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Els resultats descrits en la present tesi doctoral contribueixen, per una banda, al coneixement
dels efectes que son conseqiiencia de la deplecid d’un enzim de traduccio genetica mitocondrial
emprant un organisme model i, per altra banda, a la caracteritzacié d’una proteina paraloga a la

seril-ARNt sintetasa mitocondrial de Drosophila melanogaster.

En D. melanogaster coexisteixen dos sistemes de sintesi proteica, un al mitocondri i un al
citoplasma, els quals requereixen de maquinaries de traduccié genetica independents. Aquest

t>" propies de cada compartiment

fet es fa palés amb la preséncia de dues poblacions de DmARN
cel-lular (vegeu l'apartat 4.1.1). Una d’elles és capac de descodificar els codons serina
especifics del genoma nuclear, que segueixen el codi genétic estandard, i l’altra de descodificar
els codons serina propis del genoma mitocondrial. El codi genetic mitocondrial d’invertebrats, a
part dels sis codons serina UCN i AGY, mostra la reassignacié dels codons arginina AGR a serina.
Per tal de descodificar aquests dos nous codons, cada organisme empra una estratégia diferent:
els nematodes posseeixen un ARNt* (UCU) (Okimoto et al., 1992) i els equinoderms i
cefalopodes presenten una modificaci6 m’G en la posicid wobble de ’anticodd de [’ARNt>"
(GCU) que permet el reconeixement de tots els codons AGN (Matsuyama et al., 1998; Tomita et
al., 1998). El codd AGG és absent en el genoma mitocondrial de Drosophila (de Bruijn, 1983;
Garesse, 1988) pero, tot i aixi, necessita descodificar el codd arginina AGA a serina. En
Drosophila no hi ha evidéncies que cap ARNt sigui importat al mitocondri, no existeix cap ARNt>*"
(UCU), ni presenta la modificaci6 m’G en la posicié wobble de I’anticodd del DmARNt*" (GCU)
mt, per aixo, se suggereix que la G no modificada del DmARNt* (GCU) mt seria capac
d’emparellar-se amb A del codd AGA, atés que no existeix, de moment, cap ARNt competidor
que pugui reconéixer aquest coddé (Tomita et al., 1999).

La sorprenent troballa de tres possibles seqiiencies codificadores de seril-ARNt sintetases en D.
melanogaster, que també comparteixen la resta d’insectes, una especie d’aracnid i una
d’equinoderm (vegeu els apartats 4.1.2 i 4.1.3), ha requerit, en primer lloc, Uestudi
bioinformatic i filogenetic de les seqiiencies per tal de definir de manera preliminar el paper de
cada una de les proteines en aquest organisme (consulteu els apartats 4.1.4-4.1.7). Aixi doncs,
s’ha determinat que la seqiiencia CG17259 codifica la seril-ARNt sintetasa citoplasmatica
(DmSRS1), que la CG4938 dodna lloc a la seril-ARNt sintetasa mitocondrial canonica (DmSRS2) i
que la CG31133 codifica una proteina homologa a la DmSRS2 que ha divergit evolutivament i

funcionalment d’aquesta, que hem denominat SLIMP.

Tot i no formar part dels objectius d’aquest projecte de tesi, la funcié de la DmSRS1 com a SRS
citoplasmatica s’ha validat in vitro, ja que la proteina ha estat emprada com a control en

diversos experiments d’aquest treball. S’ha confirmat que la DmSRS1 aminoacila I’ARNt>*" (GCU)
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citoplasmatic, té un centre catalitic actiu que és capac d’unir ATP (vegeu el subapartat 4.3.1.4)
i que presenta una conformacié dimerica (consulteu el subapartat 4.3.1.5). Addicionalment,
experiments d’ARNi (ARN d’interferencia), que no formen part d’aquest treball, revelen que el
silenciament constitutiu i ubic de la DmSRS1 no permet la viabilitat adulta, fet que confirma

’essencialitat d’aquest enzim per a ’organisme.
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5.1 CREACIO D’UN MODEL ANIMAL DE MALALTIA HUMANA CAUSADA PER LA DISFUNCIO
D’UNA aaRS MITOCONDRIAL

En primer lloc, la prediccié d’un péptid de senyalitzaci6 mitocondrial, la conservacié de la
seqiiencia i "estructura proteiques i la distribucio evolutiva propera a altres SRS mitocondrials
assignen la DmSRS2 com la seril-ARNt sintetasa mitocondrial canonica de D. melanogaster. En
diversos apartats de la seccio 4.2, s’ha demostrat que la DmSRS2 té una localitzacié mitocondrial
(vegeu els apartats 4.2.1 i 4.2.9) i, a més, la distribucio diferencial de dues versions de la
proteina en les diferents fraccions cel-lulars suggereix que el mecanisme de transport de la
DmSRS2 al mitocondri seria posttraduccional, tal com ocorre per la majoria de proteines
mitocondrials codificades al nucli (Wickner i Schekman, 2005). En segon lloc, la davallada de la
DmSRS2 mitjancant ARNi produeix una baixada del nivell d’aminoacilaci6 dels ARNt>
mitocondrials de Drosophila, fet que corrobora la funcié convencional de la DmSRS2 com a seril-
ARNt sintetasa mitocondrial (vegeu ’apartat 4.2.3). En tercer lloc, la induccié de ’ARNi contra
la DmSRS2 de manera constitutiva i ubiqua compromet la viabilitat de l’organisme, fet que
confirma ’essencialitat de la proteina, com a aaRS (consulteu ’apartat 4.2.4). Addicionalment,
la manca de DmSRS2 restringida en el teixit d’ala n’afecta greument el desenvolupament, i
’ARNipsrs; afecta la densitat de cél-lules de manera autonoma cel:-lular (consulteu ’apartat
4.2.5). Aquestes evidéncies permeten definir quina és la seril-ARNt sintetasa mitocondrial
canonica de D. melanogaster i, aixi, poder iniciar el desenvolupament del principal objectiu del
nostre projecte d’investigacio: la generacio d’un model de malaltia mitocondrial humana en D.
melanogaster mitjancant la manipulacié de la seril-ARNt sintetasa mitocondrial.

La tecnica de U’ARNi combinada amb el sistema UAS-GAL4 (vegeu l'apartat 1.4.3) és la
metodologia escollida per tal d’interrompre U'activitat de la SRS2 de Drosophila. L’estrategia
emprada permet controlar el nivell de silenciament per poder generar mosques amb diferents
graus de deplecio de la proteina, que es tradueixen en diversos nivells de severitat de fenotip.
Aquesta caracteristica suposa dos avantatges per al nostre treball: en primer lloc, ens permet
estudiar els efectes graduals de la manca de DmSRS2 segons el nivell de silenciament de
’expressio i, en segon lloc, ens permet reproduir la variabilitat de simptomes que habitualment
exhibeixen les malalties mitocondrials hereditaries (vegeu lapartat 1.3.4). El nivell de
silenciament es pot modular mitjancant diferents aspectes: la utilitzaci6 de soques que
posseeixen transgens ARNi que tenen com a diana regions de ’ARNm de DmSRS2, localitzacions
cromosomiques, longituds i procedencies diferents; ’Us de diversos promotors d’induccio de
’expressio de I’ARN de cadena doble; I’expressié de la proteina dicer-2, que potencia [’activitat
de UARNi i el manteniment dels encreuaments a diferents temperatures.

D’aquesta manera, s’han analitzat els efectes de la manca de DmSRS2 tot emprant soques
transgeniques amb graus d’astringencia diferents (vegeu els apartats 4.2.2-4.2.5). La soca
ARNipmsrs2 estoc 23003, que procedeix del VDRC, resulta ser la soca més eficient, en primer lloc,

perque, a diferéncia de les altres soques, quan I’ARNi és induit de forma constitutiva i ubiqua a
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29°C els individus no aconsegueixen sobreviure l’estadi de larva. Addicionalment, ’eficiéncia de
degradacié de U’ARNm de DmSRS2, la reduccié en el grau d’aminoacilacié dels ARNt>
mitocondrials, el nivell de mortalitat per induccié global de UARNi i les anormalitats tissulars a
causa de la deplecié restringida de la DmSRS2 sén sempre els més acusats. La soca ARNipmsrs2 estoc
1-der2, de construccio propia, mostra efectes moderats pel que fa als diferents aspectes acabats
d’esmentar. Per ultim, la soca ARNipusrs2 estoc 1 POt Ser considerada la més debil, ja que no
presenta la copia extra del gen dicer-2, i els fenotips de viabilitat i d’efecte restringit d’ala sén

lleus.

La DmSRS2 és una proteina essencial per a la sintesi dels 13 polipeptids codificats al genoma
mitocondrial necessaris per a la cadena respiratoria i ’OXPHOS. La funcio respiratoria i la
morfologia mitocondrials sén dos aspectes estretament relacionats. Per exemple, la disposicio
dels complexos de la cadena respiratoria i de la Fi-Fo-ATPasa determinen la integritat dels
mitocondris, especialment de les crestes mitocondrials (Schneider i Hogeboom, 1951; Allen,
1995; Paumard et al., 2002). Per aixo, s’han volgut investigar les implicacions del silenciament
de la DmSRS2 en la ultraestructura i la funcié mitocondrials (vegeu els apartats 4.2.6-4.2.8).

La morfologia mitocondrial es veu greument afectada per la manca de DmSRS2, amb matrius
mitocondrials laxes i inflamades, disminucié de la superficie ocupada per la MMI a causa d’una
perdua total o parcial de crestes mitocondrials i, a més, s’observa un augment significatiu de la
superficie mitocondrial. S’han publicat nombrosos exemples de malalties mitocondrials
reproduides en D. melanogaster que presenten fenotips similars als que hem observat en teixit
adipos larvari d’aquest organisme. Per exemple, alguns tipus de Parkinson en individus joves que
son deguts a mutacions d’heréncia autosomica recessiva en el gen PINK1, que codifica una
serina/treonina cinasa de localitzacio mitocondrial, afecten la morfologia de l’organul (Exner et
al., 2007). Mutacions en la proteina homologa de PINK1 en Drosophila melanogaster donen lloc a
mitocondris amb crestes fragmentades, matrius laxes (Clark et al., 2006) i mitocondris
engrandits (Park et al., 2006). Un altre cas similar és la sindrome de Wolf-Hirschhorn, que és
deguda a una delecio al cromosoma 4, que inclou el gen LETM1, que codifica una proteina
implicada en ’homeostasi del K* mitocondrial i en la integraci6 de proteines a la MMI.
Recentment, s’ha observat que el silenciament de la proteina ortologa de Drosophila també
provoca inflamacié dels mitocondris que, a més, mostren matrius transparents i restes de crestes
mitocondrials (McQuibban et al., 2010).

A part d’anomalies ultraestructurals en els mitocondris, la interferencia de la DmSRS2 produeix
una tendencia a [’augment de la densitat mitocondrial (vegeu els apartats 4.2.6 i 4.2.7).

Per tal d’intentar relacionar els fenotips morfologics mitocondrials amb la funcié de [’organul
s’ha analitzat la funcié respiratoria mitocondrial mitjancant la mesura del consum mitocondrial
d’oxigen en les larves amb un silenciament constitutiu i ubic de la DmSRS2, que provenen de les
dues soques més astringents de qué disposem (consulteu ’apartat 4.2.8). Aquestes larves

presenten una reduccié de la ratio control respiratoria a causa d’un augment del consum
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d’oxigen en ’estat respiratori 2, que és senyal d’un desacoblament entre la cadena respiratoria
i la fosforilacid oxidativa, probablement causat per una permeabilitat anormal de la MMI als
protons, que poden entrar a la matriu mitocondrial per difusié passiva i retroalimentar la cadena
respiratoria sense la intervencio de la F-Fo-ATPasa (Gnaiger, 2007). L’analisi de ’activitat de la
cadena respiratoria mitjancant l’addicio successiva de substrats i inhibidors revela que el teixit
larvari té una capacitat respiratoria normal. Tanmateix, si es corregeixen els valors de consum
d’oxigen segons la densitat mitocondrial (Boushel et al., 2007), calculada a través del nombre
relatiu de copies d’ADNmt, s’observa una baixada generalitzada del consum d’oxigen. Aixi
doncs, sembla que els teixits afectats per la deplecio de la DmSRS2, en realitat, tenen una
capacitat respiratoria mitocondrial anormal que es veu emmascarada per un increment de la
biogénesi mitocondrial. Aquest tipus de resposta compensatoria s’ha observat en diversos
pacients amb simptomes de MELAS/MERRF causats per mutacions en ADNmt (Mita et al., 1995;
Oldfors et al., 1995; Melone et al., 2004). Més recentment, en linies cel-lulars de ratoli que

presenten insercions en el gen de I’ARNt*"®

mitocondrial, s’ha evidenciat que l’increment de la
proliferaci6 mitocondrial es desencadena per un augment en la produccié d’especies reactives
d’oxigen (Moreno-Loshuertos et al., 2006). S’ha proposat que l’augment de la concentracio de
ROS intracel-lular modula la massa mitocondrial i el nombre de copies d’ADNmt (Lee i Wei,
2005). De la mateixa manera, una deficiéncia en la DmSRS2 podria estar induint, de manera
directa o indirecta, un augment de la biogenesi mitocondrial impulsada per un increment de
ROS. La mesura de la concentracio de ROS, dels nivells de marcadors d’estrés oxidatiu o de
’efecte de molecules antioxidants en els individus afectats per la deplecié de la DmSRS2 son
alguns dels possibles experiments que ens permetran, en un futur, determinar si existeix una
vinculacio entre els fenotips observats i ’estres oxidatiu.

Ara per ara, no podem definir el procés pel qual una davallada de la DmSRS2 pot generar els

t>*" mt aminoacilat

fenotips observats en aquest treball, pero la baixada en els nivells de DmARN
ens permeten especular que les larves poden patir un alentiment de la taxa de sintesi proteica
mitocondrial, i/0 que la fidelitat de la traduccio dels codons serina pot veure’s afectada. Tots
dos processos afectarien ’adequada sintesi dels polipeptids de la cadena respiratoria i, en
conseqiiéncia, es podria produir un increment de ROS, un mal funcionament de la cadena
respiratoria, una reduccio de la sintesi d’ATP, etc., que conduirien, finalment, a la mort
cel-lular. Per tal d’esbrinar com la deficiencia de DmSRS2 afecta la sintesi proteica
mitocondrial, es podria mesurar el grau d’expressié dels polipeptids codificats al genoma
mitocondrial, que formen part dels complexos de la cadena transportadora d’electrons,
mitjancant immunodeteccid i, addicionalment, quantificar ’activitat dels complexos a través
d’assaigs espectrofotometrics.

Es necessari mencionar que, en contra del que es podia preveure, els descendents de la soca
més astringent (ARNipmsrs2 estoc 23003) deficients en DmSRS2 presenten una resposta compensatoria
suau, que es fa palesa amb un lleuger augment del nombre de copies d’ADNmt, la qual sembla

suficient per tal de mantenir una taxa respiratoria normal. Aquesta observaci6 fa que ens
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plantegem la possibilitat que algun mecanisme compensatori addicional tingui lloc en aquestes
larves. Podria ser que diferents vies de resposta s’activessin sequencialment, segons el nivell
d’afectacio de la sintesi proteica mitocondrial. Per una banda, el futur analisi ultraestructural
de mitocondris de larves que procedeixen d’aquest estoc pot servir d’ajuda per tal de dilucidar
si existeixen altres fenomens morfologics compensatoris que permetin mantenir la funcid
mitocondrial. Per altra banda, un ampli estudi transcriptomic de ’expressié de gens en larves
sotmeses al silenciament de la DmSRS2, procedents de diferents estocs, és un dels experiments
que, en un futur, ens aportara informacié valuosa per tal d’establir quines vies cel-lulars son
induides en resposta a una disfuncié en una aaRS mitocondrial, aixi com, recentment, s’ha dut a

terme per al model tko (Fernandez-Ayala et al., 2010).

Com ja s’ha exposat al capitol introductori (consulteu "apartat 1.3.4), les malalties hereditaries
humanes causades per mutacions en gens de ADNmt o U’ADNn que codifiquen elements de
Uaparell de traduccié genetica mitocondrial presenten un ampli rang de simptomes. El rol
essencial que desenvolupen els nombrosos components de la maquinaria de traduccio
mitocondrial fa que molts dels trets propis de patologies relacionades amb mutacions en aquests
elements es reprodueixin també en el model animal que hem construit al llarg del present
projecte de tesi, atés que afecta un d’aquests components: la seril-ARNt sintetasa mitocondrial.
Les malalties mitocondrials que han estat més estudiades son les causades per mutacions en els
ARNt mitocondrials. Els defectes directes de l’alteracié dels ARNt mt son les anomalies en la
traduccio i la disminuci6 de la taxa de sintesi proteica, que es manifesten, posteriorment, en un
descens de l’activitat de la cadena respiratoria causat per una menor abundancia dels
polipéptids dels complexos codificats a ’ADNmt, o bé per la preséncia de subunitats no
funcionals (Florentz et al., 2003). Aquest mateix tipus d’alteracions son les que s’esperen quan
s’altera el funcionament d’una aaRS mitocondrial, com ho és la DmSRS2. Per exemple, el

tSer

descens en els nivells d’aminoacilacié dels DmARN mt en el model que hem creat es pot

comparar amb la reduida eficiéncia d’aminoacilacié de |’ARNt-*"

(UAA) mt huma que conté el
canvi puntual A3243G (Park et al., 2003), que és una de les mutacions més comunes en malalts
de MELAS, o bé amb les alteracions en el nivell d’aminoacilacié de ’ARNt"* mt que posseeix la
mutacio A8344G (Enriquez et al., 1995), en pacients afectats per la malaltia MERRF. De la
mateixa manera que els pacients de MELAS i MERRF mostren un funcionament o acoblament
anormal de la cadena respiratoria (Larsson et al., 1992; Sasarman et al., 2008), el model que
hem generat també presenta una capacitat respiratoria mitocondrial limitada. Mentre que les
implicacions d’algunes mutacions en els ARNt"®" (UAA) i ARNt®® mt en la funcié i morfologia
mitocondrials s’han estudiat ampliament, els treballs publicats entorn els efectes que provoquen
mutacions en els ARNt>*" mt en els mitocondris sén més limitats. Per una banda, s’han descrit
diverses mutacions a ’isoacceptor ARNt>*" (UGA) mt que causen malalties com la SNHL, entre les
quals, la insercio 7472insC produeix una reduccié de Ueficiéncia d’aminoacilacié i una

deficiencia moderada en la funcié mitocondrial (Toompuu et al., 2002), i la mateixa mutacio
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combinada amb un polimorfisme en el mateix ARNt provoca anormalitats en la ultraestructura
mitocondrial (Cardaioli et al., 2006). Per altra banda, la substituci6 C12258A a ’ARNt>*" (GCU)
mt, que s’ha relacionat amb la DMDF, provoca defectes en la funcié mitocondrial (Lynn et al.,
1998). Un altre cas és el d’una pacient amb simptomes de MELAS/MERRF que posseeix la mutacio
G12207A en UARNt™ (GCU). Aquesta mutacié desencadena un conjunt de simptomes que
coincideixen estretament amb els fenotips observats en el model de malaltia mitocondrial que
hem construit en aquest treball: preséncia de mitocondris pleomorfics, reduccié de ’activitat de
la cadena respiratoria (especialment del complex I) i un increment de la densitat mitocondrial
com a resposta compensatoria a la deficiencia funcional (Wong et al., 2006).

Tot i que la majoria de desordres mitocondrials son causats per mutacions en ’ADNmt, molts
dels desordres de U"OXPHOS sbén heretats de manera autosomica, suggerint, aixi, que les
mutacions en gens nuclears tenen un paper important en les malalties mitocondrials
(Shoubridge, 2001). Les mutacions en gens nuclears que codifiquen proteines mitocondrials
involucrades en la traducci6 genetica dins l’organul també produeixen patologies caracteritzades
per una reduccié de la sintesi proteica i per defectes en la cadena respiratoria mitocondrial.
Alguns exemples son: la mutacid E220X en la proteina de modificaci6 de U’ARNt, PUS1
(Fernandez-Vizarra et al., 2007), mutacions en les proteines mitoribosomals MRPS16 i MRPS22
(Miller et al., 2004; Saada et al., 2007) o diverses substitucions en els gens que codifiquen
factors de traduccio mitocondrials (Coenen et al., 2004; Valente et al., 2007; Akama et al.,
2010; Antonicka et al., 2010). Addicionalment, els malalts amb alteracions en els gens que
codifiquen aaRS mitocondrials (DARS2, RARS2 i YARS2) mostren una davallada en l’eficiéncia
d’aminoacilacio dels seus substrats, i les mutacions que afecten la RARS2 i la YARS2 produeixen
disfuncions de la cadena respiratoria mitocondrial (Edvardson et al., 2007; Scheper et al.,
2007a; Riley et al., 2010).

Aixi doncs, el model de malaltia mitocondrial en D. melanogaster, que hem generat al llarg
d’aquesta tesi doctoral, en el qual el funcionament de la DmSRS2 mitocondrial es veu
compromes, és capa¢ de reproduir moltes de les caracteristiques propies de malalties
mitocondrials humanes i, per aquest motiu, pot ser una eina util per tal de recopilar informacio
pel que fa a les conseqiiéncies, a nivell funcional i estructural, que afecten el mitocondri quan

el sistema de traduccié mitocondrial esta alterat.

Per tal de desenvolupar un model animal més acurat i informatiu de malaltia mitocondrial
hereditaria, en el futur, es pretén estudiar els efectes fenotipics de canvis puntuals en la SRS
mitocondrial humana (SARS2) mitjancant la sobreexpressio de diverses versions mutants de la
SARS2 en mosques que, alhora, estan sotmeses a una davallada de la DmSRS2. Aquest tipus
d’estrategia és la que s’ha emprat recentment per tal de construir un model en D. melanogaster
que mimetitzi els simptomes de la malaltia humana Charcot-Marie-Tooth dominant intermedia
(DI-CMT) (Storkebaum et al., 2009). Storkebaum et al. han sobreexpressat la YRS citoplasmatica

humana (YARS) amb cada una de les tres mutacions descrites en malalts de DI-CMT en mosques
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sotmeses al silenciament de la YRS endogena. En el nostre cas, per tal de dur a terme el sistema
de complementacié amb diferents SARS2 mutants, previament ha estat necessari determinar si
la SARS2 wt és capac de ser expressada i importada als mitocondris de Drosophila on,
eventualment, podra complementar la manca de DmSRS2 (consulteu ’apartat 4.2.9). Un cop
comprovada la localitzacio de la proteina heterologa cal determinar si la SARS2 wt
sobreexpressada és capac de reconéixer i aminoacilar els ARNt>*" mt de D. melanogaster, i si té
’habilitat de rescatar el fenotip causat pel silenciament de la DmSRS2 per, finalment, estudiar

els efectes fenotipics de SARS2 mutants.

Mentre que en els darrers anys s’ha avancat notablement en la construccio d’organismes model
per a diverses malalties mitocondrials humanes, existeixen molt pocs models animals per a
malalties mitocondrials de traduccié genética (consulteu l’apartat 1.4.1). Per aquest motiu, el
model animal que hem donat a conéixer en el present treball pot contribuir a ampliar aquest
reduit grup d’organismes. En base a la literatura cientifica, és important posar de manifest que
aquest és el primer animal model de malaltia mitocondrial humana associada a la disfuncio
d’una aminoacil-ARNt sintetasa mitocondrial. El descobriment, en els darrers tres anys, de les
primeres malalties hereditaries associades a aaRS mitocondrials fa que, cada cop més, siguin
necessaris models animals per a patologies d’aquesta etiologia. El model de D. melanogaster
presentat en la present tesi de doctorat pot ajudar a entendre els mecanismes patogénics

d’aquestes afeccions i cercar estrategies terapeutiques en el futur.
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5.2 CARACTERITZACIO D’UNA NOVA PROTEINA ESSENCIAL D’INSECTE SIMILAR A SRS2

En el decurs del present projecte sobre la generacié d’un model de malaltia mitocondrial
humana en D. melanogaster, hem descobert una nova proteina similar a seril-ARNt sintetases
mitocondrials (SLIMP: seryl-tRNA synthetase-like insect mitochondrial protein; proteina
d’insecte similar a seril-ARNt sintetasa mitocondrial) que ha atret la nostra atencio, de tal
manera que la seva caracteritzacié ha esdevingut un dels objectius d’aquesta tesi doctoral. Com
ja s’ha presentat a la introducci6 (vegeu |’apartat 1.2.4), existeixen nombroses proteines
homologues a aaRS que han aparegut per fenomens de duplicacid, de transferencia lateral de
gens o de reorganitzacié genomica. Gran part d’aquestes proteines, normalment petites, tan sols
mostren homologia amb un dels dominis que conformen les aaRS i poden desenvolupar funcions
relacionades o no amb el procés d’aminoacilaciéo dels ARNt. SLIMP es diferencia d’aquestes
proteines perque presenta un notable grau d’identitat amb seqliéncies senceres de seril-ARNt
sintetases mitocondrials (SRS2). Mentre que, en general, les proteines similars a aaRS exhibeixen
vastes distribucions filogenetiques, que en suggereixen un origen ancestral (Schimmel i Ribas de
Pouplana, 2000; Geslain i Ribas de Pouplana, 2004), SLIMP sembla que és producte d’un
esdeveniment relativament recent de duplicacié del gen de la SRS2, que tingué lloc a la base de
’evolucié dels metazous. SLIMP ha patit una elevada taxa evolutiva de divergéncia de la SRS2
canonica, que contrasta amb U'elevat grau de conservacié que caracteritza les SRS (vegeu els
apartats 4.1.5 i 4.1.6). El gen que codifica SLIMP s’ha mantingut en el genoma de tots els
insectes dels quals se’n coneix la seqliencia, de la paparra del cérvol i de U'ericé de mar. La
restringida informacié genomica d’altres especies d’artropodes i invertebrats, de moment, no
permet estudiar de manera més extensa la distribucié del gen que codifica SLIMP. Tanmateix,
sembla que el gen codificador de SLIMP és present de manera universal en insectes (vegeu
’apartat 4.1.3) i és activament traduit en algunes especies (consulteu l’apartat 4.3.1.1), fet que
suggereix que la proteina desenvolupa una funcié important en insectes. Amb la informacio
genomica de quée disposem, no podem afirmar que els gens homolegs a SLIMP en la paparra del
cérvol i en Uerico de mar tinguin la mateixa funcié que SLIMP en insectes. Existeix la possibilitat
que l’antecessor de SLIMP, producte de la duplicacié d’una SRS, adquiris una funcié relacionada
amb les propietats dels mitocondris dels invertebrats ancestrals. A més, el fet que SLIMP es trobi
majoritariament en insectes ens fa especular que el rol de la proteina en aquests organismes pot
representar una alternativa funcional que en altres metazous té lloc gracies a la intervencio de
proteines diferents. Una analisi més amplia de la distribucid evolutiva i de les caracteristiques
bioquimiques i funcionals de SLIMP en invertebrats, eventualment, proporcionara informacio
sobre la funcio i "’evolucioé mitocondrials en aquests organismes.

Tot i que SLIMP presenta homologia amb SRS mitocondrials, la seva funcio no esta relacionada
amb aquests enzims. En Drosophila melanogaster, SLIMP no posseeix |’estructura del centre
catalitic tipica de les SRS (vegeu l'apartat 4.1.7), no és capac d’aminoacilar [’ARNt>*"

mitocondrial de Drosophila, ni d’activar ’aminoacid serina in vitro. Addicionalment, s’ha
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demostrat que SLIMP no té funcié SRS mitocondrial in vivo, ja que la seva deplecid en larves de

drosofila no redueix significativament el nivell d’aminoacilacié dels ARNt>*"

mt (consulteu el
subapartat 4.3.2.2). El baix nivell de conservacié dels residus del domini catalitic de SLIMP que,
presumptament, interaccionarien amb la serina ens ha fet plantejar la possibilitat que l’enzim
pugui adenilar algun altre tipus d’aminoacid. S’ha demostrat, perd, que SLIMP no és capag
d’activar cap dels aminoacids estandards del codi genétic, i la manca d’afinitat que la proteina
exhibeix per UATP descarta l'opcid que pugui activar algun aminoacid no convencional
(consulteu el subapartat 4.3.1.4), tal com ho fa alguna aaRS canonica (Martinis i Fox, 1997).

SLIMP té un extrem N-terminal amb una arquitectura en forma de coiled-coil, que és un dels

Ser/Sec

trets caracteristics dels dominis N-terminals d’unié als ARNt en les SRS (vegeu l’apartat
1.2.6) (Cusack et al., 1990). Proposem que la interaccié especifica entre SLIMP i els dos
isoacceptors d’ARNt>" mitocondrials de D. melanogaster in vitro (consulteu el subapartat
4.3.1.6) podria ser conseqiéencia d’una afinitat romanent de SLIMP per la conformacio
caracteristica d’aquests ARNt, que pot haver mantingut degut al seu origen evolutiu, de manera
independent a la seva funcié. El fet que no variin els nivells d’ARNt*" (GCU) i (UGA) mt
aminoacilats en larves sotmeses al silenciament de U’expressio de SLIMP (vegeu el subapartat
4.3.2.2) descarta que SLIMP, in vivo, tingui un efecte dominant negatiu, és a dir, que impedeixi
I’accés dels ARNt>*" mt a la DmSRS2 i, alhora, refuta |’opcié que SLIMP, per contra, funcioni com
un factor estabilitzador que afavoreixi l’accés del substrat a la DmSRS2. Aixi doncs, sembla que,
tot i que SLIMP és una proteina de localitzacié mitocondrial (vegeu el subapartat 4.3.1.3), és

probable que no estableixi contacte real amb els DmARNt*"

mt en aquest organul. Aquest
fenomen seria possible si, per exemple, SLIMP formés part d’un complex que no permetés
’exposicio del domini N-terminal en coiled-coil i, per tant, l’accés dels ARNt. La recerca de
possibles proteines d’interaccié amb SLIMP, per exemple, a través de coimmunoprecipitacié o
bé, mitjancant gels blue native seguits d’identificacié proteica per espectrometria de masses,
ens permetrien obtenir informacio6 sobre la participacio de SLIMP en complexos proteics i, a més,

t*" mt no

aportarien dades funcionals sobre la proteina. Una altra opci6é és que SLIMP i els ARN
contactin fisicament in vivo perque es troben en compartiments diferents del mitocondri. Se sap
que els elements de traduccio genetica mitocondrial, com els mitoribosomes, es troben situats a
la MMI, propers a la membrana en forma de crestes (CM) (Vogel et al., 2006), aixi doncs, és
probable que els ARNt mitocondrials es trobin també en aquesta zona. SLIMP, en canvi, podria
ocupar una altra posicié del mitocondri que impedis la interaccié fisica amb els ARNt>*" mt.
Mitjancant tecniques de separacidé per centrifugacido diferencial dels compartiments
mitocondrials seguides de deteccio per western blot, i/o a través de técniques de
reconeixement molecular in situ per microscopia electronica, podrem precisar, en un futur, la
localitzacié concreta de SLIMP dins el mitocondri. Addicionalment, aquestes técniques de
localitzacié ens permetran determinar si part de la proteina es troba unida a la MME i, per tant,

elucidar si SLIMP pot tenir una localitzacié dual en el mitocondri.
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Tot i que, com s’ha dit, la interaccié entre SLIMP i els dos ARNt>*" mt és, probablement, un tret
residual del seu origen comu amb la SRS2, no es pot descartar que U’estructura en coiled-coil de
SLIMP no tingui una funcio relacionada amb la unié d’altres acids nucleics (Pabo i Sauer, 1984).

Ser

La capacitat d’unir ARNt>™" no és l’Unica propietat ancestral que SLIMP ha retingut al llarg de
’evolucid, sind que també ha mantingut la conformacié dimerica tipica de les SRS (vegeu els

subapartat 4.3.1.5).

Malgrat que la funcio concreta de SLIMP dins la cél-lula no ha estat elucidada en la present tesi
doctoral, s’han obtingut nombroses dades que aporten indicis que, més endavant, seran utils per
tal d’esbrinar la funcié biologica d’aquesta proteina similar a seril-ARNt sintetases. En aquest
treball s’ha demostrat que la proteina SLIMP és essencial en Drosophila melanogaster, atés que
el seu silenciament generalitzat redueix la viabilitat adulta i, en teixits especifics, n’impedeix
drasticament el desenvolupament (vegeu els subapartats 4.3.2.3 i 4.3.2.4).

S’ha observat que SLIMP presenta un patré d’expressio caracteristic en el transcurs del cicle
vital de la mosca del vinagre (consulteu el subapartat 4.3.1.2). La proteina s’expressa en les
darreres fases embrionaries, a partir d’una poblacido d’ARNm ja presents en els estadis anteriors.
Sembla, doncs, que U'expressio de ’ARNm de SLIMP esta regulada a nivell traduccional, de la
mateixa manera que ocorre amb nombrosos gens durant el desenvolupament de Drosophila
(Wilhelm i Smibert, 2005). Aquest fet suggereix, de nou, que SLIMP no es comporta com una
aminoacil-ARNt sintetasa canonica.

La davallada dels nivells d’expressid de SLIMP provoca greus anormalitats estructurals en els
mitocondris del teixit adipds de larves de D. melanogaster (vegeu el subapartat 4.3.2.5). La
majoria de trets son similars als que s’han observat per a la deplecio de la DmSRS2, com ho son
les matrius mitocondrials inflamades de baixa densitat electronica i la pérdua total o parcial
d’estructures en forma de crestes. En aquest cas, l’augment de la superficie mitocondrial és més
acusat que en el cas de silenciament de la DmSRS2.

De la mateixa manera que ocorre quan se silencia U’expressio de la DmSRS2, la disminucid
constitutiva i ubiqua de SLIMP produeix un augment de la densitat mitocondrial (consulteu el
subapartat 4.3.2.6). A més, aquest augment és directament proporcional a ’astringéncia dels
estocs utilitzats, de manera que la soca ARNis;up estoc 8-dcrz €S l@a Més severa en tots els aspectes
fenotipics estudiats en aquest treball, la soca ARNis up estoc 33774 t€ un efecte moderat i la soca
ARNis v estoc 8 €5 la que presenta l’efecte menys astringent. Aixi com s’ha discutit anteriorment
(vegeu la secci6 5.1), sembla que la davallada de SLIMP activa un sistema compensatori gradual
tot incrementant el nombre de mitocondris.

Tot i els defectes morfologics mitocondrials causats per la manca generalitzada de SLIMP,
’acoblament de la cadena respiratoria amb la fosforilacio oxidativa (avaluat mitjancant el
calcul de la ratio RCR) no es veu afectat i la capacitat respiratoria mitocondrial es manté dins
uns nivells normals. La disfuncid respiratoria mitocondrial, probablement, és pal-liada per

’augment de la densitat i la superficie mitocondrials, de manera que la respiracié global del
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teixit no es veu afectada, tot i que el consum d’oxigen per mitocondri és menor (vegeu el
subapartat 4.3.2.7). Sembla que el silenciament de SLIMP desencadena una resposta
compensatoria basada en un increment en el nombre i en la mida dels mitocondris, per tal de
mantenir la funcié mitocondrial. Proposem que aquesta resposta compensatoria pot ser induida
per una produccio excessiva de ROS, com ja hem comentat a la seccié anterior (Lee i Wei, 2005;
Moreno-Loshuertos et al., 2006). El fet que la preséncia de moléecules antioxidants a la dieta de
les mosques produeixi una recuperacié del fenotip causat per la deficiéncia de SLIMP suggereix
que els individus pateixen una acumulaci6 de ROS (vegeu el subapartat 4.3.2.8).
Addicionalment, s’observa que el grau de supervivencia dels adults augmenta de manera
inversament proporcional al grau de severitat de la soca utilitzada. Aquest fet indicaria que la
soca més astringent (ARNis mp estoc 8-dcr2), Probablement, pateix un increment acusat de radicals
lliures, que és dificil d’alleujar amb molecules antioxidants, en canvi, la mortalitat causada pel
silenciament de SLIMP en les soques menys severes (ARNis mp estoc 33774 1 ARNisLmp estoc 8-dcrz) POt ser
revertida parcialment. Aixi doncs, el silenciament de SLIMP afecta l’estructura, la biogenesi i la
funcié mitocondrials, fet que ens fa pensar en una relaci6 directa o indirecta de la proteina amb
el metabolisme mitocondrial. Una possibilitat és que SLIMP tingui un rol important en la
replicacio de ADNmt o en la biogénesi mitocondrial, de la mateixa manera que ocorre amb la
subunitat accessoria de ’ADN polimerasa y, que presenta una elevada identitat de seqiieéncia
amb aaRS de classe Il i, en concret, amb la glicil-ARNt sintetasa (Carrodeguas et al., 1999;
Carrodeguas et al., 2001).

Es necessari esmentar que, recentment, en una analisi de mosaics genétics en Drosophila, s’ha
determinat que la inactivacié de CG31133 rescata el fenotip causat per mutacions en el gen que
codifica el factor de transcripci6 dE2F1 (Ambrus et al., 2009). Es a dir, les cél-lules que
presenten una mutacié en el gen CG31133 exhibeixen un increment de la proliferacio cel-lular
quan aquesta es troba previament inactivada per mutacions en el gen de2f1. Tot i que el
significat d’aquests resultats no és clar, suggereixen que la funci6 de SLIMP podria estar
relacionada, de manera directa o indirecta, amb alguna de les vies de senyalitzacio retrograda
entre el mitocondri i factors de transcripcié nuclears que regulen la proliferacié cel-lular (Butow
i Avadhani, 2004).

En conclusio, en aquest treball hem contribuit a la caracteritzacio de SLIMP, una nova proteina

que comparteix ancestre amb la seril-ARNt sintetasa mitocondrial i que du a terme una funcié

essencial en insectes probablement independent de la reaccié de serilacio.
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