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Resumen

Es importante que las células puedan llevar a cabo una correcta expresion de
sus genes en respuesta a los diferentes estimulos a los que esta sometido un
organismo. Los mecanismos mediante los cuales logra esto estan finamente
regulados para permitir la correcta expresién de genes y de proteinas de manera
oportuna, especialmente cuando percibe estrés del ambiente.

Muchos mecanismos estan a cargo de mantener la transcripcidon activa para
que exista el templado y la maquinaria de traduccion pueda llevar a cabo la
produccién de proteinas. Existen alternativas al mecanismo canénico de traduccién
dependiente de cap, que son usadas por virus y células, y que les permiten sintetizar
proteinas en momentos de infecciones virales y estrés.

En Drosophila existen cientos de RNA mensajeros (mRNA) policistrénicos, y
se conocen varios mecanismos que permiten la correcta traduccion de ellos. Las
proteinas que se encuentran en un mismo mRNA generalmente estan involucradas
en el mismo mecanismo celular. Pero este no es el caso de la proteina Dmp18,
homologa de Swc6/p18Hamlet (parte del complejo de remodelacion de la cromatina
SWR1/SRCAP) que esta codificada en el mismo mRNA bicistrénico que la proteina
Dmp8 (proteina estructural, parte del factor de transcripcion TFIIH) dando lugar al
bicistron Dmp8-Dmp18.

El arreglo bicistronico de estos dos genes se encuentra conservado en todos
los artropodos, y a pesar de que las regiones que codifican a ambas proteinas estan
muy bien conservadas, la region intercistrénica varia entre dos a noventa y dos bases,
lo que sugiere un mecanismo inusual de traduccion del segundo marco de lectura
del mensajero.

En este trabajo encontramos que aunque la traduccién de Dmp18 ocurre de
manera independiente de aquella de Dmp8, es necesario que Dmp18 se encuentre
en una conformacién cercana a Dmp8, ya que los ultimos veintisiete nucleétidos del
marco de lectura de Dmp8 son necesarios para permitir la traduccion de Dmp18 en
respuesta a estrés celular ocasionado por choque térmico y radiacién ultravioleta.



Abstract

It is important that cells are able to attain a correct gene expression in
response to the different stimuli an organism is subjected. The mechanisms to
achieve this are finely tuned in order to have a correct gene and protein expression
in a timely manner, especially when subjected to environmental stress.

A lot of mechanisms are operating to maintain an active transcription state so
that the translation machinery can produce proteins. Alternatives to the cap
mechanism in translation are often used by viruses and cells to allow them to
synthesize proteins in events of stress and viral infection.

In Drosophila there are hundreds of polycistronic messenger RNA (mRNA),
and various mechanisms are known to achieve their translation. Proteins in a same
MRNA often work in similar cellular mechanism, this is not the case for Drosophila’s
Swc6/p18Hamlet homolog Dmp18 (part of the SWR1/SRCAP chromatin remodeling
complex) who is encoded in a bicistronic mMRNA next to Dmp8 (a structural
component of transcription factor TFIIH) to form Dmp8-Dmp18 bicistronic mRNA.

The organization of these two genes as a bicistron is conserved in all
arthropods, and even though the protein coding regions are fairly conserved, the
length of the intercistronic sequence varies from two to more than ninety bases,
suggesting an unusual translation mechanism for the second open reading frame.

In this work, we found that albeit translation of Dmp18 occurs independently
from that of Dmp8, it is necessary for Dmp18 to be in a conformation near DmpS8,
since the last 27 nucleotides form its open reading frame are the ones that allow its
correct translation during cellular stress caused by damage via heat-shock and UV
radiation.
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Abreviaturas usadas

aa: aminoacido

cDNA: DNA complementario

DNA: Acido Desoxirribonucleico, por sus siglas en inglés
dNTPs: deoxinucleétidos trifosfato

elF: Factor de Iniciacién eucariote, por sus siglas en inglés
FLuc: Luciferasa de Luciérnaga

IRES: Sitio Interno de Entrada de Ribosoma, por sus siglas en inglés
mMRNA: RNA mensajero

nt: nucledtido

ORF: Marco de Lectura Abierto, por sus siglas en inglés

PIC: Complejo de Pre-Iniciacion, por sus siglas en inglés
REN: Reparacion por Escision de Nucledtidos

RLuc: Luciferasa de Renilla

RNA: Acido Ribonucleico, por sus siglas en inglés

RNAPIL: RNA Polimerasa II

rRNA: RNA ribosomal

TBP: Proteina de Union a caja TATA, por sus siglas en inglés
TF: Factor de Transcripcion, por sus siglas en inglés

TTD: Tricotiodistrofia

UV: UltraVioleta



I. Introduccion

Los mecanismos involucrados en que los organismos logren mantener una
correcta homeostasis son importantes para permitir una adecuada transcripcién de
genes una vez que estos son activados, y son muchos. Esto quiere decir que es
necesario que la célula sea capaz de percibir estimulos del ambiente y responder a
estos de manera adecuada’.

Cuando la célula percibe algun estimulo, se inicia un proceso en el cual se lee
la informacion que se encuentra en el DNA y es capaz de producir a partir de este
una molécula de RNA. Este mecanismo se denomina Transcripcion, y es el primer
paso en la formacion de proteinas a partir del material genético. De esta manera se
pueden formar proteinas con papeles estructurales y cataliticos que le permitiran a
la célula desempenfar diversas funciones en las diferentes condiciones en las que se
encuentra.

La transcripcidon es un proceso muy complejo. En organismos eucariotes
involucra diferentes factores, asi como el templado de cromatina (complejo
conformado por proteinas, DNA y RNA). La regulacién de la transcripcion es
finamente controlada por los factores de transcripcion y otras proteinas accesorias
dependiendo de la etapa de desarrollo, tejido, o condicidn de un organismo. En esta
regulacion es importante coordinar desde la estructura de la cromatina hasta los
componentes de la maquinaria de transcripcion, para que se puedan llevar a cabo o
gjecutar de manera adecuada los mecanismos que daran lugar a la de sintesis de
proteinas a partir del mensajero resultante>,

1.1 Transcripcion en organismos eucariotes

Los primeros esfuerzos en entender el mecanismo de transcripcion en
organismos eucariotes se dieron gracias a la purificacion e identificacion de las RNA
polimerasas. A partir de esto se logrd identificar diversos factores esenciales o
basales de transcripcién /n vitro. A pesar de que son necesarios mas elementos para
lograr una transcripcion eficiente, estos factores de transcripcion son lo Unico que se
requiere para iniciarla®.



Una vez que se da el estimulo inicial que indica a las células que se debe iniciar
la transcripcion de ciertos genes, se relnen un grupo de proteinas que se necesitan
en el sitio de inicio de la transcripcion, incluida la polimerasa II de RNA (RNAPII),
diversos factores de transcripcion, cofactores y agentes remodeladores de la
cromatina. Para que sea posible una correcta transcripcidon es necesario que se forme
un complejo de pre-iniciacion (PIC por sus siglas en inglés) en la region promotora
de los genes que se van a transcribir®.

Para la formacion del PIC de transcripcion, el primero en llegar al promotor, y
que se encarga de reconocer los sitios de inicio de la transcripciéon es el factor de
transcripcion (TF por sus siglas en inglés) IID (TFIID), cuya proteina mas importante
es la proteina de unién a la caja TATA (TBP por sus siglas en inglés). Posteriormente
se anexan secuencialmente los factores de transcripcion TFIIA, TFIIB que le dan
estabilidad al complejo, y asi permitir que se recluten RNAPIL y TFIIF. Es asi como se
inicia el reclutamiento de TFIIE que es el encargado a su vez de reclutar al dltimo
complejo, TFIIH® (Figura 1).

Figura 1. £/ complejo de pre-iniciacion de la transcripcion.

Se ensambla en la regidén promotora de genes que se van a transcribir, rio arriba del sitio de
inicio de transcripcién. Se conforma por los factores TFII-A, B, D, E, F, H, y la RNA polimerasa
II. Es necesario que exista un correcto ensamblaje de todos los factores para que la
polimerasa inicie la transcripcion.



Se sabe que el factor TFIIH es uno de los factores mas importantes para
comenzar la transcripcion, ya que esta no inicia hasta que el factor TFIIH es reclutado
a pesar de que los demas factores ya se encuentren posicionados en la region de
inicio de transcripcién?,

1.2 Factor de transcripcion TFIIH

TFIIH es un complejo multiprotéico conformado por 10 proteinas: XPD, XPB,
p62, p52, p44, p34, Cdk7, la ciclina H, MAT-1, y p8 (Figura 2). Ademas de estar
involucrado en la transcripcion de genes, tiene un papel importante en la reparacion
del dafio al DNA ocasionado por radiacién UV (ultravioleta), mediante el mecanismo
de Reparacidon por Escision de Nucledtidos (REN). Esta reparacion se lleva a cabo
mediante la formacién de un sub-complejo que abarca Unicamente 7 de las
subunidades de TFIIH. Se dice que es el factor limitante de la transcripcion, ya que
es el ultimo complejo en unirse y es el factor que permite que la polimerasa ya
posicionada lleve a cabo la elongacion®®,

Una de las razones por las cuales TFIIH ayuda a iniciar la transcripcion es
gracias a que las proteinas XPB y XPD tienen una actividad de Helicasa-ATPasa. En el
caso de XPB, esta actividad permite la translocacién de una de las cadenas del DNA
para permitir posicionar a la RNAPII en el sitio de inicio de la transcripcion y asi dar
inicio a la transcripcién’.



XPD

Figura 2. Esquema de las subunidades del factor TFIIH.
Las proteinas XPD y XPB tienen una actividad helicasa ATP-asa que se encarga de la
apertura de las cadenas de ADN para la subsecuente entrada de la maquinaria de
transcripcion, y asi permitir la transcripcion de genes eucariotas. CdK7 tiene actividad

de cinasa, mientras que las demas subunidades solo parecen tener una funcién
estructural.

1.3 Subunidad Dmp8

Todas las proteinas del complejo TFIIH estan conservadas en todos los
organismos eucariotes, una subunidad del complejo en Drosophila melanogaster es
Dmp8 (homologa de p8), la cual no tiene actividad catalitica aparente, pero cuando
se encuentra en heterodimero con Dmp52 se encarga de regular la actividad ATPasa
de la helicasa 3'>5" XPB. Se identifico a la proteina en humano p8 como la
responsable de una variante de la enfermedad Tricotiodistrofia (TTD), nombrada
TTD-A, un sindrome humano’®. La TTD es una enfermedad rara, y se ha visto que la
version de TTDA causada por mutaciones en p8 es una forma leve de la enfermedad,
caracterizada por foto-sensibilidad, ufias y cabello quebradizo, y retraso de
aprendizaje’.

Existen diversos reportes sobre los efectos de las mutaciones en p8/Dmp8, en
algunos casos se ha demostrado que la falta de ella afecta mas la reparacion
dependiente de NER que la transcripcién®, o que sin esta proteina los defectos de
transcripcion, reparacion, y viabilidad son tan fuertes que causan la letalidad del



embrion?; y finalmente otros reportes indican que no es esencial para que los niveles
de transcripcidon se mantengan estables y por lo tanto los organismos llegan hasta
adultos’.

Una particularidad del gen que codifica a Dmp8 en D. melanogaster es que
se encuentra en un arreglo bicistrénico con la proteina Dmp18.

1.4 Dmp18

La proteina Swc6/p18HaMet en levadura y humanos es una subunidad del
complejo de remodelacion de la cromatina SWR1/SRCAP. Este complejo se encarga
del intercambio de la histona candnica H2A por la variante H2AZ'. El intercambio
de esta histona se ha visto cuando se requiere de una cromatina permisiva, la cual
permite la entrada de la maquinaria de transcripcién, asi como en situaciones de
estrés celular'.

En estudios en humanos, se ha probado que hay acumulaciones de
p18Hamlet en respuesta a dafio causado por radiacion UV, y esta acumulacién puede
llevar a la célula a apoptosis gracias a que recluta a la proteina p53 mediando su
interaccidon con la proteina p38'%. Ademas, defectos en ella provocan que existan
fallas en la regulacion del ciclo celular y el desarrollo del organismo™. Sin embargo,
la proteina Dmp18 no ha sido caracterizada aun en Drosophila melanogaster.

1.5 Traduccion en eucariotes

Como se menciond con anterioridad, en general, la transcripcién en general
culmina en la formacién de un RNA mensajero (mMRNA) formado por tripletes de
nucledtidos (nt) denominados codones que van a codificar diferentes aminoacidos
(aa). Estos aa son los bloques formadores de las proteinas?.

El mRNA necesita estar maduro para que se lleve a cabo la traduccion, esto
se logra mediante la adicion de un Cap en el extremo 5’ del mensajero por parte del
Complejo Enzimatico de Capping, y mediante la interaccion con la proteina de union
a poliA (PABP), que como lo indica su nombre, se ancla a la cola de poliA de los
transcritos nacientes?.



Los ribosomas son los organelos principales encargados de la traduccion, y
consisten en un complejo de proteinas, RNA especializado llamado RNA ribosomal
(rRNA), y proteinas accesorias. Los ribosomas empiezan su ensamblaje en el
nucléolo, resultando en un ensamblaje parcial que culmina en el citoplasma. En los
organismos eucariotes existen una subunidad pequefia 40S, y una subunidad grande
60S2.

En los primeros pasos de la traduccion en organismos eucariotes es cuando
se lleva a cabo la formacion del PIC de traduccién, denominado 43S el cual esta
formado por la subunidad 40S y los complejos de inicio de traduccién (elF por sus
siglas en inglés) 1, 2, 3, y 5. Por otro lado, el mMRNA maduro va a ser reconocido por
los complejos elF4 (conformado por elF4E, elF4G, y la helicasa elF4A) y sus cinasas
asociadas MNK. El anclaje de este grupo de proteinas al extremo 5 del mRNA

permite desenrollar sus estructuras terciarias en él y de esta manera estabilizarlo®™.

Cuando esta subunidad 43S se encuentran bien posicionada en el extremo 5’
del mRNA se inicia un escaneo de la regién no codificante hasta que la maquinaria
encuentre el primer sitio de sintesis de proteinas (generalmente dado por el codon
AUG en conjunto con la secuencia Kozak') lo que permite que la subunidad eIF2
hidrolice su GTP para promover su remocién parcial del complejo, formando asi el

complejo de iniciacién®,

Este complejo es ya capaz de reclutar a la unidad ribosomal 60S, al tRNA
cargado de la metionina, y al factor elF5B acoplado a GTP que termina de desplazar
a elF2, asi como a elF1, 3 y 5. Finalmente se hidroliza el GTP unido a eIF5B, lo que
lleva a su liberacion del complejo, asi como de elF1A. De esta manera se termina de
armar al complejo de traduccién, y permite que los ribosomas se encuentren
ensamblados en el mensajero y la formacion del complejo 80S del cual depende para
continuar con la elongacion de la traduccidon, es decir, iniciar la adicion de
aminoacidos>® (Figura 3).
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Figura 3. Inicio de traduccion en eucariotes.

La traduccidn en eucariotes inicia con la formacion del complejo ribosomal 43S,
conformado por la subunidad 40S del ribosoma y los complejos €elF1, 2, 3 y 5. Esto
permite que se una al mensajero previamente cargado y estabilizado por la accion
del complejo elF4 y PABP, dando lugar a la subunidad 48S. Gracias a su union en el
extremo 5 UTR se inicia el escaneo hasta encontrar el sitio de inicio de traduccion,
AUG. El reconocimiento permite la uniéon del tRNA de metionina cargado, y una
parcial remocion del complejo elF2 para asi permitir la union de la subunidad 60S
ribosomal, culminando con la formacion del complejo completo 80S que seguira con
la incorporacion de tRNAs mediante formacién de enlaces peptidicos, lo que
terminara de remover a elF2. Modificado de Walsh et. a/ 20111,

En la mayoria de los casos, esta adicion de aa continla hasta que la
maquinaria se encuentra con un codén de paro, que provoca la liberacién de la
proteina completa y desensambla por completo al complejo de sintesis de
proteinas®. Sin embargo, existen mecanismos que permiten que en algunos casos
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durante el inicio de la traduccion, algunos AUGs se pueden saltar durante el escaneo
por parte de los ribosomas'’, o que los ribosomas no se desensamblen al finalizar la
traduccion de la primera proteina'®. Esto ocurre en particular en los casos de
traduccién de policistrones.

1.6 Policistrones en eucariotes

Los policistrones son mRNAs con la informacién para codificar a mas de una
proteina en la misma unidad. Se creia que los MRNA policistrénicos eran comunes
Unicamente en bacterias y virus, que deben ser capaces de codificar una gran
diversidad de proteinas a partir de genomas mas pequefios'®.

Sin embargo ahora se sabe que son comunes en eucariotes e incluso se
conocen algunos mecanismos mediante los cuales es posible la traduccion de
proteinas que son parte de mensajeros policistronicos.

1.7 Mecanismos de traduccion no candnicos

Existen diversas maneras en las que las células llevan a cabo la traduccion de
las proteinas miembros de los mensajeros policistronicos, quiza la mas estudiada es
la presencia de estructuras que se forman en ciertas secuencias de RNA a lo largo
del mensajero, denominadas Sitios de Entrada Interna del Ribosoma (IRES por siglas
en inglés de Internal Ribosome Entry Site)?° (Figura 4). Los IRES generalmente estan
conformados por varios cientos de pares de nt y su estructura esta especializada
para reclutar a alguna de las proteinas involucradas en la formacién del PIC de
traduccion®'. Existen diversos reportes de diferentes proteinas del PIC de traduccion
reclutadas sin necesidad de tener un mensajero con cap, lo cual permite que exista
traduccion en ciertos mensajeros sin necesidad de tener un mRNA maduro. Este
mecanismo le brinda a la célula la capacidad de traducir proteinas cuando no existen
las condiciones basales de traduccidon??4. Este mecanismo es el mas estudiado, y es

el mas empleado por los virus®>#.
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Figura 4. Inicio de traduccion mediado por Sitios Internos de Entrada del Ribosoma
(IRES, por sus siglas en inglés). Los mensajeros pueden contar con secuencias
especificas rio arriba o rio abajo del sitio de inicio de traduccién, que pueden o no
formar estructuras secundarias especificas. Estas secuencias se denominan Sitios
Internos de Entrada del Ribosoma porque son capaces de reclutar a diferentes
proteinas de los complejos de inicio de traduccidn sin que necesariamente esté
formando el complejo completo (isoformas), o incluso reclutar a la subunidad
pequeia del ribosoma. De esta manera se puede iniciar la traduccion sin el previo
reconocimiento del cap en el mensajero. Modificado de Karginov et. a/. 2017,

También en algunos casos durante el inicio de la traduccion, los ribosomas se
pueden saltar algunos AUGs durante el escaneo y empezar su traduccion en otro
sitio de inicio. Este mecanismo es denominado escaneo con fuga o /eaky scanning.
En el caso de los mensajeros policistronicos, se ha reportado este mecanismo cuando
las regiones intercistrénicas son cortas (alrededor de 10 nt), y permiten que el
ribosoma encuentre el siguiente sitio de inicio de traduccidon antes de poder
desensamblarse y permitir la traduccion de la siguiente proteina del mRNA. De esta
manera se garantiza que las proteinas de un policistron se sintetice en una relacion

1:1, ya que es una traduccion secuencial'®,

En particular, en Drosophila se han clasificado diversos mensajeros que
dependen de un mecanismo conocido como sobrepaso del codon de paro o stop
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codon readthrough, en el cual el ribosoma reconoce secuencias especificas
posteriores al sitio de término de la primera proteina, que evitan que se desensamble
y siga leyendo en la region intercistronica. El ribosoma entonces comienza la adicion
de aminoacidos que lee de esta region, y continla hasta terminar la segunda
proteina del mensajero. Esto resulta en una proteina con aa extra que requieren de
una protedlisis para quedarse con la proteina completa, ya sea que la primera
proteina tenga estos aa extra en su extremo C-terminal, o que la segunda proteina

los tenga en su extremo N-terminal?’.
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II. Antecedentes

2.1 Drosophila melanogaster como modelo de estudio

A lo largo de los afios se ha trabajado con la mosca de la fruta, aunque en
realidad la traduccién literal seria mosca del vinagre, Drosophila melanogaster, ya
que presenta muchas ventajas para trabajar en el laboratorio. Ademas de que es
sencillo y econdmico mantenerlas en el laboratorio, su genoma es pequefio y esta
completamente secuenciado. Su desarrollo estda muy bien caracterizado desde
embridén a organismos adultos (Figura 5) y por ello existen muchas técnicas para
trabajar con ella. Una caracteristica destacada es que existe una conservacion en los
procesos bioldgicos entre este organismo y los mamiferos. Aproximadamente 75%
de los genes relacionados a enfermedades humanas tienen un gen equivalente en
D. melanogaster?®.

Figura 5. Desarrollo de Drosophila melanogaster.

Después de la cdpula entre hembras y machos, la hembra deposita embriones fértiles
que van a dar lugar a la larva. Existen 3 estadios larvarios (instars), en los que ocurren
diferentes mecanismos de maduracion del individuo. La larva de 3er instar es la
encargada de dar lugar a un capullo que le permite llegar a ser pupa, en el cual se
lleva a cabo la metamorfosis a organismos adultos. Modificado de Flagg R.O. 1979%.
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2.2 Bicistrones en la mosca Drosophila melanogaster

En un escaneo de los posibles transcritos bicistronicos en Drosophila se
encontro que existen varios /oc/ capaces de dar lugar a dos o mas proteinas a partir
de un solo mRNA. De los mecanismos conocidos capaces de permitir esta traduccion
previamente descritos, todos se han visto en la mosca, permitiendo que cuando
termine la traduccion del primer marco de lectura abierto (ORF por sus siglas en
inglés) se pueda reiniciar en el segundo inicio de traduccién inmediatamente

después en el segundo sitio de inicio de traduccion?’3°,

Se han descrito secuencias similares a las IRES, como es el caso de la proteina
dMyc que se puede traducir gracias a la accion de la unién de CNBP, regulando asi
el desarrollo del ala en Drosophila melanogaster’'; hasta un salto en el escaneo
ribosomal debido a la presencia de otra secuencia AUG muy cerca del codén de paro
del primer ORF, lo que no permite que se desensamble la maquinaria de traduccion,
como es el caso del gen stoned, involucrado en el funcionamiento neuronal de la

mosca3%33,

En afios recientes se describié un mecanismo utilizado por todos los
metazoarios para permitir la traduccién de un mensajero después del codén de paro,
al que se le denomina Stop Codon Readthrough que fue descrito con anterioridad.
En Drosophila se identificaron alrededor de 283 candidatos a llevar a cabo este
proceso, lo que ademas parece indicar que es mucho mas comun de lo que se
esperaba en organismos eucariotes®”.

También se ha visto que en algunas proteinas, cuando la célula es sometida a
algun tipo de estrés, es posible que la célula lleve a cabo la traduccién de un
mensajero sin necesidad de la presencia de un Cap en su extremo 5'. Este mecanismo
puede resultar ventajoso porque en situaciones de estrés, los niveles de elF4F
disminuyen considerablemente3*,

2.3 Bicistron Dmp8-Dmp18 en la mosca Drosophila melanogaster

Se desconoce cdémo se puedan estar llevando a cabo la traduccion de estas
proteinas, su region intercistronica abarca 54 nt, lo que impediria que el ribosoma
continlde escaneando el mensajero al terminar la traduccién de la primera proteina.
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Ademas de que se ha visto que la traduccion de Dmp18 no depende de que se
produzca Dmp8 de manera correcta, esto se vio en un trabajo previo de nuestro
laboratorio gracias a que una mosca mutante que tenia un transposon insertado en
la region codificante de Dmp8, y que resultaba en fallas para traducir a Dmp8, no
afectaba la traduccion de Dmp18’.

Aunque ambas proteinas se encuentran presentes en todos los organismos,
el arreglo bicistrénico se mantiene Unicamente en organismos del filo de los
artrépodos’ (Figura 6).

Figura 6. Bicistron Dmp8-Dmp 18 en artropodos.

Histograma que representa la configuracion del bicistron Dmp8-Dmp18 conservada
en varios insectos. Se puede observar que ambas proteinas estan muy bien
conservadas (p8 en cajas naranjas y p18 en cajas verdes, en color claro se resaltan
las proteinas que no han sido anotadas), pero no asi la region intercistronica
(representada por una linea negra continua), que varia considerablemente en
tamafo. Tomado de Herrera-Cruz M., et a/. 20127,
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Lo que llama la atencion sobre las proteinas de mensajero bicistronico Dmp8-
Dmp18 es que, a diferencia de la mayoria de las proteinas policistronicas, no estan
llevando a cabo su funcién en la misma via de sefalizacién. Aunque ambas estan
involucradas en mecanismos de reparacion, y se ha demostrado una interaccion
genética entre ambas. Existe s6lo un mRNA a lo largo de todo el desarrollo de D.
melanogaster que permite la traduccion de ambas proteinas (Figura 7).

Figura 7. MRINA bicistronico a lo largo del desarrollo.

Ensayo tipo Northern Blot que muestra la presencia del mRNA bicistrénico Dmp8-
Dmp18 en todos los estadios del desarrollo de la mosca (2 momentos del desarrollo
embrionario, 3 estadios larvarios, pupa, farato, y hembras y machos adultos). Se
puede apreciar la presencia del transcrito en todas las etapas, asi como que sélo
existe un transcrito. Como control se utiliza rp49, mRNA de una subunidad
ribosomal. Tomado de Herrera-Cruz et. al. 2012,

Ademas se vio que ambas proteinas se expresan en todo el desarrollo de la
mosca, lo cual no es de sorprender porque ambas estan involucradas en procesos
importantes para el mantenimiento de la homeostasis celular (Figura 8)%.
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Figura 8. Presencia de las proteinas del bicistron en todo el desarrollo de la mosca.
Ensayo tipo Western Blot para detectar la presencia de las proteinas del bicistron
Dmp8 y Dmp18 que muestra que ambas proteinas se expresan durante todo el
desarrollo de la mosca. Se utiliza Tubulina como control de carga. Bucio-Mendez A
et. al. 2018.
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III. Justificacion

Dado que Dmp8 y Dmp18 se encuentran en el mismo mensajero, y existen
evidencias de que la traduccién de Dmp18 es independiente de aquella de Dmp8, se
podria inferir que la regulacion de estos sea independiente una de la otra. Por lo
tanto, su estudio podria dar evidencia sobre la forma en que la traduccion de estas
proteinas se esta regulando.

IV. Objetivo

3.1 Objetivo general
Comprobar si existe una regulacion diferencial en la traduccion de las
proteinas Dmp8 y Dmp18.

3.2 Objetivos particulares

i. Determinar si es necesario que ambas proteinas se encuentren en el mismo
elemento genético para permitir la traduccion de ambas

ii. Determinar si la regién rio arriba del sitio de inicio de traduccién de Dmp18
es importante para su traduccion.

iii. Establecer si existe una ventaja biologica para alguna de las proteinas del
bicistron Dmp8-Dmp18 el estar en esta organizacion.
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V. Materiales y Métodos

5.1 Clonacion del mensajero bicistrénico

Se extrajo RNA total a partir de 500 mg de moscas adultas de tipo silvestre,
utilizando TRIZOL (Invitrogen) segun se indica en el manual de uso. Posteriormente
se obtuvo cDNA mediante una reaccion de retro-transcripcion, a partir de 50 ng del
RNA total. En un volumen final de 20 ulL se prepara el RNA con TmM de dNTPs, 10
pM de oligo dT, inhibidores de RNAsa, 10 mM DTT y enzima M-MulLV (Invitrogen).
Se incuba durante 1 h a 37° C. Posteriormente se desactiva la reaccion durante 15
minutos a 65° C.

Para obtener el mensajero a partir del extremo 5 UTR, se utilizaron los
siguientes oligos con sitios de clonacién Not1-Sal1: 5'-
GATATAGCGGCCGCATTCAGCTCTGAGAATTGGT-3' (Forward) y 5'-
GATCCGGTCGACCAGTTATGCCTAATGTTTG-3' (Reverse). Se purificd el fragmento en
un gel de agarosa al 1% con el Kit QIAEX I de Qiagen segun se indica en el manual.

Posteriormente se cloné en el plasmido pBluescript II KS entre los sitios Notl
y Sall (Figura 9), para posteriormente hacer la transformacién en células
electrocompetentes y conseguir clonas con el inserto deseado.

: }‘-.'n[:uic_ n

2961 bp
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Figura 9. Vector pBKSIL

Representacion del vector en el cual se clond la region mensajera del bicistron desde
el inicio del extremo 5" UTR hasta el codén de paro de Dmp18. Remarcados se
encuentran los sitios donde se clono el mensajero del bicistron.

La colonia seleccionada fue comprobada por secuenciacidon del inserto, y fue
la utilizada para los ensayos /n vitro.

5.2 Insercion de poliA a la construccion

Para insertar poliA a la construccion del bicistron, justo en el final del
mensajero, se sintetizaron oligos con poliA flanqueado por sitios de corte de la
enzima Sal1: 5'-CGCGCCGTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTCGACGCGGCG-3"y 5'-
CGCCGCGTCGACTTTTTTTTTTTTTTTITTTTTGACGGCGCG-3'.

Se hizo una mezcla de ambos oligos a una concentracién de 10 uM y se dejo
incubar durante 1 hora a 74°C. Posteriormente se corté con la enzima Sall, tanto a
los oligos alineados, como al vector con la construccion del bi-cistrén. El vector se
tratd con Fosfatasa Alcalina de Camardn (SAP), y el fragmento de oligos con T4
Polinucleétido Cinasa, esto para evitar que el vector se ligara consigo mismo otra
vez. Posterior al tratamiento se hizo la ligacion para hacer la transformacion de los
vectores resultantes.

Las colonias obtenidas se secuenciaron para confirmar la insercion de la
secuencia de poliA en el vector. Esta nueva construccion es la que se utilizo para los
experimentos /n vitro.

5.3 Generacion de construcciones a partir del mensajero bicistrénico

Para analizar qué regiones eran importantes para la traduccion de ambas
proteinas, se generaron construcciones a partir del mensajero bicistronico con los

oligos: A 5'-GATGCGGCCGCGAGAACCATTTGTTTA-3', B 5'-
CTAAGCGTCCTTGTCGGAATTCGAGACA-3/, C 5'-
GCTACAGAATTCATGACGGGTCGCGAAT-3/, y D 5'-

GTTGCCAGCATTTGTTGAATTCGGCCCA-3'. La posiciéon de los oligos se muestra en la
Figura 10.
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Figura 10. Oligos utilizados.
Representacion de la localizacidn de los oligos para generar diferentes versiones del
bicistron.

Con los oligos A y rev se generd la construccion que contenia sélo la dltima
parte de Dmp8 hasta el final del bicistrén. Otras construcciones se generaron a partir
de clonar a Dmp18 con los oligos Cy rev en el vector pBKSII, para posteriormente a
la construccién afadir el fragmento que solo incluye Dmp8 que se cloné con los
oligos TTDA y B; por otra parte, a una ultima construccion se le unio el 5" UTR que
se clono con los oligos TTDA y D.

5.4 Ensayos de Transcripcion/Traduccion in vitro

Una vez que se contaba con las construcciones en el vector pBKSII, se llevaron
a cabo ensayos de transcripcion acoplada a traduccion /n vitro con el kit TNT Coupled
Reticulocyte Lysate System, de Promega. Siguiendo las instrucciones del manual, e
incorporando EasyTag™ L-[35S]-Methionine de Perkin-Elmer.

Posteriormente, se tomaron 5 pl de muestra y se hirvieron con Buffer Laemmli
durante 10 minutos. Las muestras fueron corridas en un gel SDS-PAGE al 16% para
permitir la correcta separacion de las fracciones de 8 y 18 KDa. El gel se secé en una
camara Slab Gel Dryer durante 4 horas a 65°C. Los geles secos se sometieron a
autoradiografia durante 1 semana a -70°C para revelarlos posteriormente.

Para la determinacién de la cinética de tiempo, se colocaron reacciones por
duplicado y se analizaron de acuerdo con el manual de uso del producto. 5 ul de la
muestra fueron sacados a diferentes tiempos (20, 40, 60, 90, y 120 minutos). Estas
muestras se hirvieron con Buffer Laemmli durante 10 minutos para proseguir con la
separacion de proteinas en el gel SDS-PAGE como se menciona en el parrafo
anterior.
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5.5 Generacion de vectores para transfectar células

Las construcciones se hicieron en el vector pAc5.1 /V5-His A. Para facilitar la
clonacién de los derivados bicistronicos, fue necesario modificar el polylinker del
vector. Con este objetivo insertamos el sitio de corte de la enzima Sacll. Se decidio
eliminar uno de los sitios BstXI, ya que el vector contaba con otro de estos sitios
dentro de su secuencia, y el objetivo era dejar un sitio Unico para esta enzima de
restriccion. En la figura 11 se muestran las caracteristicas del vector elegido, y se
sefiala el cambio en la region polylinker.

Figura 11. Vector pAc5. 1/V5-HisA
Esquema de las caracteristicas del vector pAc5.1/V5-His A. Se muestra el cambio en
la region polylinker del vector para poder clonar las construcciones del vector pBKSII

La luciferasa se cloné a partir del vector pGL4.13 (Figura 12). Se quité el sitio
de inicio de traduccién de la luciferasa, con la intencion de asegurar que la traduccion
fuera inducida por la secuencia del bicistron. El bicistrén se cloné entre los sitios
EcoRI y EcoRV del vector.
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Figura 12 Vector resultante para expresion de la Luciferasa de luciérnaga

En la izquierda se muestra el esquema del vector a partir del cual se clono a la
Luciferasa de luciérnaga en el vector para la transfeccion. A la derecha se muestra el
vector obtenido con el reportero de la luciferasa de luciérnaga para la transfeccion.

Para poder analizar la eficiencia en la transfeccion, es necesario contar con un
control de la misma. Es por ello que se decidi6 usar la Lucifesara de Renilla (RLuc)
como control. Esta también se clond entre los sitios EcoRI'y EcoRV. En la figura 13 se
muestran al vector a partir del cual clonamos a la RLuc y como quedo el vector de
transfeccion con la RLuc clonada.
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Figura 13. Vector resultante para expresion de la Luciferasa de Renilla

En la izquierda se muestra el esquema del vector a partir del cual se clon6 a
la Luciferasa de luciérnaga en el vector para la transfeccion. A la derecha se muestra
el vector obtenido con el reportero de la luciferasa de luciérnaga para la transfeccion

5.6 Cultivo celular

Se utilizaron células de origen embrionario de Drosophila melanogaster
S2R+36. Se descongelaron los viales que contenian 1x107 células y se atemperaron a
25° C. Las células se lavaron 2 veces con 5 ml de medio Schneider complementado
con suero fetal bovino al 20%, seguido de una centrifugacion a 3000 rpm durante 5
minutos.

Finalmente, las células se incubaron en 10 ml de medio Schneider
complementado con suero fetal bovino al 20%, y se incubaron a 26° C para su cultivo.
Cuando el cultivo alcazaba el 60% de confluencia, se realizaba nuevos cultivos
celulares (pases).

5.7 Transfeccion para expresion transitoria de luciferasas en células S2R+

Para la expresion transitoria de la Luciferasa de Renilla transfectamos cultivos
celulares que presentaban una confluencia del 70%, y contenian un total de 4x10°
células por cajas de cultivo, en medio Schneider complementado con 10% suero fetal
bovino.

La solucién de transfeccion se preparo anadiendo la solucion A (2M CaCly, 1
ug de vector seleccionado, 1 ug del vector para expresar Renilla Luciferasa, en agua
inyectable estéril) lentamente por goteo y con agitacion constante a la soluciéon B
(50 mM HEPES, 1.5 mM NazHPO4, 280 mM NaCl, pH 7.1) para formar un precipitado
salino en el tubo. La mezcla de ambas soluciones se dejé reposar 30 minutos para
que se terminara de formar el precipitado.

La mezcla de la solucion de transfecciéon se agregd lentamente a la caja de
cultivo, por goteo. Después de cada gota se agitaba suavemente la caja de cultivo.
Las células se dejaron recuperar a 26° C durante 48 horas, antes de proceder al
tratamiento experimental que se iba a evaluar.
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5.8 Medicion intensidad de luciferasa en células transfectadas

Se colectaron las células transfectadas de las cajas en un tubo de 15 ml, y se
centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos. Se removié todo el medio con una
pipeta y se resuspendié el botdn de células en 30 ulL de buffer PBS.

Para medir la intensidad de luminiscencia de ambas luciferasas, se utilizo el
kit Dual-GLO de Promega segun las instrucciones del fabricante, en el Lumindmetro
Monolight 3010.

Se considero la intensidad de la RLuc como control de transfeccion, y en base
a ella se midio el porcentaje de luminiscencia de la Luciferasa de luciérnaga, tomando
aquella completa, la que tenia su sitio de inicio de traduccién como el valor de 100%.

5.9 Deteccion de proteina en larvas de tercer instar

Se hizo una extraccion de proteinas con TRIZOL, siguiendo las instrucciones
del manual para extraccion de proteina. El pellet resultante se hirvié en Buffer de
laemmli 2X (4% SDS, 20% glicerol, Tris 0.125 M pH6.8, 0.004% azul de bromofenol,
1% de B- mercaptoetanol) para cargar en gel de acrilamida al 16%.

Se puso el gel con una membrana de nitrocelulosa en una camara de
transferencia inmerso en buffer de transferencia a pH8.3 (Tris-HCl 25 mM, Glicina
192mM, Metanol 20%) y se corrio a 80mA durante toda la noche a 4° C. Antes de
sacarlo se subié el amperaje a 200mA durante 2 horas. Se traté la membrana con
Ponceau (0.2% Ponceau, 3% acido acético) y se enjuagod con agua destilada (Maniatis
et al, 1987).

Se bloquearon las membranas en leche diluida en PBST (PBS1X con Tween al
0.1%), al 10% para Dmp18, Tubulina y Actina, y al 20% para la proteina Dmp8. Se
dejo en agitacion durante toda la noche, y posteriormente 1 hora a temperatura
ambiente. Se lavé la membrana con PBST. Se puso a incubar el anticuerpo que
reconoce a Dmp8 y Dmp18 (NEB) a una concentracion de 1:1,000 en leche al 5% en
PBST durante 2 horas a temperatura ambiente. Se utilizaron los anticuerpos que
reconocen a [B-tubulina y Actina (E7 y JLA-20 respectivamente, del Banco del
hibridoma) a una concentracién 1:3,000 en leche al 5% en PBST durante 2 h a
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temperatura ambiente. Se hicieron 5 lavados en PBST durante 10 minutos cada uno
en agitacion a temperatura ambiente antes de poner el anticuerpo que conjugado a
peroxidasa de rabano HRP correspondiente, a una concentracion 1:3,000 en leche
al 5% en PBST, durante 1 hora en agitacion leve a temperatura ambiente. Se lavaron
las membranas 5 veces con PBST durante 10 minutos cada lavado en agitacion leve
a temperatura ambiente (Maniatis et a/, 1987).

Para revelar las membranas se siguio el protocolo de SuperSignal® West Pico
Chemiluminescent Substrate de ThermoScientific.

5.10 Extraccion de RNA de larvas para ensayo RT-PCR

De las larvas sometidas a los diferentes estimulos que fueron tratadas con
TRIZOL, se extrajo también el RNA como indica el manual del reactivo. Se tomaron
100 ng de este RNA para preparar cDNA como se explica en el punto 5.1, y se usaron
los oligos que amplifican a todo el mensajero bicistréonico en un PCR
semicuantitativo.

5.11 Extraccion de proteina de células S2R+

De las cajas con células transfectadas, después de 48 horas de la transfeccion,
se juntaron en un tubo de 15 ml y se centrifugan a 2000 rpm durante 5 minutos. Se
lavaron las células 2 veces con buffer PBS. Se resuspendié el botdn celular en 200 pL
de Buffer A (HEPES 10mM, KCI 10 mM, EDTA 0.1 mM, EGTA 0.1 mM, Espermidina
0.75 mM, Espermina 0.15 mM, inhibidores de proteasas) y se dejo incubar a 4°C
durante 15 minutos. Se agregd Igepal para que quede en una concentracion final de
1.25% y se mezcl6 con la pipeta.

Las células se centrifugaron a 1,200 rpm durante 30 segundos y se aparto el
sobrenadante que incluye la fraccion citoplasmica. Al boton celular se le agregaron
100 L de Buffer B (HEPES 20 mM, NaCl 0.4 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, inhibidores
de proteasas) y se incubd en agitacion fuerte durante 15 minutos a 4° C.

Se centrifugo a 12,000 rpm durante 5 minutos, y se recuperé el sobrenadante
que tiene la fraccion nuclear en el mismo tubo en el que se encontraba la fraccidon
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citoplasmica. Se les agreg6 Buffer Laemmli para que quedara a una concentracién
final de 1:1y se hirvieron durante minutos para poder cargar en un el SDS-PAGE.

Se procedio a analizar la proteina como se explica en el apartado 5.9.
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VI. Resultados

6.1 Alineamiento de las regiones intercistronicas de Artropodos

Para intentar tener una aproximacion tedrica al posible mecanismo de
traduccion de Dmp18, se realizd un analisis /n silico. En D. melanogaster la region
intercistronica es de 54 pb, lo cual nos hizo pensar que el mecanismo de Leaky
scanning era el menos probable. Como se mencioné anteriormente, el mecanismo
de stop codon readthrough requiere de secuencias conservadas, y en Drosophila la
manera en la que fueron identificadas fue gracias a que en un alineamiento de todas
las secuencias de estos genes policistrénicos se ve claramente esta conservacion?’.
Por ello, y porque ya se sabia que la secuencia de aminoacidos de ambas proteinas
estd altamente conservada’, realizamos un alineamiento de las regiones
intercistronicas en varios representantes del filo de los artrépodos utilizando
MUSCLE (MUItiple Sequence Comparison by Log-Expectation)®’ (Figura 14). Estas
secuencias varian en longitud desde 4 pares de bases, hasta 92.

Figura 14. Conservacion de regiones intercistronicas en Artropodos

Alineamiento de las regiones intercistronicas del bicistron Dmp8-Dmp18 en
artropodos. Se dejaron bases de las regiones codificantes de ambas proteinas del
bicistron como referencia. En escala de azules se puede ver el nivel de conservacién
de las secuencias. Se puede ver que no existe una conservacion de esta region en
Artropodos. El alineamiento se hizo usando MUSCLE (MUltiple Sequence
Comparison by Log-Expectation).
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Pudimos observar que no existen regiones altamente conservadas entre ellas,
y que ademas ninguna coincidia con lo previamente reportado de secuencias que
permiten un mecanismo de stop codon readthrough?’. Ademas gracias a este
alineamiento podemos asumir que la composicion de la regidn intercistronica parece
ser irrelevante para la traduccion de la segunda proteina del bicistron, Dmp18.

6.2 Analisis in silico de regiones promotoras del bicistron Dmp8-Dmp18

A continuacion llevamos a cabo un analisis /n silico en la base de datos de
modENCODE, esto con el fin de averiguar si existe mas de una region promotora, lo
que podria explicar como se lleva a cabo la traduccion de ambas proteinas, y que su
regulacion sea diferente.

Se encontré6 que so6lo hay una regidén predicha para el promotor, y se
localizaba 100 pb rio arriba del inicio de transcripcion de la proteina Dmp8 (Figura
15). Asi mismo el reporte mas exacto que existe sobre el mapeo de promotores en
Drosophila sélo logra detectar un promotor para este mRNA bicistronico®®

k. 5009.9K 5010k 50101k 5010.2k 50103k 5010 .4k 50105k 5010 .6k 50107k 5014 .8k 5010.9K
+ BEE EHEA 5 RLM-RACE sequencing, 0-24 hr embryo
Showing 500 of 898 features

+ BEE EHEA FlyBase Genes
CGILILF
CG3917-RA I T T 1
TFkS

TFh5-RE 1 JENRNN: 1

Figura 15. Region regulatoria del bicistron Dmp8-Dmp18.

Esquema de la presencia de sélo una region regulatoria para el transcrito bicistronico
en D. melanogaster. En verde se muestra un solo resultado para la identificacion de
sitios regulatorios en la proximidad del transcrito bicistronico. En azul se pueden
observar ambas proteinas del bicistron reportadas en la base de datos. Tomado de
la base de datos de modENCODE de datos depositados por S. Celniker3®,

Esto quiere decir que una sola regién se encarga de la transcripcion del mRNA
bicistronico y por lo tanto de la traduccion de ambas proteinas.

6.3 Ensayos de transcripcion/traduccion in vitro del mRNA de Dmp8-Dmp18

Como ya se habia reportado la presencia de un solo transcrito a lo largo de
todo el desarrollo’ y vimos que solo existia una region promotora para el mensajero,
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procedimos a clonar estos genes desde su 5" UTR hasta el final de la proteina Dmp18
en el vector pBKSII para llevar a cabo ensayos de transcripcion-traduccion /n vitro,
empleando el sistema heterdlogo de reticulocitos de conejo, con metionina marcada
radioactivamente. Como control utilizamos a ambas proteinas marcadas con una
etiqueta previamente utilizada para ensayos de doble hibrido. En la Figura 16
podemos observar que el transcrito bicistronico por si mismo es capaz de llevar a
cabo la traduccion de ambas proteinas (carril 4).

Figura 16. Ensayo de transcripcion/traduccion in vitro del mRNA Dmp8-Dmp18.
Dmp8-Dmp18. En el primer carril esta el control negativo sin vector, en el que no se
espera ningun producto. En los carriles 2 y 3 se encuentran ambas proteinas con la
etiqueta AD, como control individual. En el carril 4 podemos apreciar la presencia de
ambas proteinas a partir del mensajero completo

Cabe mencionar que el vector en el que estan clonadas las proteinas por
separado son vectores con aa extra porque se utilizan para realizar ensayos de doble
hibrido.

Para tratar de hacer mas eficiente la transcripcion/traduccion /n vitro, se
inserto en la clonacion del mensajero una secuencia poliA. Se hizo el ensayo con esta
nueva construccion para comparar si mejoraba el rendimiento (Figura 17).
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Figura 17. Adlicion de poliA al mRNA de Dmp8-Dmp18.

Ensayo de transcripcion/traduccion /n vitro de construcciones con el mensajero
bicistrénico (carril 1) comparado con la traduccion cuando se le adiciona una cola
poliA al final, para darle estabilidad al mensajero (carril 2). No se apreciaron
diferencias en la traduccion de las proteinas del bicistron.

El agregar la cola poliA al mensajero mejoro la traduccién de ambas proteinas
del bi-cistrén. De aqui en adelante se decidié utilizar esa construccion con el poliA
incorporado, esto ocurre porque le da mas estabilidad al mensajero.

Una pregunta que surgié con esto, era ver si la traduccion de ambas proteinas
ocurria de manera paralela. Es por eso que se decidio hacer una cinética de tiempo
de transcripcion-traduccion de la cual se tomaba muestra a los 20, 40, 60, 90, y 120
minutos después de iniciar la reaccion (Figura 18).
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Figura 18. Cinética de aparicion de ambas proteinas del bicistron.

Dinamica de aparicion de las proteinas del bi-cistron. Se muestra la presencia de las
proteinas a 20, 40, 60, 90, y 120 minutos después de iniciar la reaccidon. Se puede
apreciar que ambas proteinas aparecen en los primeros 20 minutos sin una aparente
traduccion retrasada de una con respecto a la otra.

En la cinética se pudo apreciar que ambas proteinas aparecen a partir de los
20 minutos, sin aparentes diferencias a lo largo del tiempo. Esto nos puede sugerir
que la traduccion de ambas proteinas no es secuencial. Sin embargo, el experimento
tiene sus limitaciones para decir esto porque lo que se observa es la incorporacion
de Metionina, y Dmp8 tiene 4 metioninas, mientras Dmp18 tiene tan solo 2.

En un trabajo previo se habia demostrado que una mosca que tenia un
transposén insertado en la secuencia de Dmp8 no traducia eficientemente a la
proteina Dmp8, pero no parecia afectar la traduccién de Dmp18’. Por ello, se hizo
una construcciéon que dejara a Dmp18 con los 54 nt de Dmp8 que se conserva de un
posible transcrito resultante de esta mosca transgénica. En la Figura 19 podemos ver
que esa construccion (carril 4) efectivamente permite la correcta traduccion de
Dmp18. Considerando el resultado del analisis de la secuencia intercistronica, en el
que vimos que no habia ninguna regidn conservada, decidimos generar una
construccion en la que abolimos a la region intercistrénica, bajo la presuncion de
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que esta region es irrelevante para la traducciéon de ambas proteinas. Para nuestra
sorpresa pudimos observar que Dmp8 se traduce de manera normal (carril 5), pero
no asi Dmp18.

Como al quitar la region intercistronica completa también eliminamos la
secuencia Kozak de Dmp18, evaluamos su importancia analizando la traduccion de
Dmp18 solo y con su secuencia Kozak. Pudimos observar que si bien Dmp18 se
puede traducir cuando se encuentra desde su AUG (carril 6), la adicion de su
secuencia Kozak (carril 7) mejora visiblemente su traduccién. Por ello, generamos
otra construccién en la que la secuencia Kozak fue reconstituida en el espacio
intercistronico sin contar con elementos de esta secuencia (carril 8). Para nuestra
sorpresa, observamos que a pesar de contar con su secuencia Kozak, no hay una
correcta traduccion de Dmp18. Finalmente generamos una construccion en la que
se le afadia una secuencia irrelevante antes de la secuencia Kozak de Dmp18 para
medir su traduccion (carril 9), y vimos que no hay cambios notables.

Figura 19. Deteccion de las proteinas del bicistron modificando al mensajero.

Ensayos de transcripcion-traduccion in vitro modificando lo que se encuentra rio
arriba del AUG de Dmp18. Los primeros 2 carriles corresponden a controles de
reaccion sin vector (1) o del vector de clonacién vacio (2). (3) El bicistron completo
es capaz de traducir a ambas proteinas. (4) Una construccion que abarca desde las
Ultimas 54 pares de bases de Dmp8 permite la correcta traduccion de Dmp18. (5)
Cuando la region intercistronica es removida, no se afecta la traduccion de Dmp8,
pero si de Dmp18. (6) Cuando se trata de traducir a Dmp18 desde su AUG hay
traduccién, que es significativamente mejorada cuando se le agrega su secuencia
Kozak (7). (8) Sin embargo, la adicion de esta secuencia Kozak a la construccion sin
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region intercistréonica no recupera la traduccion de Dm18. (9) La adicion de la region
5" del mensajero a Dmp18 no cambia significativamente su traduccion.

6.4 Analisis de traduccion /n vivo del mRNA del bicistron Dmp8-Dmp18

Como todos los experimentos previos se llevaron a cabo en un sistema
heterdlogo /n vitro, el siguiente paso era extrapolar los resultados a una situacion /n
vivo. Hicimos construcciones en un vector para transfectar células de mosca de la
linea S2R+, acoplando las construcciones a un reportero de luciferasa de luciérnaga
mediante la creacion de una proteina fusion que tuviera los primeros 4 amino acidos
de Dmp18, y de esta manera hacer también algo que no se podia en los
experimentos previos, cuantificar la eficiencia de traduccion de cada construccion.
Lo primero que hicimos fue emular las construcciones usadas en el sistema de
transcripcion-traduccion /n vitro. En la figura 20 se muestra la intensidad de
luminiscencia como una medida directa de la traduccién de Dmp18.

Figura 20. Eficiencia de traduccion de un reportero de luciferasa.

Ensayos de transfeccion en células de Drosophila midiendo la intensidad de la
luminiscencia de fusiones de Dmp18 fusionada a luciferasa de luciérnaga para medir
la eficiencia de traduccion al modificar la secuencia rio arriba de Dmp18. En el carril
2 se muestra que al quitar el sitio de inicio de traduccion de la Luciferasa de
luciérnaga no se detecta su actividad en el lumindmetro. El carril 3 representa a la
Luciferasa de luciérnaga, considerando su intensidad como el 100% de actividad
detectable. En el carril 4 se ve la representacion del mensajero bicistronico desde el
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extremo 5" UTR y se puede apreciar que los niveles alcanzados son comparables a
los de la luciferasa completa. En el carril 5, una construccion con tan solo 54 pares
de bases de la region codificante de Dmp8 es suficiente para permitir la traduccion.
Carril 6: Dmp8 fusionada a la luciferasa no resulta en traduccion de esta y eso no se
ve mejorado cuando se le adiciona la secuencia Kozak y los 4 amino aa de Dmp18
(carril 7). Carril 8: Dmp18 puede traducirse sin problema cuando se le deja con
Unicamente su secuencia Kozak, aunque la eficiencia de traduccién parece disminuir.
Carril 9: la presencia de una secuencia que resulta en una estructura tipo tallo-asa
gue inhibe la traduccién 5’ dependiente no afecta la traduccion de Dmp18. Carril 10:
Insertar la region intercistronica de Pediculus humanus no resulta en una traduccion
eficiente. Carril 11: La presencia del extremo 5" UTR antes de la secuencia Kozak de
Dmp18 no afecta su traduccion.

En el primer carril se encuentra el control con células transfectadas con el
vector vacio. El segundo carril muestra el resultado de la luminiscencia de la
luciferasa a la que se le removio el ATG, para de esta manera asegurarnos de que la
luminiscencia se diera por traduccion de los primeros 4 aa de Dmp18 y no porque
estuviera presente el sitio de inicio de la luciferasa. En el carril 3 se aprecia la
intensidad de luminiscencia de la luciferasa completa. La primera construccion
consistid en verificar que desde el 5" UTR del mensajero bicistronico existiera una
eficiente traduccion de Dmp18. A continuacién (carril 5), podemos apreciar que al
dejar los Ultimos 54 pares de bases de Dmp8, Dmp18 es capaz de traducirse
correctamente aunque con una eficiencia menor. En el carril 6 vemos que al quitar la
region intercistronica y dejando el ORF de Dmp8, se pudo corroborar que cuando la
region intercistronica es casi inexistente sin importar la presencia de la secuencia
Kozak de Dmp18 (carril 7) no es posible su traduccion. También se confirmoé que
Dmp18 solo necesita de su secuencia Kozak para traducirse, aunque esta
construccion muestra una baja en la eficiencia de traduccion. La traduccion de Dmp8
de los carriles 4, 6, y 7 fue medida con ensayos tipo western Blot de las células
transfectadas (Figura 21, carriles 1, 2, y 3).

Como parecia que Dmp18 sélo requiere de la presencia de la secuencia de
Dmp8, pero no depende de que ocurra traduccién de ella, se le afadié al extremo 5’
una secuencia que genera un tallo-asa que inhibe la traduccion dependiente de cap
en los mensajeros®. Se reportd que esta estructura inhibe la traduccién dependiente
de cap en el extremo 5" UTR, por lo que esperabamos que la traduccién de Dmp18
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no se viera afectada en esta construccion. Como se puede ver el carril 9 de la figura
17, la traduccién de Dmp18 no se ve impedida por la falla de traduccién de Dmp8.

Finalmente, consideramos que si bien la region intercistrénica no parecia
tener relevancia en la traduccién de Dmp18, claramente era importante su longitud.
Eso nos llevo a fijarnos en la region intercistronica de otros artrépodos, ya que como
se menciond anteriormente, existen organismos con tan sélo 4 pares de bases de
longitud en esta region. Se decidié insertar la region intercistronica de Pediculus
humanus, con una longitud de 8 pares de bases (Figura 20, carril 10).
Sorprendentemente, esta construccion no es capaz de traducir a Dmp18, pero no
tuvo problemas en permitir la traduccién de Dmp8 (Figura 21, carril 4). Finalmente
introducimos el extremo 5’ UTR del bicistron inmediatamente antes de la secuencia
Kozak de Dmp18, y no observamos una diferencia significativa de traduccion con
respecto a la construccion que sélo contaba con la secuencia Kozak.

El hecho de que al poner so6lo 8 pares de bases en la regidn intercistronica y
que esto resultara en una falla en la traduccion de Dmp18 nos ayuda a descartar el
mecanismo de /eaky scanning en el caso de este bicistron. Eso nos deja con que
pueda existir una situacion de IRES o IRES-/ike en el mecanismo de traduccién de
este bicistron. Las evidencias también apuntan a que la traduccion de Dmp18 ocurre
independientemente al cap del mensajero.

6.5 Deteccion de Dmp8 en ensayos de transfeccion

Como el reportero de luciferasa solo nos permitia ver lo que estaba pasando
con la traduccién de Dmp18, decidimos hacer un analisis tipo western Blot de células
transfectadas con diferentes construcciones que tenian a Dmp8 (Figura 20).

Se pudo observar que las construcciones que debian expresar a Dmp8 de
manera adecuada lo hicieron (Figura 21, construcciones 1, 2, 3, y 4), mientras que la
construccion con la secuencia que resultara en un tallo-asa en el extremo 5" UTR 'y
que por lo tanto impide la traduccion de Dmp8 (construccion 5) se puede ver una
disminucion en los niveles de Dmp8. No fue posible ver a la proteina Dmp8 en
cantidades basales (Construccion 6), solo en las sobreexpresiones.
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Figura 21. Deteccion de Dmpé8 en células transfectadas.

Analisis de la expresion de Dmp8 en células transfectadas con las construcciones del
reportero de luminiscencia. Ensayos tipo western Blot de extractos celulares
posteriores a la transfeccion demuestran la presencia de Dmp8 cuando se trasfectan
las construcciones que emulan al bicistrén completo (carril 1), la proteina pegada a
la luciferasa sin ATG (carril 2), la construccidon que solamente tiene la secuencia Kozak
separando a ambos cistrones (construccién 3) y la que tiene la region intercistrénica
de P. humanus (carril 4); pero no asi aquella con la secuencia que genera un tallo-
asa en el extremo 5" UTR inhibiendo la traduccion dependiente de cap. En el carril 6
vemos células transfectadas con la luciferasa completa, mostrando que no fue
posible detectar la proteina enddgena. En la grafica de abajo se muestra la
luminiscencia de estas mismas muestras Unicamente en el carril 1y 5 como se habia
mencionado anteriormente.

6.6 Deteccion de las proteinas Dmp8 y Dmp18 en larvas

Considerando que Dmp18 podia prescindir de la presencia de un cap para
lograr su traduccion eficiente, nos preguntamos si era esta la razén por la cual
resultaba ventajoso para su traduccion encontrarse junto a Dmp8.

Se sabe que en situaciones de estrés celular la proteina encargada de
reconocer al cap de los mensajeros es secuestrada?’. De esta manera se inhibe la
traduccién dependiente de cap. En esas condiciones extremas a las que fueron
sometidas las larvas, las proteinas que son necesarias para contender con el dafio
recurren a mecanismos independientes de cap®*. Esto nos llevé a preguntarnos si
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Dmp18 se mantuvo en una organizacidbn genética bicistronica con Dmp8 para
asegurar su traduccion en situaciones de estrés. En estudios sobre la traduccion de
proteinas en moscas, se ha visto que el factor de inicio de la traduccién, elF4F, es
inhibido en situaciones de estrés celular. La falta de este factor normalmente lleva a
apoptosis celular. Sin embargo, cuando ocurre dafio en las células, se traducen
mensajeros de manera independiente del cap, es decir, que no requieren del factor
elF4F, mediante un mecanismo de traduccion tipo IRES34,

Para probar esta hipotesis, sometimos larvas de tercer instar a estrés por
choque térmico y por radiacion ultravioleta acoplados a ensayos tipo Western Blot
para detectar diferencias en la cantidad de Dmp8 y Dmp18 en comparacién con el
nivel basal de cada proteina. Como se muestra en la Figura 22, es posible detectar
los niveles de ambas proteinas en condiciones basales. Sin embargo, después de
aplicar uno u otro tipo de estrés, la presencia de Dmp8 se reduce considerablemente,
pero no ocurre asi para la proteina Dmp18. Para ver si era posible que alguna
situacion de estrés estuviera provocando diferencias en la traduccion de las proteinas
de este bicistron, se llevd a cabo un ensayo tipo Western Blot para analizar los
cambios en el nivel de expresion de cada proteina al estresar a las larvas con luz UV
o con choque térmico (HS) (Figura 22).

El ensayo parece mostrar que la proteina Dmp18 no sufre cambios en su nivel
de expresion. Sin embargo, Dmp8 no es capaz de traducirse cuando se somete al
tejido en situaciones de estrés. Esto indica una traduccién diferencial entre ambas
proteinas del bicistrén. Como el tejido de las glandulas salivales es alto en contenido
de grasa, y esta parecia afectar la correcta deteccion de Dmp8, se hizo un ensayo
tipo Western Blot con una extraccion con TRIZOL, ya que de esta manera es mas facil
eliminar todos los residuos de grasa y minimizar su impacto sobre la determinaciéon
de la expresion de Dmp8.
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Figura 22. Deteccion de las proteinas del bicistron en situaciones de estrés.

Ensayos tipos Western Blot de larvas de tercer instar en condiciones basales (primera
columna), después de 1 hora de choque térmico a 37°C (segunda columna) y
después de ser irradiadas con luz ultravioleta a 200 J/m2 Se puede ver que en
condiciones basales, ambas proteinas estan presentes, sin embargo en presencia de
ambos tipos de estrés, ya no es posible detectar la presencia de Dmp8. Se utilizd
Actina como control de carga del experimento.

Los resultados con la extraccion de TRIZOL, y ahora en larvas completas, nos
indican que la traduccién de la proteina Dmp18, no sélo es independiente de Dmp8,
sino que esta ocurriendo mediante mecanismos diferentes de traduccion. Es posible
que exista alguna secuencia que esté actuando como algun IRES.

6.7 Analisis del transcrito en situaciones de estrés

De las mismas larvas de las cuales se extrajo proteina para analizar la presencia
de ambos miembros del bicistron, hicimos extracciéon de RNA para analizar si habia
cambios en los niveles del transcrito mediante ensayos de RT-PCR. Como se observa
en la figura 23, no hubo cambios en la presencia o cantidad del transcrito que
codifica al bicistron, lo cual nos da evidencia de que la falta de Dmp8 ocurre a nivel
de traduccion. Esto apoyaba nuestra hipotesis inicial de que Dmp18 podria
beneficiarse de este arreglo bicistronico.
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Figura 23. Analisis de transcripcion del mensajero bicistronico.

RT-PCR de las larvas sometidas a los diferentes tipos de estrés. Analisis del transcrito
bicistronico en condiciones basales (primera columna), después de 1 hora de choque
térmico a 37°C (segunda columna) y después de ser irradiadas con luz ultravioleta a
200 J/m? (tercera columna). Si comparamos la cantidad del transcrito con aquella del
control rp49 (gen ribosomal) se puede apreciar que no hay cambios en la cantidad
de transcrito, lo que indica que la regulacién no es a este nivel.

6.8 Analisis de traduccion después de estrés celular

Para continuar con esta caracterizacion, decidimos hacer ensayos induciendo
dafio en las células previamente transfectadas con algunas de las construcciones
disponibles. Para esto, se hicieron cinéticas de la expresién de Dmp18 en respuesta
a los estimulos (Figura 24). La construccion que elegimos caracterizar fue la que tenia
lo que representaba al bicistron completo (Figura 24, 4), que en ambos tipos de
estrés resultd en un aumento de expresion posterior al estimulo. En el caso de la
construccion que contaba solamente con las Ultimas 54 pares de bases de la region
que codifica para Dmp8 (Figura 24, A) se comportd de manera similar al bicistron
completo en respuesta a ambos estimulos. Para corroborar que Dmp18 no
necesitaba que existiera una traduccion de Dmp8, evaluamos también la
construccion con la estructura de tallo-asa en el extremo 5 (Figura 24, ). Sin
embargo, la construccion que contenia a Dmp18 desde su secuencia Kozak, aunque
fue capaz de traducirse, resulté incapaz de responder con un aumento de su
traduccién en respuesta a estimulos de estrés celular (Figura 24, m). En conjunto,
estos resultados apoyan la idea de que Dmp18 requiere de la presencia de, por lo
menos, los Ultimos 54 nt de la region codificadora de Dmp8, pero no de la traduccién
de este para responder al estrés celular.
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Figura 24. Cinéticas de luminiscencia en células sometidas a estreés.

Para analizar la respuesta de la traduccién de Dmp18 en algunas construcciones, se
sometid a estrés a las células después de ser transfectadas con estas construcciones.
Los estimulos dados fueron radiacién ultravioleta de 5 J/m? (primera gréfica) y
choque térmico a 36° C. Las muestras se fueron midiendo a lo largo de 3 horas para
evaluar la expresion de la luciferasa de luciérnaga. Las construcciones que contenian
lo representativo al bicistron completo (#), a la construccion con solo 54 pares de
bases de Dmp8 (A) y la que tenia la secuencia que resulta en la estructura tallo-asa
en el extremo 5’ (m) responden con un aumento de expresion después de recibir el
estimulo, pero no asi la construccion en la que soélo se incluye a Dmp18 desde su
secuencia Kozak (¢). Se puede apreciar que cada estimulo genera una respuesta con
una cinética diferente.

Esto nos parecié interesante, y nos llevo a tratar de acotar cual era la region
minima requerida de estos 54 necesaria para llevar a cabo este efecto. Por ello,
hicimos 3 construcciones mas. De estas se midieron también los niveles de expresion
de Dmp18 acoplado a la luciferasa de luciérnaga en condiciones basales. La primera
con tan solo los ultimos 27 nt de la region codificante de Dmp8 (Figura 25, carril 5),
la segunda con tan solo los 54 nt de la regién intercistrénica (Figura 25, carril 6) y
una ultima con solo la mitad de esta regién (Figura 25, carril 7).
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Figura 25. Analisis de traduccion en regiones acotadas rio arriba del sitio de inicio de
traduccion de Dmp18.

En un intento de acotar la region minima necesaria para la respuesta de Dmp18 al
estimulo de estrés, se hicieron construcciones con solamente 27 pares de bases de
la region de Dmp8 (carril 5), con la regidn intercistronica del bicistron (carril 6) y con
la mitad de esta secuencia intercistrénica (carril 7). Todas son capaces de traducir
correctamente a Dmp18, como se esperaba porque en todas tiene su secuencia
Kozak intacta.

Como era de esperarse porque ya habiamos visto que Dmp18 solo requeria
de su secuencia Kozak para traducirse correctamente, todas estas construcciones
fueron capaces de permitir la traduccion de Dmp18. Ahora quisimos evaluar su
respuesta a estrés celular, por lo que hicimos otras cinéticas de respuesta a estrés
por choque térmico y radiacion ultravioleta. Encontramos que la construccién con
los ultimos 27 pares de bases de la region codificante de Dmp8 respondia a
estimulos de estrés (Figura 26, ), pero no asi las construcciones que sélo tenian la
region intercistrénica o parte de ella (Figura 26, y m respectivamente),
corroborando una vez mas que Dmp18 requiere estar pegado a Dmp8, pero no
necesariamente que esta se traduzca para poder traducirse en respuesta a estrés.

Figura 26. Cinética de respuesta a estrés por luz UV o choque térmico en regiones
acotadas.

Medicién de la respuesta a estrés de las construcciones con tan solo 27 nucleotidos
de la region codificante de Dmp8 (#), la region intercistronica completa (A), y la
mitad de la region intercistrénica (m). Como podemos ver, Unicamente la
construccion que tenia parte de la region codificante de Dmp8 fue capaz de
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responder a los estimulos de estrés, pero no asi las que tenian parte de la secuencia
intercistronica.

Finalmente, como nos surgio la hipdtesis de que en las construcciones en las
que habia una region intercistronica muy pequefa podia haber impedimento
estérico para los ribosomas, a la construccion que tenia la region intercistronica de
P. humanus le afadimos la secuencia de la estructura de tallo-asa en su extremo 5’
UTR. Lo que encontramos es que esta construccién no se traduce eficientemente al
inicio (Figura 27, ), pero cuando existe estrés celular y se inhibe la traduccién
dependiente de cap, Dmp18 es capaz de traducirse eficientemente.

Figura 27. Cinética de traduccion con region intercistronica de P. humanus.

Por ultimo evaluamos otra construccion, la cual contenia la regidn intercistronica de
P. humanus, en la que sospechabamos ocurria una inhibicién de la expresion de
Dmp18 por impedimento estérico, se le afladié la secuencia que resulta en tallo-asa
en el 5’'UTR (¢). Nuestros resultados muestran que cuando se inhibe la traduccion de
Dmp8, hay un aumento importante en la expresion de Dmp18.

6.9 Analisis de bicistrones en Drosophila melanogaster

Se llevd a cabo un analisis de los bicistrones reportados en la pagina de
FlyBase y de los reportados en el articulo de Irwin Jurngreis®’. Se seleccionaron las
proteinas que corresponden al segundo cistrén, o en algunos casos también el
tercero. De esta manera se obtuvieron 441 proteinas que se encuentran codificadas
en bicistrones en Drosophila melanogaster. La tabla obtenida se incluye en el Anexo
1.
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De estas proteinas, sélo 166 estan caracterizadas y se conoce su funcién. Con
esta informacion hicimos un analisis de ontologia utilizando en el sistema de
clasificacion Panther*'. Los resultados se muestran en la Figura 28.

Figura 28. PosIbles funciones de los sequndos cistrones.
Representacion de la ontologia de los segundos cistrones en Drosophila
melanogaster de las proteinas en arreglo policistrénico que estan caracterizadas.

6.10 Busqueda /n silico de candidatos con una regulacion similar

Los resultados mostrados previamente hicieron que nos preguntaramos si
este fendmeno ocurria Unicamente en el bicistron Dmp8-Dmp18. Para contestar esta
pregunta, seleccionamos las proteinas que correspondian al segundo cistron, o en
algunos casos también el tercero. De esta manera obtuvimos 437 proteinas que se
encuentran codificadas en policistrones en Drosophila melanogaster. De estas
proteinas, 283 correspondian a segundos cistrones. Este analisis nos llevd a
seleccionar a aquellas proteinas que estuvieran relacionadas a estrés. De estas
candidatas, intentamos identificar a las proteinas cuya funcion no dependiera del
mismo mecanismo celular.

Posteriormente, intentamos identificar a las proteinas reportadas en el parrafo
anterior en otros artrépodos para tratar de ver si conservaban este arreglo
policistronico. Esta busqueda nos permitié identificar un bicistrén cuyas proteinas no
estan completamente caracterizadas aun, y se identifican con los simbolos CG42374
y CG9666. Un analisis de homologia demostré que CG42374 corresponde a una
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proteina miembro del complejo SOSS, que estd involucrado en estabilidad
gendmica, y reparacién en rotura de doble cadena*. Mientras que la proteina
CG9666, el segundo cistron, parece codificar a una N-6 metil-transferasa especifica
de adeninas, que en el caso de Drosophila se han visto involucradas en control de
virulencia®®. Al igual que el bicistron Dmp8-Dmp18, estas proteinas participan en
mecanismos de respuesta a estrés, pero no participan en la misma via. Ademas, los
genes CG42374 y CG9666 estan presentes en todos los organismos, pero solo en los
artropodos se encuentran con una organizacion bicistronica. De la misma manera,
estan muy conservadas las proteinas, pero no asi su regién intercistronica (Figura
29).

Figura 29. Alineamiento de la region intercistronica del bicistron CG42374-CG9666.

Al realizar un alineamiento de la regién intercistronica del bicistron CG 42374-
CG9666, se puede ver que una vez terminada la regidn que corresponde a la
proteina, no existen regiones conservadas en su secuencia intercistronica y no parece
haber regiones en comun.
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VII. Discusion

Desde que se ha tenido acceso a los genomas completos secuenciados se ha
demostrado que la presencia de genes en arreglos policistronicos es mas comun de
lo que anteriormente se creia. En la mayoria de los casos estudiados, estos requieren
de elementos IRES para asegurar su correcta traduccidn®’#4 En este trabajo
encontramos que el mensajero bicistronico Dmp8-Dmp18, que se encuentra
conservado en esta configuracion en los artrépodos, es poco comun no sélo porque
la traduccion de ambos parece ser independiente, sino que ademas parecen no
requerir de la secuencia intercistronica para su correcta traduccién. Esto podria
explicar por qué la distancia entre ambos marcos de lectura no se ha mantenido
conservada. Estas observaciones implican que cada organismo regula de manera
particular la traduccion de la proteina Dmp18.

Nuestros resultados demuestran que, al menos en Drosophila melanogaster,
es necesaria la presencia de Dmp8, ya que Dmp18 requiere de la presencia de los
ultimos 27 nt del marco abierto de lectura de Dmp8 antes de su inicio de traduccién
para permitir su correcta traduccion cuando las células estan sometidas a estrés. Esto
tiene sentido, ya que como fue mencionado con anterioridad, ambas proteinas estan
involucradas en mecanismos de respuesta a estrés. La posible diferencia de
regulacion entre ellas puede deberse a que Dmp8 ademas actia en iniciar la
transcripcion, proceso que es frenado cuando hay ciertos tipos de estrés*54° Es
posible que Dmp8 y Dmp18 se mantuvieron en este arreglo porque Dmp8 es muy
importante para la transcripcién, y la célula cuenta con el transcrito siempre presente
lo cual resultaba ventajoso a Dmp18 para permitir su traduccion en situaciones de
estrés, ya que sus homologos en levadura, plantas, y humano se han visto implicados
en mecanismos de respuesta a varios tipos de dafio*®, como lo es su papel en el
reclutamiento de p53 a sus genes blanco en respuesta a dafio a DNA,

Existen otros ejemplos de traduccion diferencial de proteinas de un mismo
bicistron, como es el caso de un transportador de arginina/lisina, proteina
involucrada en estrés nutricional. En este caso, en el momento en el que hay estrés,
ocurre una inactivacion del factor de inicio de traduccién elF2a, que al liberarse del
mensajero resulta en la inhibicién de la formacion de una estructura de tallo. Esto a
su vez, permite que se descubra un nuevo sitio de union de la maquinaria de
traduccion y se traduzca la otra proteina del bicistrén*’48,
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En nuestro trabajo encontramos una contradiccion en nuestros resultados,
por un lado parecia que en el contexto del bicistron, la regidn intercistronica no era
importante para la traduccion de Dmp18, y por otro lado no logramos ver una
traduccion eficiente cuando sustituimos su regidn intercistronica por aquella de P,
humanus, la cual consiste de solo 8 nucledtidos. Una posible explicacion es que
existia un impedimento estérico causado por la proximidad de ambos marcos de
lectura. Otra posible explicacion es que en cada organismo opere un mecanismo
diferente para la traduccién de Dmp18 independiente de cap, y puede ser que en P.
humanus solo se traduzca en respuesta a estrés, pero no en condiciones basales. Lo
que podemos asumir considerando que esta configuracién esta conservada en
artropodos, y que la secuencia del marco de lectura de Dmp8 esta muy bien
conservada en todos ellos, es que Dmp18 requiere de los ultimos 27 nt de la
secuencia de Dmp8 para traducirse en respuesta a estrés. Esto no seria algo nuevo,
hay multiples casos de proteinas que tienen secuencias que mejoran su traduccién
en respuesta a estimulos#°,

Varios componentes de la maquinaria de traduccion se han visto involucrados
en el reconocimiento inicial para permitir el inicio de traduccion de manera no
canonica, haciendo que estudiar esto se vuelva sumamente complejo. En algunos
casos, una estructura de tallo-asa puede inhibir la traduccion®, y otras veces son
necesarias estas estructuras para permitir el inicio de traduccién®’. Estas estructuras
y secuencias se encuentran mas comdnmente en el extremo 5 UTR3?, pero no es el
caso del bicistron Dmp8-Dmp18, que parece estar dentro del ORF de la primera
proteina del bicistron, o por lo menos los ultimos 27 nucledtidos, como
demostramos en este trabajo.

En general, varios mecanismos de traduccidén en respuesta a estrés se han
identificado, lo cual amplia las opciones de regulacion existentes en distintas
situaciones y organismos. Mientras mas se encuentre sobre esto, se abre campo para
poder combatir enfermedades.
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VIII. Conclusiones

e No existe ningun elemento conservado en la region intercistronica del mRNA
de Dmp8-Dmp18 en los artropodos, sugiriendo que si hay una conservacién
en el modo de traduccién de Dmp18, no es relevante esta region.

e La presencia de las proteinas Dmp8 y Dmp18 a lo largo del desarrollo de
Drosophila melanogaster se deben Unicamente a la presencia de un mRNA.

e Se corroboré que la traduccion de Dmp18 es independiente de la de Dmp8.

e En condiciones basales, Dmp18 puede traducirse con solo su secuencia Kozak
presente rio arriba de su sitio de inicio de la traduccion.

e En condiciones de estrés celular a causa de choque térmico y radiacidon
ultravioleta hay traduccién de la segunda proteina del bicistron, Dmp18, pero
no asi de Dmp8.

e Esta traduccién de Dmp18 en situaciones de estrés sélo posible cuando los
ultimos 27 nt del ORF de Dmp8 estan presentes en la secuencia rio arriba del
sitio de inicio de traduccion de Dmp18, aun en presencia de su secuencia Kozak.

e Es posible que este fendmeno no sea exclusivo del bicistron Dmp8-Dmp18 en
Drosophila, ya que se encontré otro bicistron que comparte sus caracteristicas.
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VIX. Perspectivas

Analisis de la secuencia de los 27 nucleotidos, para intentar identificar al factor
asociado al reconocimiento y que posiblemente esté iniciando la traduccién de
la segunda proteina del bicistron

Usar esta secuencia en otros elementos genéticos para evaluar si es la Unica
region necesaria para permitir la respuesta a estrés

Estudiar al bicistron CG42374-CG9666, para evaluar si ocurre un mecanismo

similar al encontrado, o incluso si el mismo factor estd reconociendo esa
secuencia
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Anexo 1. Tabla de policistrones reportados en Drosophila melanogaster

En esta tabla se reporta la compilacion de los genes que se encuentran en
arquitectura policistronica en la mosca Drosophila melanogaster.

La informacién fue tomada de la base de datos reportada en la pagina
FlyBase®! y en el articulo de Jungreis et al. sobre los reconocidos con Stop Codon
Readthrough?’.

Se muestra el nimero con el que esta anotado el gen, el nombre con el que
se le reconoce (si es el caso), si es que tiene una funcién conocida y los genes que
se encuentran asociados al mismo elemento.
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ID Cistrén 1 Nombre Funcién ID Cistréon 2 Nombre Funcion

CG10097 - Reductasa de fati-acil CoA CG10096 - Reductasa de fati-acil CoA
CG10332 - - CG33706 Immune induced mol 18 Involucrado en respuesta inmune
CG11181 cup transportador de el4E CG34310 - -

CG11714 - Dominio de dedo de Zn CG6128 a-L-fucosidase Alfa-L-fucosidasa

CG11768 - - CG34135 - -

CG11889 - Dominio de fosfo-transferasa CG11891 - Dominio de fosfo-transferasa
CG12500 stoned A Regulador de sinapsis CG12473 stoned B Regulador de sinapsis
CG12665 Odorant-binding protein 8a Percepcion feromonas CG15368 - Dedo de Zinc

CG12912 - - CG33183 Hormone receptor-like in 46 reacciona a Ecdisona
CG12913 ) ) CG46321 - -

CG13175 - - CG33964 - -

CG13380 - - CG4174 - Oxidoreductasa en homeostasis
CG13510 - Factor a de necrosis por LPS CG13511 - Factor a de necrosis inducido por LPS
CG13511 - Factor a de necrosis por LPS CG42565 Factor a de necrosis inducido por LPS
CG14042 - - CG14041 SP555 Importante en sefializacién
CG1410 waw GTPasa en traduccion CG1414 bobby sox Activador de transcripcion
CG14164 - Dominio de unién a anti-codén CG6709 - Dominio de polimerizacion de tubulina
CG14208 Tyler Transporte transmembranal mitocondria CG14209 Shawn Transporte transmembranal mitocondria
CG14933 - Dominio de inhibidor de proteasa (Ser) CG42486 - Dominio de inhibidor de proteasa (Ser)
CG14987 Gustatory receptor 64d Percepcion sensorial (azlcares) CG32258 Gustatory receptor 64e Percepcion sensorial (azlcares)

CG15465 CG44835 rugose unioén a proteina cinasa A
CG15717 - Oxidoreductasa CG4330 Major Facilitator Transporter Transportador transmembranal
CG1669 KpB-Ras GTPasa CG30503 - Catabolismo de lipidos
CG16944 stress-sensitive B Muchas cosas... CG1683 Nucleotide translocase 2 Antiportador ATP/ADP
CG17139 - Canal (porina) CG17140 - Canal (porina)

CG17159 - - CG17162 - -

CG17197 - Palmitoil-transferasa de cisteina CG17198 - Palmitoil-transferasa de cisteina
CG17226 Odorant receptor 59¢ Familia de quimioreceptores CG3569 Odorant receptor 59b Familia de quimioreceptores
CG17767 Tim9b Translocasa, membrana interna CG12788 - Dominio de asociacién a la cromatina
CG17770 - Unién de calcio CG17769 Androcam De la familia de miosina y calmodulina
CG17867 Odorant receptor 10a Percepcién sensorial (olfativo) CG32664 Gustatory receptor 10a Percepcion sensorial (gustativo)
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CG18065 - - CG13430 - Endopeptidasa de serina
CG18066 Cuticular protein 57A Estructura de quitina CG30150 Odorant-binding protein 57d Percepcion sensorial (a feromonas)
CG18170 - - CG33791 - Oxoglutarato deshidrogenasa mitocondria
CG2217 - - CG42740 - -

CG30073 Odorant-binding protein 50b Percepcion sensorial CG30072 Odorant-binding protein 50c Percepcion sensorial (a feromonas)
CG30080 - - CG42662 - -

CG30273 - Factor de necrosis alfa en LPS CG30269 - Factor de necrosis alfa en LPS
CG30363 comas sola Espermatogénesis CG30366 swift-tuttle Espermatogénesis
CG30364 hug-bell Espermatogénesis CG30365 spacewatch Espermatogénesis
CG30479 - - CG30480 - -

CG30481 mitochondrial ribosomal L53 Proteina ribosoma mitocondria CG33155 - Hematopoiesis de linfa en larva
CG30497 - - CG45093 - -

CG31358 - Familia de Estomatina CG42504 - -

CG31358 - Familia de Estomatina CG42505 - -

CG31381 - Dimetil-alil-trasnferasa de tRNA CG11089 - Involucrada en curacién de heridas
CG31542 - - CG34277 - -

CG31975 - Transferencia de fosforo CG31976 - Posible dominio de unién a lipidos
CG32152 - Metil-transferasa de arginina CG5151 - -

CG32257 Gustatory receptor 64b Percepcion sensorial (gustativo, azlcares) CG32256 Gustatory receptor 64c Percepcion sensorial (gustativo, azlcares)
CG32270 - Actividad de serina endopeptidasa CG32269 - Actividad de serina endopeptidasa
CG32298 - - €G32299 - -

CG32388 - - CG43439 - -

CG32736 - - CG42308 - -

CG33057 - Splicing de tRNA CG7163 monkey king protein Nucleotidil transferasa
CG33096 - a/p hidrolasa de membrana CG33095 - -

CG33105 p24-related-2 Transportador de membrana CG31332 - Componente de nucleoplasma
CG33182 Kdm4B Desmetilasa de histona CG32904 sequoia Morfogénesis cerebral
CG33182 Kdm4B Desmetilasa de histona CG17724 - -

CG33261 Trithorax-like Compensacién de dosis CG42507 - -

CG33348 Chemosensory protein B 42a Regulador de canales CG33349 pickpocket 25 Canal de sodio, respuesta a feromonas
CG33649 - tRNA amidotransferasa CG33650 DNA polymerase y 35kD Replicacién

CG33670 Stargazing-like regulador de canal neuronal CG11566 - -
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CG33672 - - CG33671 - Metabolismo de mevalonato
CG33677 Like Sm protein 4 Splicecosoma mRNA alternativo CG17768 - Unién a snRNA

CG33714 SLIRP1 Unién a miRNA CG33713 - Union a fati-acil CoA
CG33718 Pmi Esencial para mitocondria CG33717 Peptidoglycan recognition LD N-acetylmuramoil-L-alanina amidasa
CG33722 - - CG18749 - co-factor en reacciones de reduccién
CG33747 primo-2 Fosfatasa de proteinas (tirosina) CG33748 primo-1 Fosfatasa de proteinas (tirosina)
CG33756 Gonadal Oogénesis y espermatogénesis CG33755 gdI-ORF39 Espermatogénesis

CG33785 - Dirige a la pol 1II CG33786 - Regulacién de traduccién
CG33931 Rpp20 Procesamiento de tRNA CG33932 - Transmembrane Fragile-X-F (enfermedad)
CG33933 Indy2 Transportador piruvato y citrato CG33934 - Transportador de sodio
CG33935 mei-217 Recombinacion meiotica CG8923 meiotic 218 Recombinacién meiotica
CG33981 - Regulacion del ciclo celular CG6355 fab1 kinase Fosfatasa en endocitosis y sefializacion
CG33995 - - CG44000 - -

CG34058 pickpocket 11 Canal de Na, respuesta a feromonas CG34059 pickpocket 16 Canal de Na, respuesta a feromonas
CG34106 - - CG12621 beat-Illa Involucrado en adhesién celular
CG34131 Muted Biogénesis de lisosoma CG7071 - Factor de ensamblaje de ER, ATPasa
CG34140 - Sintesis de Pseudouridina CG34099 MAP kinase phosphatase Fosfatasa de MAP cinasa
CG34177 - CG34178 - -

CG34179 - - CG9131 slowmo Dif. oocitos, espermatogénesis, peristalsis
CG34235 - - CG30058 -

CG34235 - - CG34312 - -

CG34313 - - CG31743 - Sulfotransferasa de carbohidratos
CG34314 SWIM domain containing Recombinacion homdéloga DSB CG3240 Radiation insensitive 1 Checkpoint de ciclo celular
CG34315 - - CG4088 latheo Reconocimiento de origen en replicacion
CG34317 - Ribonucleasa de tRNA CG7950 - Dominio CHCH

CG34440 lemming A Regulador de ciclo celular CG34441 lemming B Dominio similar a dedo de Zn
CG3481 Adh Alcohol-deshidrogenasa CG3484 Adh-related Actlia como NAD

CG3849 lasp Ensamblaje de musculo CG43954 - -

CG3874 fringe connection Transporte de azlcares CG32174 - Biosintesis de ubiquinona
CG42245 - - CG1244 MEP-1 Reg negativa de transcripcion
CG42303 snup Unién a snRNA CG42304 - -

CG42305 - - CG17325 - -
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CG42306 - - CG5469 GDI interacting protein 3 Dominio de ubiquitina
CG42307 - - CG8601 mutagen-sensitive 312 Reparacion, recombinacion, replicacion
CG42350 Modigliani Capping del telomero CG44890 Trimethylguanosine synthase Metil-transferasa en capping
CG42353 - - CG42354 - -

CG42362 - - CG42363 - -

CG42362 - - CG42690 - -

CG42371 - - CG15386 - -

CG42372 - NADH deshidrogenasa CG30100 - Factor de liberacién en traduccion
CG42373 Dmp8 Componente de TFIIH CG31917 Dmp18 ;Componente de Tip60?
CG42374 - Subunidad de complejo SOSS-C CG9666 - DNA metil-transferasa
CG42374 3 Subunidad de complejo SOSS-C €G45081 ) )

CG42375 - Dominio de citocromo oxidasa CG9288 - Dominio de proteinas H cora glicina
CG42381 - Dominio hairpin de cisteina CG9865 Phosphatidylinositol glycan Manosil transferasa

CG42381 - Dominio hairpin de cisteina CG42379 - -

CG42381 - Dominio hairpin de cisteina CG42380 - Ubiquinona de NADH deshidrogenasa
CG42384 tarsal-less 1A Organizador de actina CG42385 - Morfogénesis de epitelio, regula actina
CG42384 tarsal-less 1A Organizador de actina CG42386 - Morfogénesis de epitelio, regula actina
CG42384 tarsal-less 1A Organizador de actina CG42387 - Morfogénesis de epitelio, regula actina
CG4241 att-ORFA Transportador en defensa CG33488 att-ORFB -

CG42455 - - CG11989 variable nurse cells Alfa-N-Acetiltransferasa de péptidos
CG42456 - Biosintesis de manosa CG12016 - Ribosil nicotinamida (vit B3) cinasa
CG42487 - - CG4884 - Dominio de unién a RNA
CG42488 - - CG5116 - GTP trifosfato hidrolasa
CG42496 - Dominio de citocromo oxidasa CG30290 PPCDC Flovoproteina (FAD)
CG42497 - - CG9878 Translocase of inner mem 10 Importante en respuesta inmune
CG42498 - Familia CTAG/Pcc1 CG14550 - Sintesis de GPI

CG42502 - - CG10570 - Inhibicion lateral (desarrollo)
CG42503 - - CG10238 Molybdenum cofactor 2 Actividad de sintasa de molibdeno
CG42511 - Ensamblaje de cilio CG8135 - Similar a proteina de membrana
CG42512 - - CG32573 - -

CG42516 - Parte de TFIIIC CG42515 PSEA-binding protein 49kD Complejo de activacién de snRNA
CG42517 Med9 Componente del mediador CG42518 - Componente del mediador
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CG42557 - - CG42558 - -

CG42559 - - CG42560 - -

CG42567 Dnal-like-60 Espermatogénesis CG42568 - -

CG42599 PFTAIRE-interacting 1A Union a ADN en transcripcion CG33720 PFTAIRE-interacting 1B Unién a proteinas en transcripcion
CG42630 Ccdc56 Esencial para mitocondria CG42631 Mitochondrial Factor B1 Metil-transferasa de rRNA
CG42634 - - CG42635 - R

CG42660 - - CG16991 Tetraspanin 66A Proteina de membrana
CG42660 - - CG42661 - R

CG42726 - Dedo de Zn CG42727 - Metil-transferasa S-adenosil-L-metionina
CG42730 B9d2 Funcién en transicion ciliar CG42731 tectonic Via de regulacién de hedhehog
CG42734 Ankyrin 2 Citoesqueleto de cerebro CG44195 - _

CG42837 - Regulador de transporte axonal CG44243 - lipoil-transferasa
CG43194 - - CG43210 - -

CG43195 - - CG43195 - -

CG43200 - - CG43172 - -

CG43200 - - CG46305 -

CG43201 - - CG43171 - -

CG43201 - - CG43178 - * Sefial de localizacion nuclear*
CG43325 - - CG43326 - -

CG43327 - - CG43328 - R

CG43345 - Dominio de fosfolipasa CG43346 - -

CG43355 - - CG4922 spalt-adjacent Importante en la gastrulacion
CG43397 - - CG12902 - -

CG43675 - - CG45050 - Dedo de Zn

CG43731 - - CG17344 - R

CG43732 - - CG42613 - Receptor de lipoproteina de baja densidad
CG43739 - - CG9339 skywalker RAB GTPase proteina activadora
CG43775 - - CG43776 - -

CG43775 - - CG43777 - -

CG43780 - - CG43781 - R

CG43816 - - CG13245 - -

CG43999 - Familia de OPA3 CG43998 - Familia de OPA3
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CG44194 - Cadena respiratoria mitocondria CG17327 - Aminoacil-tRNA sintetasa
CG44434 - - CG44435 - -

CG4456 Hsp67Bb Respuesta a choque térmico CG4460 Heat shock protein 22 Respuesta a choque térmico
CG4468 Xport Chaperona en foto-transduccion CG42508 - -

CG45064 - - CG45065 - Glucosa-metanol-colina oxidoreductasa
CG45068 - GPI-manosil transferasa CG45069 - -

CG45075 - - CG45074 Kruppel homolog 1 regulador de transcripcion, cerebral
CG45084 - - CG4824 Bicaudal C Prot de unién a mRNA en desarrollo
CG45085 - - CG8026 - Transportador de ac folico
CG45086 - - CG17759 G protein a q subunit Proteina G heterotrimérica
CG45087 - - CG17725 PEP carboxykinase Gluconeogénesis

CG45088 - - CG6191 - Regulacién de ciclo celular, fagocitosis
CG45089 - - CG18624 NADH dehydrogenase MNLL NADH a ubiquinona en mitocondra
CG45091 Sarcolamban A Regulacién del musculo cardiaco CG45091 Sarcolamban B Regulacién del musculo cardiaco
CG45092 - - CG3409 - Transportador de ac monocarboxilico
CG45099 - - CG6015 - Splicing de mRNA

CG45100 - - CG2128 Histone deacetylase 3 Desacetilasa de histonas
CG45101 - - CG7869 Supp of Under-Replication Organiza cromatina, papel en replicacion
CG4542 xiantuan Glucosil transferasa CG4547 Ataxin 1 Asociado a gen en ataxia humana
CG46244 - - CG10443 Leukocyte-antigen-related-like Formacion de axones en embrion
CG4975 - - CG4984 - Componente de membrana (claudina)
CG5189 - - CG30120 - -

CG5317 Rpl7-like Proteina ribosomal CG34164 - -

CG6294 - Zn metalopeptidasa CG6299 - Transportador de glicolipidos
CG6715 KP78a Serina-Treonina cinasa CG17216 KP78b Serina-Treonina cinasa

CG6726 - Aminoacilasa CG17110 - Aminoacilasa

CG6783 Fabp Transportador unién a 4c. graso CG6782 scheggia Transportador de citrato en mitocondria
CG6813 - Factor de trancripcion, dedo Zn CG6808 - Factor de trancripcion, dedo de Zn
CG7215 - Dominio de ubiquitina CG7217 Peroxiredoxin 5 Oxidoreductasa en homeostasis
CG7938 Serendipity B Factor de transcripcion, dedo Zn CG17957 Serendipity a Unién de actina, formacion actinomiosina
CG7964 Menl-1 Metabolismo de malato CG7969 Malic enzyme like-2 Metabolismo de malato
CG8788 - - CG44286 - -
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Recombinacién meiotica CG33935 meiotic 217 Recombinacién meiotica
Endopeptidasa espermatogénesis CG30461 - -
- CG9133 - -
Homeostasis/Sinapsis CG9960 - Metil-transferasa
- CG1220 Kaz1-ORFB Inhibidor de endopeptidasa de serina
CG43736 - Motivos ricos en YVTN
CG43743 Glutamate receptor IB Receptor de glutamato ionotropico
CG43745 Myosuppressin receptor 2 Receptor de Miosupresina
CG43759 - Responsable de agresion en machos
CG43770 Sex lethal Determinacién sexual
CG43934 Hr4 Responde a Ecdisona
CG34360 - regulador de transcripcion
CG46149 Fatty acid transport protein Proteina de membrana
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INTRODUCTION

Abstract

Alternatives to the cap mechanism in translation are often used by viruses and
cells to allow them to synthesize proteins in events of stress and viral infection.
In Drosophila there are hundreds of polycistronic messenger RNA (mRNA), and
various mechanisms are known to achieve this. However, proteins in a same
mRNA often work in the same cellular mechanism, this is not the case for
Drosophila’s Swc6/p18™™¢" homolog Dmp18, part of the SWR1 chromatin
remodeling complex, who is encoded in a bicistronic mRNA next to Dmp8
(Dmp8-Dmpl8 transcript), a structural component of transcription factor
TFITH. The organization of these two genes as a bicistron is conserved in all
arthropods, however the length of the intercistronic sequence varies from more
than 90 to 2 bases, suggesting an unusual translation mechanism for the second
open reading frame. We found that even though translation of Dmp18 occurs
independently from that of Dmp8, it is necessary for Dmpl8 to be in that
conformation to allow its correct translation during cellular stress caused by
damage via heat-shock and UV radiation.

KEYWORDS
bicistron mRNA, Drosophila, stress, TFIIH, translation

they reside, and the mechanisms by which they achieve
this are fairly well understood.**°

Many advances have been made in recent years to
understand translation mechanisms in eukaryotic cells.
Since translation is the most energetically expensive
process in the cell, having many ways to regulate the
synthesis of a given protein helps to avoid a waste of
energy."” Failure to regulate translation often results in
diseases such as cancer.”* These regulatory mechanisms
vary from simple ones such as adjusting messenger
stability through the size of the poly(A) tail*> and
alternative codon usage to regulate transfer RNA affinity
for the ribosome.>” It is known that viruses use
polycistronic arrays to improve the efficiency of their
proteins’ translation at the expense of the host in which

Currently, the existence of several polycistronic
messenger RNA (mRNA) has been identified in a series
of eukaryotic organisms, including Drosophila, that has
approximately 407 genes in this configuration.'>'?
Several mechanisms have been described to achieve
polycistronic translation in viruses, and now it is clear
that the cellular machinery also takes advantage of these
noncanonical methods of translation. For instance,
various forms of leaky scanning mechanisms often
involve bypassing of a first nonfavorable AUG to produce
at least two proteins with a shared C-terminus.'® Another
mechanism used by both viruses and eukaryotic cells is
stop codon readthrough, which involves reinitiation of
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the translation machinery resulting in a second protein
with extra amino acids that are later removed by
endopeptidases, encoded by viral or cellular genomes.**
A well understood method to achieve polycistronic
translation involves recruitment of the translation
machinery internally to sites in the mRNA other than
the 5’-capped end. Such mechanisms are designated
internal ribosome entry sites (IRES) and are widely used
by viruses to recruit ribosomes to their mRNAs.'® Intense
studies on a variety of IRES behaviors revealed that
alternative ribosome recruitment displays great versati-
lity."* For instance, it is known that several proteins of
the translation initiation complex participate in achieving
translation initiation at the 5’-untranslated region (UTR)
of the mRNA,>'® at the intercistronic region,'® or even at
the 3’-UTR."

One of the polycistronic arrays present in the fly
genome is the Dmp8 and Dmpl8 bicistronic mRNA."®
This bicistronic messenger comprises Dmp8, which is a
structural part of the core complex of transcription factor
IT (TFIIH), that has an important role not only in DNA
transcription, but also in the DNA damage response to
UV radiation,'® whereas Dmpl8 is a homolog of Swc6/
p18Ha™et 3 component of the chromatin remodeling
complex SWR1 responsible for histone H2A.Z variant
deposition in nucleosomes that are involved in DNA
repair, somatic recombination, and meiosis and was also
found to participate in the p38 repair response to
different stress conditions.”** Even though both,
Dmp8 and Dmpl8, seem to partake in DNA repair and
that a physical and genetic interaction has been proven
between them, the molecular function of this interaction
remains unknown. Furthermore, this bicistronic config-
uration is maintained in all of the Arthropoda phylum,
but not in other organisms, although they have the genes
that code for both proteins.'®

Our previous work with this bicistronic messenger in
Drosophila focused on demonstrating a functional inter-
action between its two products. We provided evidence
that Dmp18 translation can occur independently from
that of Dmp8, since we found that in a mutant fly with a
transposon inserted in the Dmp8 coding region, there
was a truncated nonfunctional transcript for Dmp8 but
Dmp18 translation remained unaffected.'® This led us to
the belief that both proteins can achieve translation
independently from each other, especially because
throughout the whole Drosophila development, only
one transcript of this bicistronic messenger is present.'®
This is fairly unusual for proteins encoded within the
same mRNA.

In this study, we aimed at understanding why Dmp8
and Dmpl8 are conserved in a bicistronic configuration
in the Arthropoda phylum. Are there any advantages for

either protein to maintain this genomic configuration?
We demonstrated that the translation of both is indeed
independent from each other, and we shed some light as
to why this configuration succeeded in Arthropoda, since
without it, Dmp18 would not be able to be translated in
response to cellular stress.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Fly strains

Fly stocks were maintained at 25°C on standard food.
Oregon was used as the wild-type strain.

2.2 | Antibodies

Antibodies against Dmp8 and Dmpl8 reported in
Herrera-Cruz et al'® were used. Monoclonal antibodies
against f-tubulin (E7) and actin (JLA20) were obtained
from the Developmental Studies Hybridoma Bank.

2.3 | Transcription/translation assays

Complete Dmp8-Dmp18 cDNA and variant construc-
tions were cloned in the pBluescript II KS(+) vector
with the selected oligonucleotides with the NotI, Sall
sites (see Supporting Information Table 1). Each
construction was used in the one-step in vitro transcrip-
tion and translation TNT system (Promega, Fitchburg,
WI) in the presence of [**S]-methionine, according to
the product protocol and later separated in an sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis fol-
lowed by autoradiography detection.

2.4 | Protein detection

Proteins from the selected developmental stage were
obtained with the TRIZOL reagent (Invitrogen, Merelbeke,
Belgium) according to the product protocol, separated in
an sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophor-
esis and analyzed by immunoblotting using standard
procedures. Immunodetection with the corresponding
antibodies: rabbit polyclonal anti-Dmp8 (1:1000), rabbit
polyclonal anti-Dmp18 (1:1000), mouse monoclonal anti-
B-tubulin (1:3000), and mouse monoclonal anti-actin
(1:3000). Secondary antibodies with horseradish perox-
idase allowed autoradiography.

2.5 | Cell culture and transfection

assays

Drosophila S2R+ cell were maintained at 25°C in Schneider
culture medium supplemented with antibiotics, and 10%
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fetal bovine serum. A modification to the pAc5.1/V5-His A
vector was performed with oligonucleotides to change its
polylinker. Reporter vectors were performed by adding
firefly luciferase with and without its start codon, and
Renilla luciferase (Supporting Information Figure 2).
Different constructions were added between Sacll and
EcoRI sites in the vector with firefly luciferase without its
ATG (see Supporting Information Table 1); S2R+ cells were
independently transfected with each of the constructions
for transient expression by means of calcium phosphate as
indicated in the protocol of the cells (Invitrogen catalog no.
R690-07 version F; Invitrogen). After 48 hours, the cells
were harvested and treated with the Dual-Glo Luciferase
Assay System according to the product protocol (Promega),
and the activity was measured in a Monolight 3010
Luminometer (BD Biosciences, San Jose, CA).

2,6 |

Wild-type larvae were exposed to heat-shock (HS) at 42°C
for 1 hour, 200 J/m? of UV radiation in a UV Stratalinker
2400 (LA JOLLA, CA), or with no stimuli, and protein
extracts were obtained after 1 hour of the stimuli.

In the cell transfections, the selected constructions
were individually transfected in 35X 10 mm cell culture
plates, and individually subjected to either 1 hour HS at
36°C, or 5J/m? of UV radiation. Samples were taken
prior the stimuli, immediately after and then samples
taken each hour for 3 hours.

Stress response experiments

3 | RESULTS

3.1 | The intercistronic sequence
present in the Dmp8/Dmp18 bicistron in
the Arthropoda phylum is not conserved
between species

Since the bicistronic Dmp8/Dmp18 gene organization is
present in all of the sequenced genomes of the
Arthropoda phylum and both CDS are very well
conserved,'® we first decided to analyze if its intercis-
tronic region contains a signature or conserved motif, in
an attempt to identify a possible regulatory element in it.
We performed a sequence alignment of these intercis-
tronic regions using multiple sequence alignment with
MUSCLE (MUltiple Sequence Comparison by Log-
Expectation)®® (Figure 1) in which we found that not
only is the difference in size more clearly visualized
(varying from 2 to 92 nucleotide [nt]) but there is also no
sign of a motif or conserved sequence in them. An
interesting aspect to take into account is that, in general,
the intercistronic sequence is A/T rich, as is the final
coding region of Dmp8. If we assume that in all these
arthropods both proteins are translated from this
bicistronic messenger, then this result suggests that the
translation of the second open reading frame (ORF) does
not require the intercistronic region, even though the
bicistronic configuration has been maintained during the
arthropod evolution. However, species-specific regulation
is possible.

FIGURE 1 Dmp8-Dmpl8 intercistronic regions do not show a defined length, consensus sequence, or motif. A sequence alignment of
the intercistronic regions of all sequenced members of the Arthropoda phylum, that goes from 2 to 92 nucleotide in length, shows no

consensus sequence or a specific motif. MUSCLE ** was used to perform the alignment. Shown in a blue scale is the sequence identity

conservation, indicating that the only conserved sequences belong to the portions corresponding to Dmp8 and Dmp18 open reading frames
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3.2 | Dmp8/Dmpl8 bicistronic mRNA
allows both proteins to be translated

To understand both proteins’ translation mechanism,
first we needed to assess if both of them were indeed
translated in the fly throughout its whole lifespan. To do
that, we analyzed their presence with whole protein
extracts of each of the developmental stages of
the Drosophila fly, spanning from: early embryo (0 to
3 hours), late embryo (3 to 21 hours), the three stages of
larval development, then pupae and pharate, to culmi-
nate with the adult form (Figure 2A). We found that even
though the amount of expressed protein apparently
varies, both proteins are present in each of the develop-
mental stages analyzed, supporting the idea that both
proteins are simultaneously translated from the same
transcript. The presence of both products during the fly
development was not surprising since both proteins are
part of canonical homeostatic mechanisms.

Based on this observation and since previous work
showed there is only one mRNA spanning the whole
developmental process,'® we decided to determine if this
bicistronic mRNA was enough for the cell to produce both
protein products. To do that, we cloned the bicistronic
coding region spanning from the complete 5-UTR to the
end of the Dmpl8 3’-UTR into pBluescript II KS(+), to
perform in vitro coupled transcription and translation

assays. We checked that only one transcript was being
produced in the system (Supporting Information Figure 1).
As a positive control, we used plasmid constructions in
which separated Dmp8 and Dmp18 mRNAs were cloned in
the pGADT7 AD vector that adds a tag and therefore makes
the protein heavier (data not shown) and allows efficient in
vitro translation using the vector elements for translation
(Figure 2B, constructions 2 and 3). We found that both
ORFs were able to translate on their own and that the
bicistronic mRNA was capable of producing both proteins
(Figure 2B, construction 4). It is interesting to notice that in
the in vitro conditions, Dmp18 apparently is less efficiently
translated than Dmp8. However, we have to take into
account that part of this difference in the detection of the
two proteins could be related to the fact that the proteins
are detected by the incorporation of *>S-methionine and
Dmp18 has two methionine residues compared with Dmp8
that has four. Then we performed a time kinetics
experiment that showed that both proteins could be
detected as early as 20 minutes in the translation reaction,
and earlier times only show the presence of Dmp8
(Figure 2C), as far as the sensitivity that this method allows
us to visualize. Altogether, these results show that in vitro,
Dmp8 and Dmp18 are translated from the same transcript
and that all of the sequences necessary for their translation
are present in their bicistronic mRNA.

FIGURE 2 Dmp8 and Dmpl8 are translated from the same messenger RNA (mRNA) and are present throughout Drosophila
development. A, Western blot analysis shows that Dmp8 and Dmp18 are present through all fly developmental stages, from embryo to adult.

B-Tubulin was used as loading control for the total protein extracts. B, In vitro coupled transcription and translation of constructs of both

proteins with a tag revealed their correct translation (lanes 2 and 3). Also shown is a construction spanning the whole bicistronic mRNA
including its 5’-UTR, the intercistronic region is indicated in red, and Dmp18 Kozak sequence represented by a red rectangle (lane 4). All
mRNAs include 21 additional nucleotide from the expression vector used. C, Time kinetics depicting the apparition of both proteins of the
bicistronic messenger; at early times only Dmp8 is visible, but both proteins appear at the 20 minutes mark
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FIGURE 3 The distance between Dmp8 and Dmp18 affects translation of the second cistron. In vitro coupled transcription/translation
was performed to analyze Dmp18 translation efficiency when its 5’-upstream sequences were changed. Lane 3 shows both proteins of the
bicistronic array translated from the bicistronic messenger with Dmp8 (orange rectangle) and Dmp18 (blue rectangle), including its

5’-untranslated region (UTR), its intercistronic region (red line) with Dmp18 Kozak sequence (red rectangle). Lane 4 shows that Dmp18 is

able to translate when only 110 nucleotide (nt) of Dmp8 are present, but when the intercistronic region in not present, Dmp18 translation is

ablated. In lane 6 we can see that Dmp18 is able to translate with only the 5’-UTR region of the expression vector, and that this translation
appears to be enhanced when its Kozak sequence is reconstituted (lane 7). In lane 8 we can see that when only the Kozak sequence is
present between the two open reading frames, translation of Dmp18 is unable to proceed. All messenger RNAs also include 21 nt added from

the expression vector

3.3 | The context of what lies upstream
of Dmp18 dictates its translation

Since the Dmp8-Dmp18 bicistronic mRNA was able to
translate the two ORFs in vitro, we decided to search for
elements that could be important for Dmp18 translation
within the same mRNA. To achieve this we generated a
series of constructions that may alter Dmp18 translation
(Figure 3) and compared them with the construction that
spans the whole bicistronic region. Since a mutant fly
generated by the insertion of a transposon in the Dmp8
coding region resulted in a truncated Dmp8 coding
region, but still translated Dmp18,'®* we generated a
construction emulating the Dmp8 part that would remain
in the transcript after the insertion of the transposon
(Figure 3, construction 4). We found that indeed a
transcript that contains the final 110nt of the Dmp8
coding region was sufficient to allow Dmp18 translation
(Figure 3, construction 4).

Since there is no sequence homology in the
intercistronic region of all sequenced Arthropoda
(Figure 1), and some organisms have a region as short
as 2 nt, we assumed that this region was not relevant for
Dmpl8 translation, so we made a construction that
lacked Drosophila”s intercistronic region. Note that this
means that its Kozak sequence was obliterated, leaving
only 6 nt of the restriction enzyme used between Dmp8’s
stop codon and Dmp18’s ATG (Figure 3, construction 5).
Interestingly, in this configuration, Dmp1l8 translation
was clearly reduced, may be because of some kind of
steric impediment of termination vs initiation com-
plexes, since both coding regions were too close to each

other and earlier experiments show that Dmp8 is
translated first, or it may be due to Dmpl8’s Kozak
sequence absence despite that it maintains its ATG
codon. Intriguingly, a construction in which we
removed the intercistronic sequence still affected
Dmp18 translation, even when the Dmp18 Kozak region
was restored (Figure 3, construction 8). This result
suggests that the proximity of the first ORF affects the
translation efficiency of Dmp18 in vitro, and this is in
agreement with the fact that Dmp8 gets translated first.
This was unexpected since some arthropods have a very
short intercistronic sequence between both ORFs.
Then, we tested if Dmp18 was able to be translated on
its own with only the 21 nt in its 5’-UTR transcribed next
to it in the vector used, but nothing of the bicistronic
array (Figure 3, construction 6), and in this case, we
could still observe translation at low levels. As expected,
its translation was substantially improved when its Kozak
region was added (Figure 3, construction 7). Finally, we
tested whether adding the 5'-UTR region of Dmp8 and
the Dmp18 Kozak region (Figure 3, construction 9) were
also sufficient for Dmp18 translation, and it seems that as
long as it has its Kozak sequence, Dmp18 is capable of
being translated independently of the 5’-UTR sequence.
The in vitro translation experiments performed up to this
point allowed us to determine that both ORFs can be
translated from the same bicistronic transcript and gave us
an initial approximation of the sequence requirements for
the second ORF translation. However, these experiments
were not quantitative and were conducted in a heterologous
system. Therefore, for our next experiments, we performed
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FIGURE 4
and the first four amino acids of Dmp18 was tested in S2R* Drosophila cell line transfection assays. The activity of the FLuc reporter

In vivo translation efficiency of luciferase reporter constructs. A fusion between firefly luciferase (FLuc, green rectangle)

revealed that translation of the fusion construct bearing Dmp18 (blue rectangle) with its Kozak sequence (red rectangle) next to Dmp8
(orange rectangle), and its whole intercistronic region (red line) is comparable to that of FLuc alone (lanes 4 and 2, respectively). When only
110 nucleotide (nt) of Dmp8 are present, translation of the second cistron is also achieved (lane 5), but it is impaired when the whole
intercistronic sequence is removed (lane 6), and is not restored by the presence of the Kozak sequence (lane 7), even though the Kozak
sequence alone drives translation of a monocistronic construction (lane 8). The addition of a sequence forming a stem-loop near the 5’-end
of the messenger (lane 9) does not affect translation of the fusion reporter. The intercistronic sequence corresponding to another arthropod
(purple box), Pediculus humanus, was not able to support translation of the fusion reporter (lane 10). Finally, the 5’-untranslated region
(UTR) sequence next to the Dmp18 Kozak sequence does not affect its translation as a monocistron (lane 11). All messenger RNAs include

85 nt transcribed from the expression vector

transient expression in the Drosophila cell line S2R™, to test
the bicistronic behavior in an endogenous system. We did
this by coupling our constructions to a firefly luciferase
(FLuc) reporter, using Renilla luciferase (RLuc) as a reporter
of transfection efficiency (Figure 4, Supporting Information
Figure 2). For the constructions, we removed the FLuc
translation start site and inserted Dmp18’s first four amino
acids including its Kozak element. We found that in the
Dmp18-FLuc fusion coupled to Dmp8 beginning at its
5’-UTR and including the intercistronic region construction,
which is similar to the bicistronic configuration previously
used, the translation of the luciferase was equivalent to that
of the complete FLuc (Figure 4, construction 4 compared
with construction 3). In this system, the construction with
the last 110 nt of the Dmp8 coding sequence was translated,
although the luciferase activity was slightly reduced, if
compared with the wild-type configuration (Figure 3,
construction 5 compared with construction 4).

Like the in vitro assays, when the intercistronic
sequence was deleted and the Dmp8 ORF was closer to
the Dmpl8 translation initiation codon, the hybrid
Dmpl18-FLuc translation was ablated, even in the
presence of the Kozak region (Figure 4, constructions 6
and 7). The presence of only the Dmp18 Kozak sequence
plus the first four codons preceded by the 85nt 5-UTR
sequence transcribed from the vector used (Figure 4,
construction 8) was enough to allow translation, albeit at

lower levels than the construct containing the intercis-
tronic region and 110 nt of Dmp8 (compare Figure 3,
constructions 8 with 5).

Since Dmp18 is able to be translated without Dmp8
translation, we can rule out leaky scanning and stop
codon readthrough as possible Dmp18 translation me-
chanisms. Therefore, the alternative is that Dmpl8
translation occurs due to the presence of some region
that promotes an alternative translation initiation me-
chanism. To test this idea, we added a stem-loop
structure, which is known to prevent ribosome attach-
ment to the 5-UTR in a cap-dependent context, next to
the 5’-end of the construction, and therefore we expected
to ablate Dmp8 translation in this bicistronic context, and
if there is indeed a separate attachment site for the
translation machinery somewhere before the Dmpl8
translation start site, its translation should not be
affected. The result shown for construction 9 in Figure
4 demonstrates indeed that the addition of a stem-loop
that ablates 5’-end cap-dependent translation** (Support-
ing Information Figure 3) did not affect FLuc translation.

To revise our idea that the intercistronic region is not
important for Dmpl8 translation, we changed the
intercistronic region to that of the lice Pediculus humanus
(Figure 4, construction 10) with a length of 8nt, one
of the shortest reported for this region in arthropods
(Figure 1). Surprisingly, we found that this construction
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was unable to translate the FLuc reporter. This result
further supports the idea that Dmp8 translation interferes
with Dmp18 production when both ORFs are placed
close to each other, in this case 8 nt apart. Finally, when
we used other unrelated sequences, such as the 5-UTR of
the bicistronic messenger with the Dmpl8 Kozak
sequence (Figure 4, construction 11), translation was
the same as that with only the Kozak sequence (compare
with Figure 4, construction 8), reinforcing the idea that
Dmp18 requires its Kozak sequence to translate correctly.
Remarkably, the results obtained in the S2* cells were
similar to the ones obtained using the in vitro translation
system. Cell protein extracts were performed to stablish
the correct expression of Dmp8 in cells transfected with
constructions were Dmp8 was complete (Supporting
Information Figure 3).

3.4 | Bicistronic architecture allows
Dmp18 translation in response to cellular
stress

Since it appears that Dmp18 is capable of translating
correctly on its own, the question arose as to why it has
maintained its bicistronic array next to Dmp8. It is
known that when cells undergo stress from different
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sources, cap-dependent translation is completely ab-
lated.?®> For that reason, proteins that are necessary for
damage repair, among other types of proteins, depend on
cap-independent mechanisms to allow their translation.?
Therefore, the next question was whether Dmpl8 is
maintained in this bicistronic configuration to allow for
its translation in response to stress, since its plant and
human homologs are active during stress response
mechanisms, such as UV radiation and HS.2:?°

To answer this question, we analyzed both proteins in
whole protein extracts from Drosophila wild-type larvae
subjected to 200J/m® UV radiation and 42°C HS
treatments (Figure 5A). We found that in response to
both types of stress, after 45 minutes, Dmp8 was not
detected, but Dmp18 was still present. Since transcription
of the bicistronic messenger was unaffected (Supporting
Information Figure 4) this result suggests that part of the
evolutionary selection to maintain Dmp8 and Dmp18 as a
bicistron in arthropods is due to the role of Dmpl18 in
stress responses.

We next performed time kinetics of the change of
translation of the luciferase reporter in response to
5J/m* UV damage (Figure 5B) and 36°C HS in S2R*
cells transfected with some of the FLuc constructions
shown in Figures 4 and 5C. To analyze the results of

FIGURE 5 The bicistronic configuration is necessary to enable Dmp18 translation under stress response. A, Western blot analysis

shows that following UV and heat-shock (HS) damage to wild-type Drosophila larvae causes Dmp8 translation arrest, but translation of
Dmp18 is still possible. Kinetics of FLuc fusion constructs in comparison to control RLuc following UV (B) and HS (C) damage to transfected
cells reveal that Dmp18 has a spike of translation following the damage stimuli when it is located next to Dmp8 and its intercistronic region,

but not in the presence of its Kozak region alone (black square line). An increase in FLuc activity under the UV stress was observed at 1 hour

of the stimulus for the whole bicistronic construct, both in the presence or absence of a stem-loop at the 5'-end. The increment was

time-dependent since it dropped for both constructions at 2 hours after the stress and reached basal levels at 3 hours. The construction with
the last 110 nucleotide (nt) of Dmp8 showed similar behavior, whereas that with only the Kozak sequence did not show any change upon the
UV stress. The kinetics observed for HS stress was different from the UV response, since FLuc activity gradually increased with time after

the stimulus for the same three constructs, but overall stress response was similar. All messenger RNAs include 85 nt transcribed from the

expression vector. FLuc, firefly luciferase; RLuc, Renilla luciferase
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FIGURE 6 The last portion of Dmp8 open reading frame (ORF) is required for the second cistron translation in response to stress.
A, The fusion reporter is able to translate very efficiently in the presence of the last 27 nucleotide (nt) of Dmp8 ORF (lane 5), the
intercistronic sequence (lane 6), or half of the intercistronic sequence (lane 7). B, In response to UV damage, and (C) heat-shock (HS) stress,
translation stimulation was achieved only in the presence of at least the last 27 nt of Dmp8 ORF. Stimulation was observed also in the

absence of intercistronic region (gray circle line), resulting in a more dramatic change since this construction is unable to translate in basal

conditions. All messenger RNAs include 85 nt transcribed from the expression vector

these experiments, we measured the ratio between FLuc
and the RLuc control activities, considering its initial
translation as 1. The constructions used in this experi-
ment were the ones that emulate the whole bicistronic
mRNA or only the last 110nt from Dmp8 (Figure 4,
constructions 4 and 5, respectively), the one with the
stem-loop structure placed at the 5-end (Figure 4,
construction 9), and the one that only has the Kozak
sequence upstream of the Dmpl18 translation start site
(Figure 4, construction 8). We chose these constructions
because all of them are able to translate in the absence of
stress conditions. We found that constructions with at
least the 110 nt of Dmp8 had an increase in translation in
comparison with the Renilla luciferase control, due to the
fact that it depends on cap translation. This apparent rise
happens in response to both types of stress, but the same
cannot be said for the one with only the Kozak sequence,
since its translation seemed to be unchanged and it
followed the dynamics of the cap-dependent Renilla
luciferase (Figure 5B and 5C).

The results presented suggest that Dmpl8 kept the
bicistronic architecture because some upstream element
allows its increased translation under stress conditions.
Because the construction spanning from 110 nt of Dmp8
is able to result in translation of the Dmp18 (four amino

acids) FLuc fusion protein in response to stress, we
decided to determine the minimal sequence from the
110nt to the Dmpl8 Kozak sequence required for
translation. Therefore, we generated three additional
constructions (Figure 6A), one that included 27nt of
Dmp8 and the intercistronic region (Figure 6A, construc-
tion 5), another one with only the Dmp8/Dmpl8
bicistron intercistronic region (Figure 6A, construction
6), and one with half the intercistronic region, the last
27 nt (Figure 6A, construction 7), and all of them kept the
Dmp18 Kozak sequence. As expected, we found that all
of the constructions were able to be translated under
basal conditions, although the constructions lacking any
Dmp8 sequence translated at slightly lower levels. Next,
we subjected the cells bearing each of the three new
constructions to UV and HS stress treatments and
measured their response (Figure 6B and 6C). In both
types of stimuli, we could see that while they were all
able to translate as under basal conditions, the only one
whose translation response was higher than the control
in response to the damage stimuli was the one still
bearing the last 27 nt of the Dmp8 ORF.

These results suggest that the last 27nt from the
Dmp8 sequence are necessary for Dmp18 translation in
response to damage. To test this, we used under the same
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conditions the construction with only the Dmp18 Kozak
sequence in the intercistronic region (Figure 4, construc-
tion 7). As shown in Figure 4, this construction was not
able to be translated in basal conditions, perhaps because
of the closeness of the translation machinery involved in
Dmp8 termination and the Dmp18 initiation start site.
However, in the presence of UV or HS stress to the cells,
where the cap-dependent translation initiation of Dmp8
is hindered (Figure 6A), Dmp18 translation resulted in an
apparent exacerbated increase in response to the stress
compared to the control (Figure 6B and 6C). This result
confirmed that when the Dmp8 ORF is too close to the
Dmp18 start codon, it interferes with its correct transla-
tion under normal conditions. It also supports a role for
the last part of Dmp8’s CDS in the enhancement of
Dmp18 translation under UV or HS stress.

4 | DISCUSSION

Since the annotation of several animal genomes, the
discovery of genes encoded in different multicistronic
configurations has increased. In most cases, these genes
are organized as bicistrons, and in general the translation
of the second ORF requires the presence of IRES or IRES-
like elements.'"*” We have found that the Dmp8/Dmp18
bicistronic messenger, conserved in the Arthropoda
phylum, is unusual since although there is a sequential
translation of both proteins, the intercistronic region is
dispensable for the translation of the second ORF. This
might explain why the distance and sequence of the
intercistronic region is not conserved in the Arthropoda
phylum. However, our analysis of different reporter
constructs suggests that, at least in Drosophila, an
arrangement of Dmp8 to Dmpl8 is required to allow
for Dmpl18 translation when the cell is under stress
conditions. This makes sense, because as we mentioned
earlier, both proteins are part of complexes that act in
DNA repair mechanisms, and Dmp8 is very important for
general transcription mechanisms as well as repair.*®*
This arrangement ensures that both proteins are always
present in the cell, but they need to respond differently to
stress. When damage arises in the cell, cap-dependent
translation is ablated* to allow for the induction of stress
response mechanisms, and Dmp18 homologs have been
identified as active during various types of DNA
damages.?® In addition, p18™*™° has been found to help
in the recruitment of p53 to target genes in response to
DNA damage.” On the other hand, although Dmp$
participates in the nucleotide excision repair mechanism,
it also has a role as a component of TFIIH in RNA
polymerase II transcription, which is mostly arrested
during stress,"”** which might be explained by its

complete lack of translation immediately after damage
by HS or UV radiation (Figure 5A).

Such a difference in the translation of two proteins in
the same genomic unit is rare, but not unique. In
previous reports, a protein involved in nutritional stress,
the arginine/lysine transporter (cat-1), is only able to
translate in response to starvation that is accompanied by
elF2a activity ablation, allowing for the translation of an
upstream open reading frame and making it possible to
inhibit the formation of a loop structure.*

On the one hand, our results show that in the context
of the bicistron, the intercistronic sequence does not
seem to be important for Dmp18; on the other hand, we
found no translation when Pediculus humanus inter-
cistronic region was present. This intercistronic se-
quence only consists of 8 nt between the Dmp8 stop and
Dmp18 initiation codons, suggesting that this proximity
interferes with ribosome binding, hindering Dmp18
translation (construction 10 in Figure 4). One possibility
to explain this result is that different mechanisms for
the translation of Dmp18 exist, which may explain why
in other organisms this bicistronic configuration is not
present. Another possibility could be that in
P. humanus, Dmpl8 is only translated in response to
stress. In the Arthropoda phylum, the presence of a
second ORF that allows its translation in a cap-
independent manner may be important, and indeed
this is nothing new, since elements that promote
translation initiation in a cap-independent manner are
more common than previously thought.** In addition,
many genes have been found to possess sequences that
enhance their translation.?>* Diverse components of the
translational initiation machinery have been found to be
involved in this initial recognition that allows for a
noncanonical translation initiation, making it more
complex, since there is no typical behavior of translation
regulation. Sometimes, a stem-loop structure can hinder
translation,?* and other times, such secondary structure
is needed for its recognition by translation factors to
allow efficient translation.>® This structure is generally
found in the 5’-UTR'’; however, this seems not to be the
case for the Dmp8-Dmp18 bicistron in Drosophila. Our
results show that at least the last 27 nt coding for the
C-terminal portion of Dmp8 are necessary for Dmp18
translation under stress conditions. This suggests that
this sequence may be recognized by a factor that allows
Dmp18 translation during stress. The Dmp8 amino acids
sequence is highly conserved in all eukaryotes to
maintain its functions, this guaranties the conservation
of its DNA sequence to be the target of a factor that
modulates Dmp18 translation under stress conditions.
Furthermore, even when the intercistronic region is not
conserved throughout arthropods it is intriguing that
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the Dmpl8 Kozak element seems to be very well
conserved, and its sequence is identical to the reported
consensus sequence.>®>’

In a search through all of Drosophila’s bicistronic
messengers (data not shown), we found another
protein array with similar characteristics to the
Dmp8-Dmpl8 bicistronic messenger. This contained
two proteins that did not appear to have a role in the
same mechanism, and both are part of repair mechan-
isms. These proteins are identified with the annotation
symbols CG42374 and CG9666, the first of which
corresponds to a member of the SOSS complex involved
in genomic stability, and double-strand break repair.*®
The second ORF encodes for an N-6 adenine-specific
DNA methyltransferase that has been implicated in
regulation during virulence control.>® This bicistronic
array is conserved in arthropods, as is the case with the
Dmp8-Dmpl8 mRNA, and similarly, even though both
proteins are significantly conserved, its intercistronic
sequence is not (Supporting Information Figure 5).
Both proteins are present in other organisms, but not in
a bicistronic array, like Dmp8 and Dmp18. This is
interesting because it reveals that the mechanism we
found in Dmp8-Dmpl8 bicistronic messenger might
not be an isolated case.

In general, several translation mechanisms that only
arise in the presence of stress have been identified. Some
of them involve a decrease in particular translation
factors activity to allow for translation initiation at a site
different from the canonical AUG.*® There is also the
case of the recently discovered translation regulation
through methylation of adenines in the mRNA, which
allows cells to translate their proteins involved in stress
response pathways.*' As more research is done in this
area, additional alternative translational mechanism
will be understood, and we may be able to use this in
fighting diseases with an etiology involving translation
failure.
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TFIIH localization is highly dynamic during zygotic genome
activation in Drosophila, and its depletion causes

catastrophic mitosis

Grisel Cruz-Becerra, Sarai Valerio-Cabrera, Mandy Juarez, Alyeri Bucio-Mendez and Mario Zurita*

ABSTRACT

In Drosophila, zygotic genome activation occurs in pre-blastoderm
embryos during rapid mitotic divisions. How the transcription
machinery is coordinated to achieve this goal in a very brief time
span is still poorly understood. Transcription factor Il H (TFIIH) is
fundamental for transcription initiation by RNA polymerase |l
(RNAPII). Herein, we show the in vivo dynamics of TFIIH at the
onset of transcription in Drosophila embryos. TFIIH shows an
oscillatory behaviour between the nucleus and cytoplasm. TFIIH
foci are observed from interphase to metaphase, and colocalize with
those for RNAPII phosphorylated at serine 5 (RNAPIIS5P) at
prophase, suggesting that transcription occurs during the first
mitotic phases. Furthermore, embryos with defects in subunits of
either the CAK or the core subcomplexes of TFIIH show catastrophic
mitosis. Although, transcriptome analyses show altered expression of
several maternal genes that participate in mitosis, the global level of
RNAPIIS5P in TFIIH mutant embryos is similar to that in the wild type,
therefore, a direct role for TFIIH in mitosis cannot be ruled out. These
results provide important insights regarding the role of a basal
transcription machinery component when the zygotic genome is
activated.

KEY WORDS: Zygotic genome activation, ZGA, TFIIH, Drosophila,
Transcription

INTRODUCTION

In many organisms, the initial stages of embryonic development
are directed by the action of maternal products deposited in eggs
during oogenesis. Maternal mRNAs encoding factors that are
required for the first developmental stages are eventually degraded,
simultaneously, the expression of zygotic genes occurs in
transcriptional waves (Zurita et al., 2008; Lee et al., 2014). In
Drosophila, after fertilization, the embryo is a syncytium in which
the nucleus undergoes a series of rapid, synchronized mitotic
divisions that consist of only S and M phases (Mazumdar and
Mazumdar, 2002). It has been proposed that the first wave of
zygotic transcription begins at nuclear cycle eight (NC8) (Pritchard
and Schubiger, 1996; De Renzis et al., 2007); however,
transcription of a few zygotic genes prior to NC7 was recently
reported (Ali-Murthy et al., 2013). Therefore, the exact moment of
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zygotic transcription onset at pre-midblastula transition (pre-MBT)
embryos is currently controversial. After NC10, mitotic cycles slow
down, and by NC14, expression of most of the zygotic genome is
activated at the midblastula transition (MBT; Farrell and O’Farrell,
2014).

In Drosophila, zygotic genome activation (ZGA) is mediated by
the transcription factors vielfdltig/Zelda and the GAGA factor
(Staudt et al., 2006; Li et al., 2014; Blythe and Wieschaus, 2016) in
coordination with components of the basal transcription machinery,
that must be recruited to the promoters of genes expressed either at
the pre-MBT or MBT (Satija and Bradley, 2012). At the pre-MBT,
~100 genes are reportedly expressed (Lott et al., 2011), and a recent
study detected unpaused RNA polymerase II (RNAPII) on the
promoters of 77 genes during pre-MBT, probably because these
genes must be transcribed in a very short time span (Chen et al.,
2013). Therefore, analysis of the dynamic factors that activate
transcription is fundamental to understanding the mechanism
of ZGA.

A central component of basal transcription machinery is TFIIH, a
multi-protein complex composed of core [XPB (Hay), XPD, p62
(Tfbl), p52 (Mrn), p44 (Ssll), p34 (Ttb4) and p8 (T{b5) subunits]
and CAK (Cdk7, CycH and MATI subunits) subcomplexes. The
core and CAK subcomplexes form the holo-TFIIH complex, which
participates in transcription mediated by RNAPII (Zurita and Merino,
2003; Compe and Egly, 2012). The XPB and XPD subunits are DNA
helicases/ATPases, while the XPB subunit is also a DNA translocase
required for transcription initiation (Egly and Coin, 2011; Fishburn
etal.,2015). Additionally, phosphorylation of serine residues 5 and 7
of the C-terminal domain (CTD) of the largest RNAPII subunit by
Cdk7 is required for RNAPII promoter escape and recruitment of
mRNA modification and processing factors during transcription
elongation (Hsin and Manley, 2012). In addition, the TFIIH core
subcomplex participates in the nucleotide excision DNA repair
mechanism (Coin et al., 2007), while CAK participates in controlling
the cell cycle as an activating kinase for cyclin-dependent kinase
complexes (reviewed in Schachter and Fisher, 2013).

Furthermore, a transitory complex between the CAK and XPD
subunits has also been identified (Aguilar-Fuentes et al., 2006;
Abdulrahman et al., 2013). In accordance with this interaction, XPD
reportedly regulates Cdk7 localization and negatively modulates its
function during cell cycle regulation in Drosophila embryos (Chen
etal., 2003; Li et al., 2010). However, XPD has been demonstrated
to be a component of the MMXD complex, which is involved in
chromosome segregation in human cells; thus, XPD depletion
produces catastrophic mitosis (Ito et al., 2010). Furthermore, in
Drosophila, XPD physically and genetically interacts with Galla,
the fly homologue of a component of the human MMXD complex,
which when defective also causes catastrophic mitosis during early
embryonic nuclear division (Yeom et al., 2014).
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Therefore, the general transcription factor TFIIH is involved in at
least three fundamental cellular processes: transcription, DNA
repair and cell cycle regulation. Although several studies have
concentrated their efforts on the analysis of TFIIH functions
in vitro and in vivo, fundamental questions remain to be answered,
including whether mutations in other core subunits of TFIIH also
affect mitosis, whether all TFIIH subunits have the same dynamics
during early embryonic development, and how TFIIH subunits
participate in zygotic gene activation. In this work, we have
addressed these questions by analysing the in vivo dynamics of
TFIIH subunits during early mitotic division cycles in fly embryos
as well as the effect of the absence of TFIIH components on the
syncytial blastoderm stage.

RESULTS

TFIIH shows highly dynamic behaviour at transcription onset
in the syncytial blastoderm

We previously reported the localization of the XPB, XPD, Cdk7
and MAT1 TFIIH subunits during early Drosophila embryonic
development (Aguilar-Fuentes et al., 2006). Using immunostaining
analysis, we showed that during the early pre-blastoderm stage,
XPB and XPD were preferentially cytoplasmic. At NC10 some
XPB and XPD signals were detected inside the nucleus, while most
Cdk7 and MAT1 remained cytoplasmic. Furthermore, chromatin

immunoprecipitation (ChIP) experiments indicated that both core
and CAK subunits could be found at some promoters at pre-MBT
embryos (Aguilar-Fuentes et al., 2006). In contrast, a recent report
using a different protocol for embryo immunostaining preparation
revealed Cdk7 in the nucleus at the NC13 and NC14 interphases
(Lietal., 2010).

Based on this information, we decided to refine our previous
analysis of TFIIH dynamics during early embryonic development
and determine the in vivo dynamics of TFIIH during fast mitotic
cycles at the pre-MBT by performing immunostaining and via
tagged fluorescent proteins. p8 is the smallest TFIIH subunit, and
although it does not have enzymatic activity, it has been proposed to
play an important role in the maintenance of steady-state TFIIH
levels in human fibroblasts (Giglia-Mari et al., 2004). Initially, we
studied the dynamics of this protein at pre-MBT embryos when
ZGA takes place. Using immunostaining analysis and confocal
microscopy, we found that at NC10 interphase, p8 was mostly
nuclear. Furthermore, overlapping signals for p8 and chromosomes
were observed (Fig. 1A). Intriguingly, at metaphase, most of the p8
signal was observed surrounding the chromosomes (Fig. 1B,C), and
only slightly overlapped with the DNA and the mitotic spindle
(Fig. 1D). In contrast, the p8 signal did not overlap with the nuclear
envelope (which is not completely disassembled during syncytial
blastoderm mitosis; Foe and Alberts, 1983; Harel et al., 1989), as

Fig. 1. p8 is preferentially nuclear during the mitotic cycles in the syncytial blastoderm embryo. (A) p8 is distributed in the nucleoplasm during
interphase. (B,C) Most p8 (red) surrounds the chromosomes (green), although some p8 colocalizes with the chromosomes at metaphase. (D) At metaphase, p8
surrounds the mitotic structures, and also colocalizes with chromosomes and the mitotic spindle. p8, blue; B-tubulin, red; DNA, green. (E) Immunolocalization
of lamin (green) and p8 (red) in syncytial blastoderm embryos at interphase (left) and mitosis (right) shows that p8 does not overlap with the nuclear
membrane during the nuclear division cycle. M, metaphase; A, anaphase. (F) p8 (red) overlaps with chromosomes (green) at anaphase. Allimages correspond to
projections of z-stacks acquired by confocal microscopy and the NC for each embryo is indicated in the figure. Magnifications relate to objective lens use.
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determined by anti-p§ and anti-Lamin co-immunostaining
(Fig. 1E), indicating that most p8 at metaphase is maintained
inside the nuclear lumen. In addition, the p8 signal still clearly
overlapped with chromosomes at anaphase (Fig. 1F). This
localization of p8 during mitosis has not been reported for any
TFIIH subunits, suggesting that p8 could have different dynamics
than those of other TFIIH components.

In the context of TFIIH, p8 physically interacts with p52, and this
interaction has been reported to be important for TFIIH functions
(Kainov et al., 2008; Cruz-Becerra et al., 2016). We therefore
decided to analyse whether the dynamics of p52 were similar to
those of p8 during syncytial blastoderm mitotic cycles. Although
several very specific anti-p52 antibodies exist for western blot
analysis (Villicana et al., 2013), these do not work well for

immunostaining. Therefore, we generated transgenic flies expressing
recombinant p52 tagged with enhanced yellow fluorescent protein
(EYFP). We previously reported that this EYFP—p52 construct
could rescue several lethal p52 alleles (Cruz-Becerra et al., 2016),
suggesting that this fusion protein is functional. Furthermore, this
result provides confidence that the dynamics of this protein
observed in vivo are similar to those of the wild-type protein. To
visualize the different mitotic cycle phases through chromatin
dynamics, we took advantage of the previously reported transgenic
line in which histone H2Av is fused to red fluorescent protein
(H2Av-RFP) (Schuh et al., 2007). Fig. 2A (also see Movie 1 and
Fig. S1) shows z-stacks projections of confocal images of an embryo
expressing EYFP—p52 and H2Av—RFP. Although some signal was
observed in the cytoplasm at the NC11 interphase, most EYFP—p52

Fig. 2. The core and CAK TFIIH subunits follow similar dynamics during the syncytial blastoderm stage. (A) Visualization of an EYFP-p52/H2Av-RFP
(yellow/red) transgenic pre-MBT embryo during a nuclear division cycle (the time in seconds is shown). The different stages of the mitotic cycle were identified
using H2Av—RFP. Also see Movie 1. (B) Time-lapse analysis of a pre-MBT embryo expressing EYFP—p52 (yellow) and p8—ECFP (cyan) (also see Movies 2 and 3,
and Fig. S1).
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signal overlapped with chromosomes, and intriguingly, EYFP—p52
nuclear foci were clearly observed (Fig. 2A; Movie 1). During early
prophase, the EYFP—p52 signal was reduced in the cytoplasm and
enriched in the nucleus. Furthermore, the number of EYFP—p52
nuclear foci was increased (in general, two to four foci per nucleus
could be observed), and they were more evident at late prophase
(Fig. 2A; Movie 1). The nuclear EYFP—p52 signal was reduced, but
some EYFP—p52 surrounded chromosomes during metaphase and
overlapped with the chromosomes at anaphase. While nuclear
EYFP-—p52 was significantly decreased at telophase, some EYFP—
p52 overlap with the chromosomes was always detectable (Fig. 2A,;
Movie 1; Fig. S1).

Although the p8 chromosomal localization detected by
immunostaining is clearest (Fig. 1), probably due to the tissue being
fixed, the dynamic behaviour observed in vivo for EYFP—p52 was
similar during NC8 to NC12 (Fig. 2), suggesting that these proteins
follow the same dynamics in pre-MBT embryos. To confirm these
results, we next analysed the dynamics of p8 in vivo using transgenic
flies expressing recombinant p8 tagged with enhanced cyan
fluorescent protein (ECFP). We have previously successfully
demonstrated the functionality of the p8—ECFP recombinant
protein by performing rescue experiments in a p&-null
background (Cruz-Becerra et al., 2016). To directly compare the
in vivo dynamics of p8 and p52, we generated flies that
simultaneously expressed EYFP—p52 and p8—ECFP. Fig. 2B (see
also Movie 2) shows the time-lapse sequence of one mitotic cycle in
a pre-MBT embryo expressing both transgenes. We observed
overlap in the signal of these proteins at all nuclear division stages,
indicating highly similar dynamic oscillations between the nucleus
and cytoplasm for these two components of the TFIIH core
subcomplex. Specifically, the nuclear localization of p52 and p8
during mitosis, which has never been described for any TFITH
subunits in any organism, was intriguing.

The p52 subunit of TFIIH is essential for anchoring XPB to the
complex (Jawhari et al., 2002); in addition, its role in modulating the
ATPase activity of XPB has been extensively documented (Coin
et al., 2007; Fregoso et al., 2007). Thus, we reasoned that if the
TFIIH core is assembled during mitosis, XPB would behave
similarly to p8 and p52. In our previous studies, we observed the
exclusion of XPB from mitotic chromosomes in gastrulated
embryos using an antibody against XPB (Aguilar-Fuentes et al.,
2006). We therefore analysed the in vivo dynamics of fluorescently
tagged XPB in syncytial blastoderm embryos, as was done for p8
and p52. XPB-EGFP or XPB-mCherry recombinant proteins
follow dynamics along the mitotic cycle similar to those of p8 and
p52 (Movie 3 and Fig. S2). Therefore, the in vivo results indicate
that these core TFIIH subunits are retained in the nuclear lumen and
suggest colocalization with the chromosomes during mitosis.

As mentioned previously, the holo-TFIIH complex (composed
of the core and CAK subcomplexes) is required for transcription
by RNAPIIL Considering that ZGA occurs during the pre-MBT,
we expected to observe core and CAK colocalization in
transcriptionally active nuclei in pre-MBT embryos (i.e. at the
interphase of NC8 and onwards). However, in addition to the
nuclear localization of TFIIH core subunits during interphase, in
this study, we noted some nuclear localization during mitosis
in pre-MBT embryos (Figs 1 and 2). Thus, we considered the
possibility of nuclear CAK localization during mitosis. To answer
this question, we tested several antibodies against Cdk7, MAT1
and CycH for immunostaining in wild-type embryos (data not
shown, Fig. S3). Intriguingly, CycH, a CAK component whose
localization has not been analysed in pre-MBT embryos, showed

similar dynamics to the core components of TFIIH described in
this study. The CycH signal overlapped with chromosomes
during mitosis, although a significant signal was detected in the
cytoplasm, as expected (Fig. S3). Furthermore, we constructed
flies that expressed a recombinant Cdk7-EGFP protein that
showed the same dynamics as CycH and the core TFIIH subunits
(Fig. S1; Movie 4). This indicates that at least part of both the
core and CAK subunits remain in the nucleus during mitosis, and
partially overlap with the mitotic chromosomes in pre-MBT
embryos.

TFIIH foci are present throughout most of the syncytial
blastoderm mitotic cycle and colocalize with active
transcriptional foci
As indicated previously, EYFP—p52 was observed in granular
structures in the nuclei of syncytial blastoderm embryos. These
nuclear foci could also be visualized in transgenic embryos
expressing XPB-mCherry and XPB-EGFP (Movie 3). The foci
appeared simultaneously in nuclei at the anterior and posterior poles
during interphase and were maintained until early metaphase
(Fig. 3A,C). In addition, the foci located randomly in the nuclear
lumen, with no specific apical or basal positioning. Interestingly,
these EYFP—p52 foci did not overlap with the areas showing highest
chromatin compaction (indicated by the low intensity of the H2Av-
RFP nuclear signal in these regions) (Fig. 3A,C), suggesting that
transcription could take place in these foci. Furthermore, it is known
that in syncytial blastoderm nuclei, the form of RNAPII that is
phosphorylated at serine 5 (RNAPIIS5P) is enriched in two foci
(Seydoux and Dunn, 1997; Chen et al., 2013) that correspond to
histone locus bodies (HLBs; these contain the histone genes that are
organized in several tandem repeats, as well as factors required for
histone mRNA synthesis; Salzler et al., 2013). Histone genes are
transcribed at the S-phase during the pre-MBT (Nizami et al., 2010;
Salzler et al., 2013); thus, these foci could be sites of TFIIH
enrichment. Therefore, by assessing the dynamics of TFIIH foci in
time-lapse experiments, we could potentially visualize spatial and
temporal gene expression in pre-MBT stages. Immunostaining of
EYFP—p52 early syncytial blastoderm embryos using an antibody
against the RNAPIISSP revealed that the signal of active RNAPII
overlapped with some EYFP-p52 foci (Fig. 3B), suggesting that
these nuclear structures are sites of basal transcription machinery
recruitment for the zygotic transcription of the histone genes.
Interestingly, by following the same foci from interphase to late
metaphase in the mitotic nuclei of syncytial blastoderm embryos
(arrows in Fig. 3C) revealed that although histone genes are highly
transcribed at S phase (Guglielmi et al., 2013), the TFIIH foci were
maintained when mitosis was initiated, suggesting that transcription
might overlap with the first stages of mitosis at the pre-MBT.
Furthermore, for the p52 subunit of TFIIH, we observed three or
four foci in some nuclei (Fig. 3A; Movies | and 3); however, the
functions of the additional foci remain to be determined.

Essential role of TFIIH for proper mitosis in pre-MBT stages

The overlapping of the TFIIH signal with chromosomes at
prophase, metaphase and anaphase suggests a possible role for
TFIIH in mitosis in the pre-MBT embryo. The CAK TFIIH
subcomplex plays an important role in controlling the cell cycle
(reviewed in Schachter and Fisher, 2013); mutations in Cdk7 disrupt
mitosis (Larochelle et al., 2007). Furthermore, depletion of XPD in
Drosophila embryos reportedly causes mitotic defects by inducing
Cdk7 localization on mitotic chromosomes (Lee et al., 2010).
Nonetheless, a TFIIH-independent role for the XPD core subunit in
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Fig. 3. TFIIH is enriched at transcribed chromatin in most of the mitotic cycle in the syncytial blastoderm. (A) Nuclei at interphase expressing EYFP—p52
(yellow) and H2Av—RFP (red) recombinant proteins in which TFIIH foci are observed. The plots are scans of both signals in a single confocal plane showing
that regions of TFIIH enrichment are reduced in the H2Av—RFP signal. The lines on the nuclei indicate the scanning track. (B) RNAPII-enriched regions
colocalize with TFIIH foci at the syncytial blastoderm. The plots show the location in a single plane of both signals for the line shown in the left panel. (C) Time-
lapse analysis of TFIIH foci during a replicative cycle. TFIIH (EYFP—-p52) foci (indicated by the arrows) were followed during a replicative cycle using the
H2Av—RFP recombinant protein as a reference for stage. The time-lapse shows nuclei from the beginning of the interphase to metaphase in a syncytial
blastoderm embryo between the NC10 and NC11 replicative cycles. The plots show the location in a single plane of the TFIIH foci. AU, arbitrary units.

chromosome segregation during mitosis has been suggested (Ito
et al., 2010). However, whether core TFIIH subunits other than
XPD participate in mitosis remains unknown. Thus, we analysed the
effects of the absence of core TFIIH subunits on syncytial
blastoderm embryos.

We recently characterized a p8-null allele that shows semi-
lethality, as ~25% of the expected homozygous organisms develop
into adults. Of these adults, the males are sterile, and the females lay
fewer eggs than wild-type flies (Herrera-Cruz et al., 2012).
Importantly, the embryos laid by homozygous p8-null females do
not have maternally deposited p8 and are thus an excellent tool to
analyse the phenotypes produced by the absence of p8 in the early
embryos. As shown in Fig. 4A, in homozygous p8-null females,
although oogenesis could be completed, ~90% of the egg chambers
and laid eggs were smaller than wild type (Fig. 4C); this suggests
transcriptional deficiencies during oogenesis, as we have previously
observed in other organs with TFIIH loss of function (Fregoso et al.,
2007; Villicada et al., 2013). We next analysed the effect of the
absence of p8 in early syncytial blastoderm embryos, which is when
embryos are committed to nuclear division cycles. Intriguingly
~20% of the embryos escape lethality and develop into adults

without apparent phenotype. By staining microtubules and
chromosomes in p§-null embryos, we observed failure to exit
mitosis and mitotic catastrophes with different levels of severity in
~60% of the embryos after NC8 (Fig. 4C—F; Fig. S4A). In p8-null
nuclei at metaphase, the spindle was misaligned and longer than that
in wild-type embryos; furthermore, some metaphase chromosomes
were under-compacted (Fig. 4D), and isolated centrosomes and
chromosomes were observed (Fig. 4D,E). During anaphase, the
localization of histone H3 phosphorylated at serine 10 (H3S10P)
was restricted to the telomeric region of the chromosomes in wild-
type embryos, while in p8-null embryos, the localization of this
mitotic marker was maintained throughout the chromosome bodies,
even at telophase (Fig. 4F). All these defects in mitosis were
supressed in p8-null embryos expressing the p8—ECFP recombinant
protein (Cruz-Becerra et al., 2016).

Importantly, human cells derived from TTDA patients, affected
in the human p8 gene (GTF2H5) have been shown to exhibit
reduced levels of all other TFIIH subunits (Vermeulen et al., 2000;
Giglia-Mari et al., 2004). However, we recently reported that the
absence of p8 in Drosophila testes does not affect the levels of the
other TFIIH subunits (Cruz-Becerra et al., 2016). To determine
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Fig. 4. The absence of functional TFIIH causes catastrophic mitosis in the syncytial blastoderm embryo. (A) Wild-type (wt) and p8-null ovaries, and the
embryos laid, stained with SYTOX Green to visualize the DNA, from wild-type and p8-null mothers. (B) Western blot from total ovaries stained for proteins for
different subunits of TFIIH, components of the basal transcription machinery and p-tubulin as loading control. (C) Penetrance of the small embryo and
catastrophic mitosis phenotypes. (D) Comparison of mitosis between wild-type and p8-null embryos. The mitotic spindle was detected with an anti-p-tubulin
antibody (red); DNA (green) was detected with SYTOX Green. (E) Detection of centrosomes in wild-type and p8-null embryos using a y-tubulin antibody (red) and
DNA (green) with SYTOX Green. (F) Alterations in mitosis cycle timing in p8-null embryos as compared to wild-type organisms as determined by visualizing the
presence of H3 phosphorylated at serine 10 (H3S10P). (G) Upper panel: western blot from p8-null or wild-type embryos to determine the levels of different TFIIH
subunits (including p8) and the RNAPII CTD phosphorylated at serine 5 (RNAPII P-S5). Lower panel: immunostainings of homozygous p8-null or p8-
heterozygous embryos using the anti-p8 antibody. (H) Syncytial blastoderm embryos from heterozygous hay”’°? females and embryos from homozygous hay°?
females stained with the anti-B-tubulin antibody and with SYTOX Green. A desynchronized embryo is presented in the middle, and an magnification showing

catastrophic mitosis in a homozygous hay™? embryo is presented on the right. All the genotypes and antibodies used are indicated in the figure.

whether the catastrophic mitosis observed in syncytial blastoderm
embryos lacking p8 could be an indirect effect of the deficiency
of other TFIIH subunits, we analysed the levels of some core and
CAK subunits in egg chambers and embryos from p§-null flies.
Intriguingly, we did not find a significant reduction in the levels of
the TFIIH components analysed, nor did we find changes in the
levels of other transcription factors or RNAPIIS5P (Fig. 4G).
Therefore, the mitotic catastrophes observed in p8-null embryos
were only due to the absence of p8, suggesting that p§ might have a
role in mitosis.

The question of whether mutations in TFIIH subunits other than
p8 and XPD also affect mitosis in early embryos emerged. Thus, we
analysed the XPB (haywire in fly) mutant allele hay"*’ (Mounkes
etal., 1992; Merino et al., 2002). This allele is also semi-lethal, and
homozygous females having this allele lay few fertilized eggs.

Intriguingly, ~60% of these embryos showed defects in mitosis,
including free centrosomes, incompletely compacted chromosomes
at metaphase and isolated chromosomes not attached to the mitotic
spindle (Fig. 4F). On the other hand, less than 10% of the embryos
from heterozygous hay*’ females presented defects in mitosis.
Because both XPB and p8 are core TFIIH subunits, analysing
whether CAK loss of function also generates embryos with defects
in mitosis was relevant. To achieve this, we constructed flies that
expressed RNAi against the Cdk7 transcript during oogenesis,
thereby generating embryos with reduced levels of this CAK
component (Fig. S4B). These embryos showed mitotic defects,
including aberrant mitotic spindles and isolated chromosomes
(Fig. S4C,D). In summary, altering the XPB and Cdk7 functions in
pre-MBT embryos causes defects in mitosis similar to those
resulting from depleting XPD (Li et al., 2010) or p8 (this study).
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Therefore, deficiency of core and CAK TFIIH subunits in the early
fly embryo catastrophically affects mitosis.

Misregulation of the expression of maternal transcripts
caused by p8 depletion is correlated with the penetrance of
mitotic defects in the early embryo

In addition to the fundamental activity of TFIIH in serine 5
phosphorylation of the CTD of RNAPII, TFIIH is also necessary for
opening the DNA at the transcription initiation site (Kouzine et al.,
2013; Alekseev et al., 2017). Therefore, although wild-type levels
of RNAPIIS5P were observed in p§-null ovaries and early embryos
(Fig. 4B,G), we were intrigued by the possibility that the mitotic
phenotypes observed were caused by transcriptional defects during
oogenesis or in pre-MBT stages. To determine the effect of the
absence of p8 on global transcription, we performed RNA-seq
analysis of individual p8-null (p8~/p8~) and p8-heterozygous (p8*/
p8~) embryos, which show mitotic defects and wild-type
phenotypes, respectively (Fig. SA). Using this strategy, we could
determine whether the mitotic defects in p8-depleted embryos were
associated with the deregulation of maternal transcripts or the

deregulation in genes expressed pre-MBT. p8&-null or p$§-
heterozygous females expressing H2Av—RFP were used to collect
embryos between NC9 and NC10. Then, total RNA from two
heterozygous (Fig. 5A, embryos G and H) and three p&-null
(Fig. 5A, embryos A, B and E) organisms were subjected to single-
embryo transcriptome analyses by following the single-cell protocol
for RNA-seq. These analyses showed genome map rates higher than
90% and identified nearly 8000 different transcripts per embryo and
almost 4000 genes that were differentially regulated between the
wild-type and the mutant embryos (Tables S1-S7).

The correlation analysis of the two control embryo
(p8 heterozygous) samples indicated similar levels of most of the
detected transcripts; although, as expected, some variability was
observed for the biological samples (Fig. 5B, embryo H versus
embryo G). In contrast, comparison of the controls (embryos G or
H) and p8-null embryos (embryos A, B and E) showed a large
variation in the levels of many transcripts (Fig. 5B; Fig. S6). The
p8-null embryos A and B clearly showed more severe mitotic
phenotypes than embryo E, which showed less dramatic defects
(Fig. 5A). Interestingly, the global gene expression in embryo E was

Fig. 5. Transcriptomic analysis of p8-null or p8-heterozygote embryos. (A) Heterozygous p8-null (p8*/p8~ ; H2Av-RFP/+) embryos (embryos G and H) and
homozygous p8-null (p8~/p8~ ; H2Av-RFP/+) embryos, with defects in mitosis (embryos A, B and E) at division NC9 and NC10, used for single embryo RNA-seq
analysis. (B) Correlation plots indicating the differences in gene expression between p8-null homozygous (A, B and E) and control (G and H) embryos.

(C) Heat map showing the variations in gene expression between the two control embryos (G and H) and the three mutants (A, B and E). Note the low variation in
embryo E compared with embryos A and B with more severe mutant phenotype. (D) Ontology analysis of affected genes identified by RNA-seq, whose
function may be related to the catastrophic mitosis phenotype. (E) Venn diagrams that indicate the number of down- and upregulated genes affected in all the

p8-depleted embryos.
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less affected (Fig. 5B,C), indicating a correlation between the
severity of the mitotic defect phenotype and the degree of influence
on global gene expression. We identified a group of 270
downregulated genes shared among all of our p8-depleted
samples, suggesting that these genes are particularly sensitive to
the transcriptional deregulation caused by the absence of p8
(Fig. 5E). The RNA-seq data showed that most of the deregulated
transcripts in the p8-null embryos came from the maternal
contribution (Table S7), suggesting aberrant transcription during
oogenesis in p§-null females. In agreement with the p§-null embryo
phenotypes, gene ontology analysis based on cellular functions that
may be related to the observed phenotypes showed the
downregulation of 104 genes encoding factors that participate in
DNA replication or mitosis (Fig. 5D; Table S8). Intriguingly, 139
genes that participate in RNA metabolism are upregulated (Fig. 5D;
Table S9). Taken together, these observations suggest that
deregulated gene expression during oogenesis caused by
mutations in TFIIH leads to catastrophic mitosis in early syncytial
blastoderm embryos.

DISCUSSION

ZGA 1in the Drosophila embryo occurs in two waves, with the first
involving the transcription of a small group of genes at the pre-
MBT, and the second including the transcription of an important
fraction of the zygotic genome at the MBT (Lee et al., 2014). At
these stages, the dynamics of basal transcription machinery have
been poorly studied. In Drosophila, only a few reports by our group
and others on some TFIIH subunits (Aguilar-Fuentes et al., 2006; Li
et al., 2013) and RNAPII and TATA-binding protein (TBP)
dynamics (Seydoux and Dunn, 1997; Wang and Lindquist, 1998)
exist. In this work, we have extended our analysis of the dynamics of
TFIIH by immunostaining and in vivo studies using recombinant
fluorescent proteins, and found that some subunits of TFIIH overlap
with mitotic chromosomes during nuclear division cycles in pre-
MBT embryos. In addition, we found that mutations in some TFIIH
core subunits cause catastrophic mitosis during early embryonic
development, at least partially resulting from the deregulation of
global transcription during oogenesis.

Dynamic behaviour of TFIIH in Drosophila early syncytial
blastoderm nuclear division cycles

Several studies have been performed to observe the subcellular and
molecular dynamics of TFIIH during transcription, and the DNA
damage response in cells during interphase (Giglia-Mari et al.,
2006; Nonnekens et al., 2013). Nonetheless, the dynamics of TFITH
components throughout the cell cycle progression have been less
extensively studied. Importantly, although a previous study showed
the dynamics of the XPB core subunit iz vivo in a mouse XPB-YFP
knock-in model, that report focused on comparing the mobility of
fluorescently tagged XPB in interphase cells that had the capacity to
proliferate and in post-mitotic non-proliferative cells. By using
FRAP, Giglia-Mari and colleagues showed that XPB mobility was
lower in post-mitotic differentiated cells (Giglia-Mari et al., 2009).
Thus, to our knowledge, our work is a pioneer study of the in vivo
dynamics of TFIIH throughout the cell cycle progression in the
context of the whole organism. Here, we showed that TFIIH is
highly dynamic during fast nuclear division cycles in the early fly
embryo. Our in vivo analyses showed that, although TFIIH overlaps
with chromosomes, the intensity of the nuclear signal changed with
cell cycle progression. During interphase, cytoplasmic localization
was detected, but most of the TFIIH signal was observed in the
nucleus. Interestingly, during chromatin condensation at prophase,

the signal further increased inside the nucleus, while decreasing in
the cytoplasm, suggesting translocation of TFIIH into the nucleus at
this stage. Additionally, TFIIH foci were clearly observed at this
stage, and these data suggest that some transcription at the pre-MBT
occurs at this point.

We have demonstrated that TFIIH oscillated between the
cytoplasm and the nucleus during cell cycle progression in pre-
MBT embryos. A previous study described the localization of
general transcription factors in HeLa cells during the transition from
mitosis to G1. Unlike TBP, which was found on chromosomes
throughout mitosis, other general transcription factors, including
RNAPII, XPB and XPD, were localized in daughter nuclei only
after mid-telophase (Prasanth et al., 2003). Hence, this intriguing
behaviour observed for TFIIH in fly embryos could reflect a
mechanism involved in the regulation of transcription during very
short nuclear division cycles, such as those that occur at pre-MBT
stages, where incomplete nuclear membrane breakdown occurs.

Importantly, the observation that the CycH and Cdk7 signals
overlap with chromosomes during mitosis in wild-type embryos
differs from a previous study suggesting that CAK is nuclear during
interphase, but is excluded from mitotic chromosomes through an
XPD-dependent mechanism. Specifically, in syncytial blastoderm
embryos, XPD-depletion causes defects in mitosis and aberrant
Cdk7 overlapping with chromosomes at anaphase (Li et al., 2010).
Despite our efforts to analyse the Cdk7 localization pattern by
immunostaining with several available antibodies, we could not
observe clear nuclear signals during interphase in wild-type
embryos. However, we did observe identical localization using
the Cdk7—EGFP protein to that observed for other TFIIH subunits
during replicative cycles in the syncytial blastoderm, including
overlap between the CAK and mitotic chromosomes (Fig. S4;
Movie 4). Thus, this discrepancy could be a consequence of the
antibodies used to recognize Cdk7 not generating a good signal in
embryonic immunostaining. Indeed, in agreement with our
observations for other TFIIH subunits in pre-MBT embryos, Ito
and colleagues reported that the XPD signal spreads in the
nucleoplasm, but is enriched at the mitotic spindle at metaphase
in human cells (Ito et al., 2010). Interestingly, an increasing number
of studies have recently highlighted the existence of ‘mitotic
bookmarking’ by several transcription factors (reviewed in Kadauke
and Blobel, 2013). Our observations on TFIIH dynamics suggest
that TFIIH might also be involved in bookmarking during early
embryonic development, and this is currently under investigation.

TFIIH is maintained on mitotic chromosomes in the early fly
embryo

An interesting feature of TFIIH dynamics is its enrichment in
nuclear foci that overlap with active RNAPII foci that could
correspond to HLBs. Transcriptional activation of the histone gene
cluster during the pre-MBT in Drosophila has been well
documented (Gilinesdogan et al., 2014). Except for histone H1,
the transcription of histone genes depends on TATA box promoters
and TBP binding. Indeed, HLBs are sites of TBP and RNAPII
enrichment (Isogai et al., 2007; Guglielmi et al., 2013). Importantly,
HLBs have been observed from interphase through metaphase
(Isogai et al., 2007), as we also observed for TFIIH foci. As
previously reported for HLBs (Salzler et al., 2013), TFIIH foci are
maintained throughout the division cycle and disappear at late
metaphase; a similar behaviour is observed for active RNAPII
(Blythe and Wieschaus, 2016). Despite the generally accepted
model of transcription being shut off in mitotic nuclei (Gottesfeld
and Forbes, 1997), some transcription can reportedly occur during
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mitosis; for instance, transcription of the CycB gene in HeLa cells
(Sciortino et al., 2001) and o-satellite DNA in centromeres (Chan
et al., 2012). In the pre-MBT embryo, the time period for
transcription is very short because the nuclear cycle has only a
brief interphase and mostly consists of the S and M phases (Farrell
and O’Farrell, 2014). Histone genes are transcribed during S phase
(Guglielmi et al., 2013); however, for the pre-MBT stages, it is
possible that transcription could be extended during the fast nuclear
division cycle to achieve the amount of pre-MBT mRNA required
during this developmental stage. The overlap of some TFIIH
subunits with chromosomes in all nuclei division cycle stages in
early embryos suggests a mechanism to retain some TFIIH for fast
transcriptional re-activation after mitosis.

Early embryonic catastrophic mitosis and transcriptional
defects caused by mutations in the TFIIH core and CAK
subunits

Previous reports have suggested a role for the TFIIH XPD subunit in
controlling Cdk7 functionality in cell cycle modulation during early
fly embryogenesis (Chen et al., 2003; Li et al., 2010). In addition,
XPD is a component of the MMXD complex involved in
chromosome segregation in human cells (Ito et al., 2010).
Furthermore, the ATPase activity of XPD is well known to be
important for the formation of the open complex in RNAPII-
transcribed genes, and it acts as a scaffold to maintain the integrity
of TFIIH during transcription (Lainé et al., 2006; Kuper et al.,
2014). Thus, further analyses to clarify the role of XPD in cell cycle
regulation are required. Herein, we showed that mutations in the p8
and XPB core subunits of TFIIH, as well as the depletion of Cdk7,
cause defects in mitosis, suggesting that this phenotype is not
exclusive to the Cdk7 delocalization seen upon XPD depletion in fly
embryos. In accordance, Matsuno and colleagues reported that
mutations in p52, XPB and Cdk7 produced similar defects in cell
cycle progression during fly eye imaginal disc development,
suggesting that CAK activity in cell cycle regulation is performed
by the holo-TFIIH complex (Matsuno et al., 2007). However,
although a direct role for the holo-TFITH complex in mitosis cannot
be discarded, the evidence presented in this work indicates that the
absence of p8 leads to deregulated gene expression during
oogenesis, thus affecting the expression of many genes that
participate in coordinated mitosis at the pre-blastoderm and
syncytial blastoderm stages. On the other hand, our results that
show the presence of the CAK subunits on mitotic chromosomes,
challenging the model that proposes that only in the absence of XPD
is Cdk7 maintained on the chromosomes during mitosis, causing
catastrophic mitosis (Li et al., 2010).

Interestingly, embryos from females with decreased abundance
of the transcriptional activator vielféltig/Zelda, which activates the
onset of zygotic transcription, display mitotic defects with some
similarities to those reported for XPD-deficient embryo phenotypes,
and those observed here for p8-null, homozygous hay"*? and Cdk7-
depleted embryos (Staudt et al., 2006). It is thus difficult to
distinguish between possible roles of TFIIH subunits in mitosis and
indirect effects due to defective gene expression, particularly
because some of the genes expressed at the pre-MBT stage may also
participate in mitosis.

Despite the essential role for p8 in maintaining a steady-state level
of cellular TFITH proposed in human cells (Giglia-Mari et al., 2004),
we did not observe a significant reduction in other TFIIH subunits in
p8-depleted ovaries or embryos (this work) or in spermatogenesis
(Cruz-Becerra et al., 2016). Furthermore, our transcriptome analyses
of p8-depleted embryos highlight the importance of this protein in

global transcription during development, as was recently observed in
a p8-knockout mouse model, where absence of p8 caused embryonic
lethality (Theil et al., 2013).

In conclusion, our analysis of TFIIH at the pre-MBT shows how
this complex is distributed at chromosomes in waves during mitotic
cycles, and that depletion of TFIIH subunits affects transcription
during oogenesis and causes catastrophic mitosis in syncytial
blastoderm embryos. This knowledge provides important insights
into the functions of TFIIH during early embryonic development.

MATERIALS AND METHODS

Fly stocks

Oregon R was used as the wild-type strain, except when indicated. The
His2Av-RFP transgenic lines (BL23650 and BL23651) and the GAL4
driver line (BL7063) were obtained from the Bloomington Drosophila
Stock Center. The Cdk7i line (v10424) was obtained from the Vienna
Drosophila Resource Center. The EYFP—p52, p§—ECFP and XPB-EGFP
transgenic lines, as well as the p8-null and hay"<? alleles were previously
described (Cruz-Becerra et al., 2016; Herrera-Cruz et al., 2012; Regan and
Fuller, 1988).

Transgenic flies

Recombinant DNA was generated by tagging the 5’ or 3’ end of the
corresponding full-length cDNA coding sequence with the DNA sequence
of the different fluorescent proteins used in this work. The recombinant
DNA was cloned into the pCaSper-Hsp83 vector and used by BestGene Inc.
to generate transgenic flies through standard microinjection protocols.

RNA interference assays

Line v/0442 (http:/flybase.org/reports/FBsf0000074319.html) expressing
a dsRNA against the cdk7 transcript under the control of the UAS-Gal4
system was crossed with the P{mata4-GAL-VP16} driver that expressed
Gal4 from the a-Tubulina67c promoter in the ovaries. The resulting females
flies with the genotype vI0442/+; P{mata4-GAL-VP16}/+ were crossed
with wild-type males and the ovaries and the embryos analysed in western
blot experiments and embryo immunostainings.

Immunostaining

Embryos were fixed in formaldehyde and heptane as previously described
(Reynaud et al., 1999; Aguilar-Fuentes et al., 2006; Chen et al., 2013), except
that methanol was used as fixative for tubulin staining. Immunostainings were
performed by standard methods with the antibodies against p8 (1:100;
Herrera-Cruz et al., 2012), H3S;oP (1:1500; cat. no SC-8656, Santa Cruz
Biotechnology), AA4.3 (1:800; cat. no AB-579793, DSHB), ADL67.1
(1:600; cat. no AB-528336, DSHB), H14 (1:500; cat. no MMS-134-500,
Covance), TBP (1:100; cat. no SC-273, Santa Cruz Biotechnology),
CTD4HS (1:100; cat. no SC-7495, Santa Cruz Biotechnology), GTU-88
(1:500; cat. no SC-11316, Abcam), CycH (1:500; cat. no SC-1662, Santa
Cruz Biotechnology), and Alexa Fluor-conjugated secondary antibodies
(Invitrogen). DNA was visualized by staining with either SYTOX Green
(Invitrogen) or DAPI (Roche). To avoid flattening, the embryos were
supported in handcrafted mounting chambers.

Live imaging

Embryos collected on apple juice plates were dechorionated with 50%
bleach, extensively washed with water, placed on heptane glue-treated
coverslips, immediately covered with Halocarbon oil 700 (Sigma) and
analysed by confocal microscopy. Time-lapse movies from live embryos
during at least two consecutive nuclear division cycles were acquired with
an Olympus FV1000 confocal system coupled to an inverted microscope.
Several embryos from at least two independent transgenic lines of each
fluorescently labelled protein were analysed.

Western blot

Total protein extracts were analysed by immunoblotting with standard
procedures. The following antibodies were used: 8WG16 (1:1500; cat. no
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MMS-126R-500, Covance), H14 (1:1500; cat. no MMS-134-500, Covance),
XPD (1:1500; our own preparation), XPB (1:2000; our own preparation),
p52 (1:1500; Villicada et al., 2013), p8 (1:1000; Herrera-Cruz et al., 2012),
Cdk7 (1:1000; cat. no SC-7344, Santa Cruz Biotechnology), TBP (1:500;
cat. no SC-273, Santa Cruz Biotechnology), E7 (1:2000; cat. no
AB2315513, DSHB). Horseradish peroxidase (HRP)-coupled secondary
antibodies (1:3500; Invitrogen) were used for chemiluminescence detection
through Thermo Scientific Pierce ECL.

Single embryo RNA-seq and bioinformatic analysis

Homozygous or heterozygous p8-null females expressing the His2Av-
mRFP transgene were used to collect embryos at nuclear division cycles
9-10. Briefly, dechorionated embryos were placed on a coverslip, covered
with a drop of RNAse-free water, and immediately analysed under confocal
microscopy. Z-stacks were acquired (total acquisition time was no longer
than 1 min) and converted into an image stack to determine the number of
nuclei (visualized through the His2 Av—RFP signal) of each embryo. Total
RNA from single embryos in nuclear division cycles 9—10 was extracted
with TRIzol (Invitrogen), according to manufacturer’s protocol. BGI
performed RNA-seq analyses from single embryos. Briefly, mRNA
enrichment was performed using oligo(dT). mRNA was fragmented and
short fragments were used as template for the synthesis of cDNA by reverse
transcription. Double-stranded cDNA was generated, purified and subjected
to end repair and single nucleotide (adenine) addition. Adaptors were ligated
and the libraries were amplified. The Agilent 2100 Bioanaylzer and ABI
StepOnePlus Real-Time PCR System were used in quantification and
qualification of the sample libraries. The libraries were sequenced using
Illumina HiSeq™ 2000. Raw reads were filtered into clean reads aligned to the
reference sequences. The alignment data was utilized to calculate the
distribution of reads on reference genes and mapping ratio. The fragments
per kilobase of transcript per million mapped reads (FPKM) method was used
to calculate the expression levels. The correlation value between each two
samples was calculated based on the FPKM result as recommended by the
Encode plan in which the square of correlation value should be >0.92. The
cluster analysis of gene expression patterns was performed by using cluster and
java Treeview software. The details of the analysis are available upon request.
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