. Els mutants simples mtcu-1 i mtcu-2
presenten una reduccid en la seua fertilitat i, en el cas del mutant simple mttu-1, fenotipus
associats a termosensibilitat (allargament del seu cicle reproductiu i reduccié de la seua fertilitat).
Els fenotipus exhibits pels mutants simples mttu-1, mtcu-1 i mtcu-2 sustenten la hipotesi que la
mutacié mttu-1, d'una banda, i les mutacions mtcu-1 i mtcu-2, d'una altra, promouen senyals
retrograds diferents que produixen patrons d'expressid nuclears especifics. Aixi, un tret fenotipic
dependent de gens nuclears (com ho és la transcripcio i/o 'estabilitat dels mt-tRNAs) i I'expressio
de gens nuclears com ucp-4, hsp-6, hsp-60 i altres implicats en el metabolisme mitocondrial

mostren un patré diferent en els dos grups de mutants. Els gens hsp-6 i hsp-60, usats com a



marcadors de la resposta a estrés mitocondrial (UPR™ o "mitocondrial unfolded protein
response"), estan regulats a la baixa en el mutant mttu-1, la qual cosa podria relacionar-se amb la
termosensibilitat d'aquest mutant en relacié a la seua fertilitat i cicle reproductiu. Els tres mutants
simples exhibixen una reduccié en |'expressidé de gens de la glicolisi i de la 3-oxidacié dels acids
grassos (més severa en el mutant mttu-1), una induccié en un marcador de glutaminolisi i una
induccid en el gen ucp-4 (més acusada en el mutant mttu-1) implicat en el transport de succinat
(un intermediari del cicle de I'acid tricarboxilic, TCA) a la mitocondria. Atés que els tres mutants
simples presenten una disfuncié OXPHOS relativament suau, proposem que els canvis d'expressié
en gens que modulen el metabolisme mitocondrial revelen una reprogramacio del cicle del TCA
d'acids grassos amb I'activacid de rutes anaplerdtiques del cicle del TCA basades en la importacié
de succinat a la mitocondria per UCP-4 i en l'aportacid de a-cetoglutarat procedent de la
glutaminolisi. Esta reprogramacié podria associar-se amb I'entrada d'equivalents reduits (en la
forma de FADH,) al sistema OXPHQOS a través del complexe Il que compensaria en part la possible
disfuncié del complexe I. En la Tesi també s'analitzen els efectes de I'anul-lacié simultania de les
modificacions en les posicions 2 i 5 de la Ui, El doble mutant mttu-1;mtcu-2 presenta una
disfuncié OXPHOS severa, amb una ratio AMP/ATP 5 vegades superior al control, que resulta en
letalitat embrionaria, detencié del desenvolupament en estadis larvaris primerencs, esterilitat
completa en els adults i una longevitat unes 2 vegades superior al control. Aquest increment de la
longevitat esta modulat per rutes de senyalitzacié que depenen d'AMPK, fonamentalment de la
subunitat catalitica AAK-1, i d'hormones esteroidees, a través de les proteines DAF-9 i DAF-12.

En resum, aquest treball mostra per primera vegada a nivell d'un animal model la
important reprogramacié de gens relacionats amb el metabolisme mitocondrial en resposta a la
hipomodificacié de la Uz, dels mt-tRNAs i revela noves connexions entre rutes de senyalitzacié que

incrementen la longevitat.



