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Resumen 

En este trabajo, se caracterizé a nivel genético y molecular el gen Dmhsp60, localizado en ta region 10A4-5 del cromosoma X de Drosophila melanogaster. Mediante la comparacién de la secuencia del cDNA en los ban- Cos de datos, encontramos que el producto de este gen presenta una alta iden- 

El gen presenta dos intrones y tres exones: el primer exon contiene Ia regién 5’ no traducida (5'UTR), al lado esta el intron 5’ de ~3Kpb; el segundo exon que empieza con la metionina inicial y que contiene la mayor parte de la region codificante, esta interrumpido por el intrén 3’ de 63 pb y el tercer exon contiene los restantes 116 codones, asi como fa regién 3’ no traducida (3’UTR). 

El transcrito es muy abundante en embriones de 0-4h de edad, sus niveles disminuyen en estadios posteriores. Tres alelos fueron caracterizados durante este trabajo: uno debido a la insercién de un elemento P en el intrén 5’ que produce un fenotipo letal cuando esta en el fondo genético de una defi- | ciencia que abarca la zona donde se localiza el gen; los otros dos alelos pueden considerarse nulos ya que en uno esta afectada la produccién o esta- bilidad del transcrito, y en el otro ta proteina no es funcional. 

La proteina presenta una distribucién muy dinamica durante el desa- rrollo. En algunos casos coincide con células que estan migrando, que son metabdlicamente mas activas, o que tiene mas mitocondrias. 

El rescate del fenotipo de letalidad embrionaria con el transgen que contiene el fragmento genémico de 15Kpb, en donde se encuentra la unidad transcripcional del gen, asi como el analisis molecular de! alelo BP5°/FM6, confirmaron que el gen Dmhsp60 esta codificado por el locus 1(1)10Ac. 

El andlisis de la region promotora, asi como los ensayos de Northern y Western blot de embriones con y sin choque térmico, demostraron que ni el transcrito ni la proteina son inducibles Por calor, por lo que la DmHsp60 no es una chaperonina tipica. 

 



  

Abstract 

We present here the genetic and molecular characterization of the Dmhsp60 gene, located in the 10A4-5 region of the X-chromosome of Drosophila melanogaster. By the cDNA Sequence comparison with the genbank, we found that this gene presented a high identity along the entire protein with the Hsp60 from different organisms, from bacteria to humans. 

The gene has two introns and three exons: the first exon contains the 5'UTR; beside is the ~3KB 5° intron; the second exon which Starts with the initial methionine and has most of the coding region, is interrupted by the 63 bp 3’ intron and the third exon which contains the 116 remaining codons, as well as the 3UTR. : 
: 

The transcript is abundant in 0-4h embryos and diminishes in posterior Stages. Three alleles were characterized during this work: one of them is due to the P element insertion in the 5’ intron that produces a lethal phenotype in the backgroud of a deficiency that comprises the region where the gene is located; the other two alleles can be considered null: in one of them, the production or Stability of the transcript is affected and the other one produces a non functional protein. 

The protein presents a dinamic distribution during development. In some cases, it coincides with cells that are moving or that have a more active metabolism. 

The genetic rescue experiments with the 15 Kb genomic fragment, which contains the transcription unit of the gene, as well as the molecular analysis of the BP5°"/FM6 allele, confirmed that the Dmhsp60 gene is encoded by the I(1)10Ac locus. 

The promoter region analysis and the northern and western blot experiments with and without heat shock, demonstrated that neither the transcript nor the protein are heat inducible. Therefore, the DmHsp60 is not a typical chaperonine. 

 



  

Prologo 

En este trabajo, se presenta la caracterizacién a nivel genético 
. y molecular del gen de Drosophila melanogaster homédlogo a hsp60 
de diferentes organismos. 

En el apéndice, se anexan los dos articulos que se publicaron 
como resultado de este proyecto. 

Para evitar redundar en los datos, en la parte de resultados 
sdlo se incluyen las figuras de los experimentos que no aparecen en 
los dos articulos. El resto de las figuras se refieren directamente por 
el ndmero con el que aparecen en cada uno de los articulos en que 
se encuentran. 
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Amntecedentes 

Diferentes grupos de investigacion han realizado estudios de fa region 

10A y de regiones vecinas en el cromosoma X de Drosophila melanogaster. En 

uno de estos estudios (Bgatov, 1986), se describe por primera vez al gen BP5 

(mas tarde, hsp60 ), como un gen que comienza a expresarse en el estado 

embrionario, pues algunas mutaciones letales se detectan en este punto. Algu- 

nas mutaciones en este gen son letales, otras semi-letales y otras termo- 

sensibles (a 25°C y a 18°C) y algunas otras, provocan deformacién de las ter- 

guitas y la formacién de cromosomas politénicos enanos. 

Un afio mas tarde (Zhimulev, 1987), se publicé un andlisis genético 

detallado de la regién 9E-10B (que incluye a la regién 10A) mediante 4 tipos 

diferentes de mutaciones: ietales, visibles, esterilidad en machos y esterilidad 

en hembras y rearreglos cromosémicos. Asi, encuentran que algunos alelos de 

BPS, son hipomGrficos, o sea que ei producto de este gen es funcionalmente 

equivalente al silvetsre, pero esta presente en una cantidad menor o tiene una 

actividad menor (Ashburner, 1989). Con este estudio, se hizo patente también 

que este gen presenta un fenotipo pleiotrépico, ya que sus mutaciones afectan 

diversas etapas del desarrollo de Drosophila. 

A principios de 1994 (Kozlova et al., 1994) se reporté la caracterizacion 

citogenética y molecular de la banda 10A1-2 y de regiones aledafias del cro- 

mosoma X de Drosophila a partir de la microdiseccién de cromosomas polité- 

nicos de glandulas salivales en dicha regién y de una caminata cromosémica. 

Dado que el mapa genético que comprende las bandas 10A4-5 del cro- 

mosoma X de Drosophila melanogaster determina la localizacién de BPS, y 

que la caminata cromosémica comprendié esta regién en su totalidad, fue 

posible utilizar un fragmento genédmico Xho/ de 4.5Kpb proveniente de las 

clonas resultantes de la caminata que contenia a BPS (clona 5D del mapa 

fisico, Fig. 1) como sonda para clonar el cDNA correspondiente. De esta ma-



nera, se encontraron 4 clonas en un banco de cDNA de ovarios hecho por 
“random primer’. La clona de cDNA mas grande (BP5-3) fue de alrededor de 
2.5 Kpb y se usé como punto de partida en la caracterizacién de este gen. 
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Fig. 1. Mapa citogenético y Fisico de la region [OA y aledaias del 
cromosoma K de Drosophila melanogaster. 

El fragmento Xhol de 4.5 Kpb contiene 6 inserciones de elementos P que afec- tan al locus /(1)10Ac (Pokholkova et al., 1991). La clona de cDNA BP5-3 hibrida con este fragmento de 4.5 Kpb, asi como con el sitio Xho/ que se encuentra a la derecha de dicho fragmento. La direccién de {a transcripcion del gen, se indica con una flecha. 

 



Como se mencioné mas arriba, la clona BP5-3 se obtuvo de un banco 
de cDNA de ovarios. Este dato, asi como el hecho de que el grupo de Zhimulev 
haya identificado nuevas mutantes de BP5, buscando mutaciones de esterili- 

dad en hembras, nos hizo pensar que el gen BP5 podria estar involucrado en 
la ovogénesis de la mosca. 

Sin embargo, cuando empezamos a secuenciar y comparamos las 

primeras 400 pb de dicha clona contra el banco de datos, encontramos una 

alta similitud a nivel de aminoacidos con varias Hsp60 de diferentes organis- 
mos. Este dato sugirid que BP5 es el gen homdlogo de la hsp60. A lo 
largo del texto, se sigue utilizando el nombre de BPS para nombrar a las 
clonas, asi como a Ios alelos de dicho gen que tenemos en el laboratorio, ya 
que estos alelos fueron obtenidos. por el grupo de Zhimulev y se respetd su 
nomenclatura. 

Dado que este gen no habia sido descrito anteriormente para Droso- 

phila, nos parecié interesante conocer mas sobre su funcién en el desarrollo de 
este organismo.



I. Introduccion 

LI DeFinicién y caracteristicas de las chaperonas. 

Las chaperonas son proteinas que se unen a formas no nativas de otras 

proteinas para in vivo, facilitar su destino correcto, ya sea su ensamblaje como 

oligomeros, transporte a un compartimiento subcelular o degradacién. Las 

chaperonas moleculares previenen las interacciones erréneas de los polipép- 

tidos consigo mismos, y con otros polipéptidos (Hart, 1996). 

En el medio intracelular altamente concentrado, el plegamiento correcto 

de las proteinas es un proceso bioldgico vital. Durante fos procesos de sintesis, 

ensamblaje o transporte, las proteinas exponen cadenas laterales hidrofobicas 

que pueden interactuar con las de otras proteinas favoreciendo su agregacién 

0 protedlisis (Parsell and Lindquist, 1993). Las chaperonas moleculares incre- 

mentan fa eficiencia del plegamiento de las proteinas recién sintetizadas, de 

acuerdo a su estructura primaria particular. En células procariontes y eu- 

cariontes, este plegamiento es tanto de tipo post-traduccional como co- 

traduccional (es decir, que un dominio se pliega antes que el siguiente sea 

Sintetizado, y los dominios adyacentes se unen entre si mediante secuencias 

flexibles (Ellis, 1999). 

Las chaperonas moleculares pertenecen a varias familias de proteinas 

que se identificaron por primera vez en Drosophila porque su expresion 

aumentaba dramaticamente durante un choque térmico. Cada una de estas 

familias parece reconocer una contormacién especifica de la proteina no nativa 

y actua sobre ella de una manera caracteristica. Sin embargo, todas tienen en 

comun que reconocen las superficies hidrofébicas expuestas de las proteinas 

en su conformacion no nativa. La clase de fa Hsp70, reconoce las regiones 

hidrofobicas en las cadenas lineales de polipéptidos que son liberados en una



conformaci6n extendida con ayuda de co-chaperoninas y la hidrdlisis de ATP 
(Sigler et al., 1998; Parsell and Lindquist, 1993). La clase de la Hsp20 actua 
como grupos globulares pequefios que se unen a la superficie de proteinas no 
nativas durante un choque térmico. Al término de éste, las transfieren a otras 
chaperonas para que adquieran su forma nativa (Sigler et al., 1998; Parsell 
and Lindquist, 1993). El grupo de la Hsp90 funciona en grandes complejos 
multiméricos; los miembros de esta familia reconocen proteinas de transduc- 
cion de sefales, que atin no tienen su conformacién nativa, y a los que sélo les 
falta la union de su ligando (Sigler et al., 1998; Parsell and Lindquist, 1993). 
Finalmente esta el grupo de las chaperoninas, que incluye a GroEL/Hsp60 ya 
TRIC (TCP-1 ring complex). Las primeras actuan como un complejo oli- 

gomérico de 14 subunidades de 60 KDa cada una, que forman dos anillos 

heptaméricos (cis y trans ) uno encima del otro (Fig. 2) y reconocen superficies 

hidrofébicas expuestas de proteinas globulares no nativas (Sigler et al., 1998). 
Estan presentes en bacterias, mitocondrias y cloroplastos. Son proteinas muy 

conservadas en la escala filogenética: su funcién depende de la co- 
chaperonina GroES/Hsp10 y de la hidrdélisis de ATP. Las de! grupo TRIC se en- 
cuentran en arqueobacierias y en el citosol de eucariontes. Acttian como un 
complejo de dos anillos con 8 6 8 subunidades de ~55 Kda cada una, ayu- 

dando al plegamiento de proteinas del citoesqueleto (Gao et al., 1992: Gupta, 
1995; Haril et al., 1994; Yaffe et ai., 1992). Aparentemente no requieren de 

GroES/Hsp10 y sdio son inducibles por calor las presentes en arqueobacterias 

(Harti, 1996).



    
trans GroEL cis GroEL 

Fig. 2. Estructura del complejo GrokL/GrokS. 

Figura producida con ei programa MolMol. 

Vista lateral del compiejo en la que se aprecian los dos anillos cis y trans de 

GroEL, asi como GroES. 

1.2 Caracteristicas de las chaperoninas. 

En condiciones normales de crecimiento, los substratos naturales de 

GroEL, son GroEL misma, los tres factores de elongacién de la traduccién (EF- 

G, EF-Ts y EF-Tu), !a cadena a de ia RNA polimerasa, la subunidad B de la AT- 

 



Pasa F1 y la enzima 3 (dihidrolipoil-deshidrogenasa) del complejo de la piru- 

vato deshidrogenasa (Dobson and Ellis, 1998). 

Recientemente (Xu et al., 1997), se logré cristalizar el complejo asimé- 

trico GroEL/GroES-(ADP), a una resolucién de 3A, con lo que se tuvo una idea 

mas clara de la conformacién y de cémo acttia dicho complejo in vivo. Cada 

una de las subunidades que conforman a GroEL/Hsp60 esta formada por tres 

dominios: el dominio apical, que interactua con ia co-chaperonina 

GroES/Hsp10; e! dominio intermedio o de bisagra, y el dominio ecuatorial, que 

constituye una base relativamente fija y que alberga el sitio de unién al ATP 

(Fig. 3). 

  

Fig. 3. Dominios Funcionales de GrokL. 

Tomado de! articulo de Xu ef al., 1997. El color rojo corresponde al dominio api- 

cal, el verde al dominio intermedio o de bisagra y el a®ul al ecuatorial. Lo que se 

ve en amarillo en el dominio ecuatorial, corresponde a la molécula de ADP. La 

figura en gris representa al complejo GroEL/GroES con una subunidad de GroEL 

en color, para facilitar su ubicacién espacial en el complejo. 

Como ya se mencioné, GroEL forma un compiejo con GroES para pro- 

mover el ensambiaje correcto de otras proteinas en dos etapas. En ef estado 

10



de “unién activa’, la cavidad central de cada anillo de GroEL se abre hacia el 
final del cilindro para que pueda entrar el polipéptido no nativo en el anillo cis, 
exponiéndose asi una cavidad hidrofébica que parece unir a las especies no 
nativas mediante las superficies hidrofébicas expuestas. En el estado de 
“ensamblaje activo”, la union de GroES al anillo cis de GroEL en presencia de 
ATP, provoca un cambio conformaciona! en GroEL que promueve el ple- 
gamiento de la proteina no nativa en el canal central, que ahora es de natu- 
raleza hidrofilica. La hidrolisis de ATP en el anillo cis debilita la interaccién 
GroEL/GroES, mientras que el plegamiento del polipéptido continua. La unién 
de ATP en el anillo trans promueve Ia liberacion de GroES y del polipéptido de! 
anillo cis (Fig. 4). Este mecanismo alostérico negativo sugiere que el meca- 
nismo de plegamiento dependiente de ATP, requiere de un doble toroide 
(Bukau and Horwich, 1998; Sigler et al., 1998; Xu et al., 1997). Un estudio re- 
cliente (Rye, 1999) demostré que en presencia del substrato no nativo y de 
GroES, los dos anillos de la chaperonina funcionan de manera coordinada y 
direccional, ya que la hidrdlisis de ATP en el anillo cis ocurre cuando se une un 
nuevo polipéptido no nativo en el anillo trans y posteriormente se une GroES. 
De esta manera, GroEL alterna sus anillos como complejos cis activos, gas- 
tando 7 ATPs por ciclo de plegamiento. 

@ s SG mare 
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Fig. 4. GroEL. Funciona como un doble toroide. 

Tomado de Sigler et al., 1998. Los évalos nhegros representan a GroES; el circulo rayado al polipéptido no nativo y el circulo blanco al polipéptido plegado por el complejo GroEL/GroES. 
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Un andalisis mutacional ha permitido distinguir los aminoacidos que son 

importantes para la funcién de GroEL: Ia lisina-3 (que esta altamente conser- 

vada) es crucial para el ensamblaje de las subunidades (Horovitz et al., 1993); 

el aspartico 398 se necesita para la hidrolisis del ATP y la progresién del ciclo 

de ensambiaje. Los aminodcidos tirosina 199, serina 201, tirosina 203, 

fenilalanina 204, leucinas 234, 237 y 259 y valinas 263 y 264 son necesarios 

para la uni6n del polipéptido no nativo en la superficie del dominio apical, y 

posteriormente, para la unién de GroES al mismo dominio (Xu et al., 1 997). 

Aun cuando hay muchas evidencias de que GroEL funciona como un 

doble toroide, los analisis serolégicos de extractos mitocondriales crudos de 

células de ovario de hamster fraccionadas por filtracién en gel, asi como la 

sobreexpresion de la Hsp60 humana en E. coli, sugieren que la Hsp60 mito- 

condrial de mamiferos existe como un anilio sencillo en contraste con GroEL, 

ya que presenta una masa de 400 KDa y en una micrografia electrénica, 

aparece como un solo toroide con 7 subunidades (Nielsen and Cowan, 1998: 

Viitanen et al., 1992). 

13 Las chaperoninas como marcadores Filogenéticos. 

Las Hsp60 son proteinas de mantenimiento (housekeeping) que estan 

distribuidas de manera ubicua entre fas eubacterias y los organelos eucarion- 

tes. En un alineamiento de secuencias de Hsp60 de diferentes organismos, se 

encontraron caracteristicas comunes importantes entre ellas (Gupta, 1995): 

1) Muchas de las Hsp60 tienen una o mas repeticiones de la secuencia GGM o 

GGGM en el extremo carboxilo terminal. Las excepciones son las secuencias 

de los cloroplastos y las de homdlogos de la Hsp60 en organismos que tienen 

mas de un gen hsp60. La delecién de esta secuencia repetida en E. coli parece 

no afectar su actividad in vitro, por lo que no se conoce el significado estruc- 

tural o funcional de esta regién. 
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2) En todas las especies de eucariontes, la Hsp60 mitocondrial esta coditicada 

en el nucleo y tiene una secuencia lider amino-terminal, rica en aminoacidos 
basicos e hidroxilados como arginina, lisina, serina y treonina, que es nece- 
Saria para su importacién a ta mitocondria. En algunas Hsp60 de cioroplastos, 
esta secuencia esta presente, pero no se ha demostrado que sirva para la im- 
portacién hacia dicho organelo. 

3) La comparacién de secuencias entre las diferentes Hsp60, indica que la 
minima identidad observada entre dos Hsp60 es cerca del 40% a lo largo de 
toda la proteina. Ademas, del 18 al 20% de las substituciones de aminoacidos 
son conservativas. 

4) El alineamiento de las Hsp60 muestra “firmas” que se comparten entre a) 

miembros de ia subdivision de bacterias a-purpuras gram negativas y los 

homdiogos mitocondriales, y b) entre las cianobacterias y los homédlogos de Ios 
cloroplastos. Estos datos apoyan Ia hipotesis endosimbiética para el origen de 
los organelos eucariontes (Margulis, 1970). En el caso de las mitocondrias, 
estudios previos basados en las secuencias de rRNA y citocromo C, habian 

demostrado que el ancestro que habia dado origen a las mitocondrias estaba 

relacionado a la subdivisién de bacterias a-purpuras. Sin embargo, debido a la 

variaci6n en el tamafio de las secuencias de rRNA de los organelos, asi como 
de las del citocromo C de procariontes, era importante confirmar estos datos 
con otras moléculas que presentaran un alto grado de conservaci6n tanto en 
Su secuencia como en la estructura (Gupta, 1995; Viale and Arakaki, 1994). 

1.4 Entermedades asociadas a las chaperoninas. 

Existen varios reportes en los que se ha encontrado una gran anti- 
genicidad y niveles altos de anticuerpos anti-Hsp60 en enfermedades infec- 
ciosas y autoinmunes (Ryan et al., 1997). Debido a la alta homologia entre las 
chaperoninas de diferentes especies, se ha visto que el epitope localizado en- 
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tre los aminoadcidos 180-196 de GroEL de Mycobacterium leprae, asi como el 

de otras especies, es reconocido por el 20% de Ias células Ty5 de ratén y el de 

la Hsp60 del mismo organismo (Born et al., 1990; O'Brien et al., 1992). Asi 
mismo, se han encontrado células T especificas para Hsp60 en pacientes con 
artritis reumatoide (de Graeff-Meeder et al., 1995; Res et al., 1988) y contra es- 
clerosis multiple (Prabhakar et al., 1994; Selmaj et al., 1991). 

En 1993 (Agsteribbe et al., 1993) se reporté la muerte de un bebé dos 

dias después de su nacimiento. En el cultivo de fibroblastos de piel, se en- 
contré que las actividades de las enzimas de !a fosforilacién oxidativa, del me- 

tabolismo del piruvato, de la B-oxidacién y de otras vias metabolicas mitocon- 

driales, eran mucho menores de lo normal: la morfologia de las mitocondrias 

estaba aiterada y los niveles de la Hsp60 mitocondrial eran sélo del 20%. Los 
autores concluyen que este desorden mitocondrial puede ser causado por de- 

fectos en la sintesis y mantenimiento de las mitocondrias, debido a defectos en 
la importacién de proteinas hacia fa mitocondria, o en el ensamblaje de enzi- 

mas, como consecuencia de una disminucién en la cantidad de la Hsp60. 

1.5 Papel de las chaperonas en la importacién y ensamblaje de 
proteinas hacia la mitocondria. 

La mayoria de las preproteinas mitocondriales se sintetizan en el citosol 

y presentan péptidos sefial de importacién en el extremo amino terminal. Estos 

péptidos tienen de 15 a 40 residuos de longitud y son ricos en aminodcidos 

basicos e hidrofébicos que adquieren la conformacién de una a-hélice amfifiti- 

ca (Ryan et al., 1997). 

La Hsc70 (ia isoforma constitutiva de la Hsp70) se asocia cotraduc- 

cionalmente en forma directa con los ribosomas, previniendo interacciones e- 

rréneas de los polipéptidos nacientes, o el ensamblaje prematuro de los mis- 

mos. DnaJ en E. coli estimula la actividad de ATPasa de la Hsc70; su 
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horndlogo en levaduras es Ydj1p (0 MASS). De esta manera, Ydjip estimula la 
disociacién de la Hsc70 de la proteina que va a ser importada a mitocondria y 

que posee un péptido sefial (preproteina). Ydjip se farnesila en el extremo 
carboxilo terminal y se une a membrana, por lo que podria conducir al com- 

plejo Hsc70-preproteina, a los receptores en la membrana mitocondrial 
(Lithgow, 1993). En la membrana mitocondrial esta localizado el factor estimu- 

lador de la importaci6n hacia la mitocondria (MSF), que mediante la hidrdlisis 
de ATP, transfiere a la preproteina a los componentes de !a translocasa de la 
membrana externa (subunidades del receptor Tom37/Tom70) a la vez que se 
separa de la membrana (Hachiya, 1994; Hachiya, 1995). La entrada de la pre- 
proteina a la membrana mitocondrial interna, se tleva a cabo por la accion de 3 
proteinas que forman parte de la translocasa de la membrana interna: Tim17, 
Tim23 y Tim44. Tim44 se une a la preproteina entrante, asi como a la Hsp70 de 

la matriz mitocondrial (mt-Hsp70). Una vez dentro de la matriz, la peptidasa 

procesadora de la matriz mitocondrial (MPP) corta el péptido sefial. Mt-Hsp70- 
ADP se une a Tim44 y a Ia proteina entrante. GrpE cataliza el intercambio de 
ATP por ADP en la mt-Hsp70, !o que produce un cambio conformacional que 

provoca que la proteina entre hacia la matriz mitocondrial, liberandose mt- 

Hsp70 de Tim44. Posteriormente, algunas proteinas se unen a la Hsp60 mito- 
condrial para adquirir su conformacién nativa (Ryan et al., 1997). 

1.6 Las proteinas de choque térmico en Drosophila 
melanogaster. 

La induccién in vivo de los “puffs” (regiones de alta transcripcion, facil- 
mente visibles en cromosomas politénicos) en Drosophila es muy rapida, 
ocurre 1 min después del incremento de temperatura a 37° C, aunque dichos 
puffs siguen creciendo durante 30 6 40 minutos mas, antes de regresar a su 
tamafo normal.



  
En larvas de Drosophila buckii pequerios choques de temperatura pro- 

vocan cambios en los patrones de los puffs de los cromosomas politénicos de 
las glandulas salivales (Ritossa, 1962). Mas tarde Ashburner (Ashburner, 1970) 
confirmé estos datos, exponiendo ya sean larvas de tercer instar, o sus glan- 
dulas salivales, a 37° C durante 40 minutos y not6 que se desarrollaban 9 puffs 
caracteristicos en los loci 33B (cromosoma 2), 63BC, 64F, 67B, 70A, 87A, 87B, 
93D y 95 D (cromosoma 3), mientras que habia una regresién general de todos 
los otros puffs, excepto aquéllos que codifican para las histonas o para ios 
genes mitocondriales. Otros tipos de estrés (perturbaciones en la cadena respi- 
tatoria o tratamiento con metales pesados), pueden provocar el mismo com- 
pPortamiento, por io que la respuesta al choque térmico debe considerarse 
como una adaptacion de la célula al estrés del medio ambiente (Echalier, 
1997). 

En 1974, Tissiers (Tissiers, 1974) y luego en 1975 Lewis, (Lewis et al., 
1975) contribuyeron al entendimiento de Ia respuesta al choque térmico a nivel 
molecular con 3 observaciones fundamentales: a) que se incorporaba uridina 
marcada en los puffs que se inducian por el choque térmico, b) que la induc- 
cién de los puffs coincide con {a sintesis de novo de 6a 7 polipéptidos (Hsp83, 
Hsp70, Hsp68, Hsp26, Hsp27, Hsp23 y Hsp22) que no son tejido-especificos, y 
que se sintetizan en todos los tipos celulares que se han probado (glandulas 
salivales, intestino, tubos de malpigio, discos imagales y cerebro de larvas y 
adultos) y c) que la traduccién de mRNAs Preexistentes se detiene. Mas tarde 
se demostr6 que las células en cultivo se comportan de ia misma manera ante 
un choque térmico (Echatier, 1997). 

Otra caracteristica importante de los genes Asp en Drosophila es que 
ninguno excepto, el Asp83, presenta intrones (Echalier, 1997), lo que resulta 
muy importante para poder responder rapidamente ante un choque térmico. 

En estos estudios no se identificé a ninguna proteina que correspon- 
diera a la Hsp60. De la misma manera, no se detecté la formacién de puffs en 
la Zona donde esta localizado el gen BP5 (locus i(1)10Ac del cromosoma X, ver 
resultados de esta tesis mas adelante). Sin embargo, es posible que la pro- 
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teina no sea inducible por calor, 0 que se induzca poco, de manera que no sea 
facilmente detectable, como sucede en el caso de la Hsp60 mitocondrial de 
Tetrahymena termophila (McMullin and Hallberg, 1987). 

Estos datos, asi como el tenotipo pleiotrépico del gen homdélogo hsp60 
de Drosophila melanogaster (Dmhsp60), nos dieron la pauta para plantear el 
siguiente objetivo general: 

“Caracterizar genética y molecularmente el gen Dmhsp60” mediante los 
siguientes objetivos particulares: 

1. Caracterizar las clonas de cDNA, por medio de la obtencién de la secuencia 
completa para conocer la naturaleza del producto codificado. 
2. Determinar et patron de expresion del gen durante el desarrollo de D. 
melanogaster mediante ensayos de tipo Northern blot, y de la proteina por 
medio de un fraccionamiento subcelular y analisis subsecuente por Western 
blot. 

3. Analizar fa distribucién de la proteina durante el desarrollo embrionario de la 
mosca, con ensayos de inmunocitoquimica. 

4. Rescatar el fenotipo de letalidad de los aleios de! locus 1(1)10Ac (posible 
hsp60 de Drosophila melanogaster) por medio de fa complementacién con el 
gen silvestre, a través de la generacién de moscas transgénicas. 
5. Caracterizar a nivel morfolégico y molecular diferentes alelos del gen. 
6. Caracterizar la region 5’ regulatoria del gen. 
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II. Materiales y métodos. 

2.1 Cepas de moscas. 

La cepa silvestre que se utilizé en todos los experimentos fue OreR. Los 

alelos de hsp60 (BP5*°/FM6, BP5*”’/FM6, BP5°°/FM6 y BP5*"/FM6) se mantu- 

vieron en presencia del cromosoma balanceador FM6 (Lindsley, 1992; 

Zhimulev, 1987). 

2.2 Enzimas de restriccién, DNA polimerasas y reverso tran- 

scriplasa. 

Todas las enzimas utilizadas en este trabajo fueron comerciales y se 

usaron de acuerdo a las indicaciones del fabricante. 

2.3 Clonacién del gen homdlogo Asp40 de Drosophila 

melanogaster. 

La clona BP5-3 que fue aislada de una biblioteca de cDNA de ovario 

hecha por “random primer’, se us6 como sonda para buscar nuevas clonas de 

cDNA, que tuvieran completo el extremo carboxiio terminal, en un banco 

comercial de cDNA de embriones de 2-14h de desarrollo hecho con oligo dT 

(Stratagene). Las condiciones de hibridacién se hicieron de acuerdo a Sam- 

brook (Sambrook, 1989).



2.4 Purificacian de RNA. 

EI RNA total se extrajo en todos los casos de acuerdo al protocolo de Chom- 

czynski (Chomezynski and Sacchi, 1987). La purificaci6n del RNA Poly A* se 

hizo de acuerdo al protocolo de Sambrook. 

2.5 Purificacién de ndcleos de hembras adultas. 

Se hizo esencialmente de acuerdo al protocolo de Lee (Lee et al., 1992) con 

algunas modificaciones: se us6 un politron para moler las moscas, en lugar de 

un omni mixer y para quitar la cuticula y todos los desechos de las moscas 

después de molerlas, se paso dos veces el! extracto por una jeringa con fibra 

de vidrio. 

2.6 Southern u Northern blot. 

EI DNA se corté con enzimas de restriccién y se separé por electroforesis de 

acuerdo a su peso molecular en geles de agarosa en amortiguador de boratos 

(Sambrook, 1989). El RNA se separd segtin su peso molecular en geles des- 

naturalizantes de agarosa con formaldehido. Los dcidos nucléicos se transfirie- 

ron por capilaridad a una membrana de nylon (Hybond N*, Amersham). Las 

sondas se marcaron con el kit comercial “prime it II” de Stratagene, de acuerdo 

a las instrucciones del fabricante y se hibridaron a alta o baja astringencia con 

los acidos nuciéicos de acuerdo al protocolo de Sambrook (Sambrook, 1989). 
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2.7 Secuenciacién de DNA con termosecuenasa y terminadores 

radioactivos. 

Las clonas de cDNA se secuenciaron primero utilizando los oligonucledtidos 
universales T3 y T7 del plasmido pBluescript I! (pKS) y posteriormente con oli- 
gonucleotidos especificos que se disefiaron sobre la secuencia; los fragmentos 
provenientes de la amplificacién a partir de DNA gendmico de los alelos de la 
hsp60 (BP5"°°/FM6, BP5"’/FM6 y BP5“*/FM6) se secuenciaron utilizando los 
oligonuclestidos especificos que se usaron para secuenciar los cDNAs. En el 
caso del alelo BP5°"°/FM6, producto de la insercién det elemento P, primero se 
amplificé el fragmento a partir de DNA genomico de esa linea, utilizando el oli- 
gonucleotido de las secuencias invertidas repetidas del elemento P y oligonu- 
cledtidos especificos de la hsp60, y posteriormente, se usaron esos mismos 
oligonucledtidos para la reaccién de secuencia. Para secuenciar la region 
Promotora de la clona genémica en CaSpeR, se utilizé primero un oligonu- 
cledtido reverso que se disefid sobre la regién 5’ no traducida (5’ UTR) de la 
clona de cDNA BP5-3. Posteriormente, se disefiaron otros oligos para seguir 
avanzando en direccién 5’ sobre la clona genomica. Las reacciones de 
secuencia se hicieron con el “kit” para secuenciar con terminadores radioac- 
tivos y termosecuenasa (Amersham) de acuerdo a las instrucciones del 
proveedor. Las reacciones se corrieron en geles desnaturalizantes de acri- 
lamida al 7% (Sambrook, 1989). El analisis de secuencia se hizo con ei pro- 
grama GCG versién 8 (Devereux et al., 1984), 

2.8 Modelaje por computadora de la Hsp4O del alelo BPS‘407 

y de la proteina silvestre. 

Las proteinas silvestre y mutante, se modelaron basandose en las coorde- 
nadas de la estructura reportada de GroEL (Xu et al., 1997). Ei modelo resul- 

20



tante se minimizo con el programa Discover y las figuras se produjeron usando 
el programa de visualizacién MolMol e interpretadas con el programa PovRay 
v.3 (Koradi, 1996; Merritt, 1997). 

2.9 Fraccionamiento subcelular. 

Se llevé a cabo de acuerdo con el protocolo de Birnie (Birnie, 1972), ho- 
mogenando embriones de 0-16h de desarrollo en un homogenizador Dounce 
de 2 ml en butfer de homogenizacién (250mM sacarosa, 50mM Tris pH 7.5, 25 
mM KCl, 5 mM MgCl, 2mM PMSF, 5mM EDTA). El homogenado se centrifugé 
en tubos eppendorf a 600g por 10 min, esta pastilla contiene nucleos y células 
sin romper. El sobrenadante se transfirié a un nuevo eppendorf y se centrifugé 
a 15,000g por 5 min, esta segunda pastilla contiene mitocondrias y lisosomas. 
El sobrenadante se transtirid a tubos para ultracentrifuga (Beckman ultra clear 
13x51 mm) y se centrifugé a 100,000g por 60 min. El sobrenadante contiene la 
fraccién citosdlica y la pastilla es la fraccién microsomal (reticulo endoplasmico, 

ribosomas y membranas en general). Todas las fracciones se resuspendieron 

en 100ml y se normaliz6 fa concentracién de proteina de cada una, de acuerdo 
a Bradford (Bradford, 1976). Todas las fracciones se analizaron en experimen- 
tos de Western blot (Burnette, 1981). 

2.10 Inmunocitoquimica. 

Este es un protocolo adaptado de Ashburner (Ashburner, 1989) por Sara Bray 
del laboratorio de Fotis C. Kafatos. Se colectaron embriones de menos de 16h, 
ya que después los embriones se vuelven impermeables por la deposicién de 
la cuticula. Los embriones se descorionaron 5 min en hipoclorito de sodio al 
5% y se lavaron extensivamente con agua. Después se fijaron 20 min en 
“Engreiled Fix Buffer’ (140mM KCI, 40mM NaCl, 4mM EGTA, 1mM espermidina, 

0.2% $-mercaptoetanol, 30mM PIPES pH 6.9, formaldehido al 4%) y un 
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volumen igual de n-heptano en agitacion suave. Para desvitelinizar a los em- 
briones se removid la fase acuosa y se agrego un exceso de metanol, que se 
substituy6 por mas metanol fresco. El metanol se desechd y los embriones se 
lavaron con etanol incubandose a 20°C por 12 h como minimo. Se removié e! 
etanol y los embriones se hidrataron con BSS 1X ([5X] 1.6g NaCl, 1.5g KCI, 
0.99 MgSO,, 0.3459 CaCl, dihidratado, 0.85g tricina, 1.8g glucosa, 8.5g 
Sacarosa, se afora a 100ml con agua y se esteriliza por filtraci6bn) durante 5 
min. Los embriones se lavaron 2 veces con BBT (TBS + 0.5% BSA + 0.05% tri- 
ton X-100) por 10 min cada uno a temperatura ambiente y en agitacion. El BBT 
se cambié y se incub6é 10h a temperatura ambiente en agitacién para permea- 
bilizar a los embriones. Una vez permeabilizados, se agregé el anticuerpo 
adecuado en la dilucién correcta en BBT. Los embriones se incubaron 12h en 
presencia del anticuerpo a 4°C en agitacién. Todos los pasos siguientes se 
hicieron a temperatura ambiente y en agitacién. Los embriones se lavaron 3 
veces en BBT por 15 min cada una, y después se lavaron 3 veces en TBST 
(TBS + 0.05% Tween) por 10 min cada una. Después de los lavados se agregé 
el anticuerpo secundario a la dilucién correcta en TBST y se incubé 3 h. Los 
embriones se lavaron 5 veces en TBST por 5 min y 3 veces en TBS por 10 min. 
En el caso de que los anticuerpos estén acoplados a fosfatasa alcalina, los 

embriones se lavan 3 veces mas en buffer de fosfatasa alcalina (100mM NaCl, 

100mM Tris base pH 9.5, MgCl, 5mM). Después de este ultimo lavado, se sub- 
StituyO con buffer de fosfatasa con substrato {Nitrobluetetrazolium 0.15mg/ml y 
BCIP 0.33mg/mi). El revelado se monitoreo en el microscopio de diseccién y la 
reacci6n se pardé con TBS (20mM Tris-HCl PH 7.5, 150 mM NaCi); los embrio- 
nes se lavaron por lo menos 3 veces con TBS antes de montar y almacenar. Es 
posible hacer transparentes a los embriones con salicilato de metilo mediante 
una deshidratacién con una serie de soluciones de etanol (50, 70, 80, 90 y 
100%). Una vez deshidratados, se substituye el etanol al 100% con salicilato 
de metilo y se montan en el mismo salicilato donde hay que verlos inmediata- 
mente. 
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2.11 Construccién de moscas transgénicas y rescate del Feno- 

tipo. 

Para la construccion del transgen, se inserté un fragmento Sail de 15Kb de la 

clona genémica 5D (ver Fig. 1) que contiene la regién codificante del gen 

hsp60, en el sitio Xhol del vector CaSpeR AUG b-gal, que contiene el gen white 

silvestre y los extremos del elemento P. Las moscas transgénicas fueron gene- 

radas utilizando el método de transformacién de la linea germinal mediada por 

la transposasa del elemento P (Spradling and Rubin, 1982). Embriones mu- 

tantes para el gene white de 1.5h de edad se descorionaron con hipoclorito de 

sodio al 3% por 5 min. Los embriones fueron orientados sobre una cinta adhe- 

siva de dos caras, deshidratados con dehidrita por un tiempo variable y cu- 

biertos con aceite “halocarbon” Hc-4.2. A estos embriones, se les inyecto entre 

el 1 y 2% de su volumen de la mezcla de transformacion (300mg/mI del vector 

de transformacién, 50mg/mi del helper, que contiene a la transposasa, en 5 mM 

KCl; 0.1mM PO,, pH 7.8). Las moscas macho que sobrevivieron al tratamiento 

(F,) Se cruzaron con hembras white virgenes y se seleccioné a la progenie (F,) 

que tenia ojos silvestres (rojos), producto de la complementacién del gen white. 

Para rescatar el fenotipo de los machos, se cruzaron hembras virgenes 

BPS°/FM6 o BP5*°7/FM6 con machos transgénicos; para el rescate de las 
hembras, se cruzaron los machos rescatados en la primera cruza, con hembras 

virgenes de ambos alelos. 

2.12 Caracterizacion morfoldgica y molecular de los alelos de 

la hspSO. 

Los alelos de la hsp60 con los que contamos en el laboratorio son letales en la 

etapa embrionaria en organismos homécigos (Bgatov, 1986; Zhimulev, 1987). 

Ya que estos alelos estan balanceados con el cromosoma FM6, se tienen 4 
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genotipos distintos: hembras heterdécigas (BP5/FM6), hembras FM6/FME, 

machos FM6 y machos BPS (hemicigos, con el cromosoma mutado y por lo 

tanto, mueren). Para determinar el efecto de estas mutaciones en la embriogé- 

nesis de Drosophila, se colectaron embriones de 0-24h de los diferentes alelos 

y se tifieron con DAPI (4,6- diamidino-2-fenilindol), de acuerdo al protocolo de 

Ashburner, 1989. 

Para el analisis molecular de estos alelos, se purifico DNA gendémico 

independientemente de 3 hembras heterdcigas y de una silvestre, para cada 

uno de los alelos (BP5™“/FM6, BP5**’/FM6 y BP5°*/FME6) y se utilizé como 

molde en reacciones de PCR con los oligos que flanquean la regién codificante 

de la hsp60. Las reacciones de amplificaci6n se hicieron en un termocilador 

Perkin Elmer 2400 y se utilizé fa enzima Expand High Fidelity PCR System 

(Boehringer Mannheim) de acuerdo a las instrucciones del fabricante, en un 

volumen de 50ml y a una temperatura de alineamiento (Tm) de 58°C. 

2.15 RT-PCR de hnRNA del alelo BP5S@3/EM6. 

Se purificO RNA heterogéneo nuclear de aproximadamente 100 moscas 

heterdécigas y de 100 hembras silvestres y se utilizé para sintetizar cDNA en un 

volumen final de reaccién de 20 en 1X de buffer de la primera cadena (50mM 

Tris-HCI, 75mM KCl, 3mM MgCl,, pH 8.3), 10mM DTT, 200 U de reverso trans- 

criptasa M-MLV (GIBCO-BRL), 200mM dNTPs, 2mM oligo aT... y 20 U de inhibi- 

dor de RNAsa (Amersham). La mezcila se incubé primero a 65°C por 5 min an- 

tes de agregar el DTT y fa enzima, después se incubé a 38°C por th. Se 

usaron 3p1 de estos cDNAs en reacciones de PCR, que se hicieron en la Perkin 

Elmer 2400, en buffer de Taq 1X (100mM Tris-HCI, 1.5mM MgCl, 50mM KCI, 

pH 8.3), 200mM dNTPs, 0.5mM de cada oligo especifico y 1.5 U de Taq 

polimerasa (Boehringer Mannheim). Las reacciones se incubaron a 95°C por 5 

min y a 58°C por 40 seg antes de agregar la Taq y luego se incubaron a 72°C 
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por un min, un ciclo. Posteriormente, las reacciones se dejaron a 94°C 30 seg, 
58°C 40 seg y 72°C por un min, 32 ciclos. Como control interno, se amplificé el 
transcrito ribosomal p49. Las reacciones se analizaron en geles de agarosa al 
2% en buffer de boratos 1X, se transfirieron a membranas de nylon y se hibri- 
daron contra las clonas de cDNA BP5-3 y de rp49 de acuerdo al protocolo de 
Sambrook et al, 1989. 

2.14 Analisis por Western blot de la Hisp60 de los alelos 

BPSF*O°/EMG y BPS°3/EMG y de OreR. 

Se homogenizaron aproximadamente 100 hembras heterdcigas de los alelos 
BP5"°/FM6 y BP5°°/FM6 y de 100 hembras OreR en presencia del buffer de 
homogenizacién, y se purificaron proteinas del extracto celular y del extracto 
mitocondrial de acuerdo al protocolo de Birnie (1972). Se normaliz6 la cantidad 
de proteina por Bradford y se separaron en un gel de acrilamida/SDS al 10%. 
Se transfirié a una membrana de nitrocelulosa para el andlisis por western biot 
ECL (Amersham). Se us6 una dilucién 1:1000 del anti-Hsp60 (StressGen), 
seguido del anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a_peroxidasa 
(Amersham). 

2.15 Andlisis por “primer extension” para determinar el sitio 

de inicio de la Iranscripcion y caracterizacion de la region 

promotora. 

Se purific6 RNA total de embriones de 0-4h de edad y se utilizé6 como molde 
para la sintesis del cDNA en la que se usé el oligo BP5-5'r1 quinado comple- 
mentario a los nucledtidos +101 a +124 de la secuencia mostrada en la Fig. 1C 
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(segundo articulo), de acuerdo al Protocolo de Sambrook et a/, 1987. Como 
control se uso el mismo RNA tratado con RNAsa antes de efectuar la reaccién 
de extensién. La secuencia realizada con el mismo oligo se utilizé como mar- 
cador de peso molecular: los productos se resolvieron en un gel desnaturali- 
Zante de acrilamida al 7%. 

Se secuenciaron 650 pb hacia 5’ del sitio de inicio de la transcripcién y 
se analizaron con el programa “Findpatterns” del GCG y con el programa TESS 
(Schug, 1997) para localizar las regiones regulatorias importantes para el con- 
trol del gen. 
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IIL. Resultados 

5.1 Clonacién y Secuencia del cDNA de la Asp50 de Drosophila 
melanogaster. 

Como se mencioné en ios antecedentes, la clona de cDNA BP5-3 se 
aisl6 de un banco de cDNA de ovario hecho por “random primer’, utilizando 
como sonda un fragmento Xhol de 4.5 Kb presente en la clona genémica 5D, 
en el cual habian varias inserciones del elemento P que afectan especifi- 
camente al gen BP5 (que codifica: para la Hsp60 de Drosophila). Cuando 
secuenciamos esta clona, nos dimos cuenta que no estaba completa en su ex- 
tremo carboxilo terminal, por io que buscamos la clona completa en un banco 
comercial (Stratagene) de cDNA de embriones de 2-14h de edad. Encontra- 
mos dos clonas que sobrelaparon con la clona BPS5-3 y analizamos la secuen- 
cia completa con el paquete de analisis de secuencias GCG (ver Fig. 6). Como 
puede verse a partir del alineamiento de la Fig. 5, la Hsp60 es una proteina 
muy conservada a io largo de la escala evolutiva, ademas, muchas de las sub- 
stituciones de aminodcidos son conservativas. En particular, la DmHsp60 pre- 
senta una identidad del 53.5% con GroEL y de 74.8% con la Hsp60 mitocon- 
drial de ratén. 

Este alineamiento muestra claramente la presencia del péptido sefal 
para la importacion de fa Hsp60 hacia mitocondria en las Hsp60 de los eu- 
cariontes, que no esta presente en E. coli. 

En la figura 5 se presenta de color azul ja lisina 3 que es crucial para el 
ensamblaje de las subunidades; en rojo, los aminoacidos necesarios para la 
union del polipéptido y de GroES con GroEL y en verde, el aspartico que esta 
involucrado en ia hidrdlisis del ATP. 
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Con el fin de conocer cuantas copias de este gen estan presentes en el 

genoma de Drosophila, se hizo un southern blot a alta y baja severidad de 

DNA gendémico digerido con EcoRI y Xhol independientemente, usando como 

sonda el fragmento EcoR/ de la clona BP5-3. En la Fig. 6 se ve una banda muy 

intensa que hibrida en ambas digestiones, en alta y baja severidad, por lo que 

concluimos que sdlo existe una copia de este gen. Sin embargo, en el filtro que 

se hibrid6 a alta severidad, se alcanza a ver otra banda menos intensa, lo que 

sugiere que haya otra copia dei gen en el genoma de la mosca. 

Alta severidad Baja severidad 

Gel 

Hibridacién    
Fig. 6. Southern blot gendmico a alta y baja severidad. 

1.y2. DNA gendémico de moscas OreR digerido con EcoRi y Xhol, respectiva- 
mente. 

3.y 4. CaSpeR/DmHsp60 digerido con EcoRi y Xhol, respectivamente. 

Las flechas en el Southern blot, sefialan la banda que corresponde al gen 
Dmhsp60. La banda mas tenue y de menor tamafio, que se observa en ambas 
digestiones, corresponde a {a otra copia del gen Aspéo. 
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5.2 Determinacién del patron de expresion del gen hsp40. 

Debido al fenotipo pleiotrépico que presenta el gen de la hsp60 (Bgatov, 
1986; Zhimulev, 1987), era importante conocer en qué momento se expresa 
durante el desarrollo del organismo. Para esto se purificé RNA total de embrio- 
nes de todas las etapas del desarrollo, larvas, pupas, hembras y machos, y se 
hibridé contra la clona de cDNA BP5-3. Encontramos un transcrito de aproxi- 
madamente 2.5 Kb, muy abundante en embriones de 0-4h de edad (Fig. 4, 
primer articulo), que es posible detectarlo en etapas tardias del desarrollo, ex- 
poniendo mas tiempo el filtro. Esto resulté interesante ya que hizo evidente que 
habia una diferencia en la cantidad del mRNA durante el desarrollo de la mos- 
ca. 

Como se mencioné en la introduccion, este gen no habia sido descrito 
antes en Drosophila porque no se formaban “puffs” en la zona donde mapea. 
Sin embargo, sabiamos que hay genes Asp60 que se inducen por calor en 
otros organismos (E. coli, levaduras y plantas) por lo que era interesante verifi- 
car si el gen de ia Asp60 era inducible en Drosophila. Para ello, se purific6é RNA 
total de embriones de 0-4h y de 4-8h (este ultimo como control, ya que sabe- 
mos que el transcrito es mas abundante en las primeras 4h del desarrollo). Al 
cabo de las 4 y 8h correspondientes, a una parte de los embriones se jes did 
un choque térmico media hora a 37°C e inmediatamente después se purificd el 
RNA total de las 4 muestras. Estas se separaron en un gel desnaturalizante con 
formaldehido al 37%, se transfirieron a una membrana de nylon y se hibridaron 
con la clona BP5-3. Como se observa en la Fig. 7, no hay diferencia en la can- 
tidad de transcrito antes y después del choque térmico en el RNA de embriones 
de 0-4h ni de 4-8h. Esto indica que el transcrito no es inducible con calor, Io 
que explica que no se haya visto la formacién de puffs en la zona donde 
mapea este gen, en las células en cultivo sometidas a estrés térmico en Droso- 

Phila (Mckenzie, 1977). 
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Fig. 7. Northern blot de embriones sin y con choque térmico. 
1. RNA total de embriones de 0-4h sin choque térmico. 
2. RNA total de embriones de 0-4h con choque térmico. 
3. RNA total de embriones de 4-8h sin choque térmico. 
4. RNA total de embriones de 4-8h con choque térmico. 

Las bandas que se ven en el gel corresponden a precursores de RNA, 
RNA poly A‘, y RNAs de alto peso molecular. La felcha en el gel sefiala la locali- 
zacién del transcrito de 2.5Kb que corresponde al gen hsp6o. 

5.3 Expresion y distribucién de la proteina Hsp60 durante el 
desarrollo embrionario. 

En eucariontes, la proteina Hsp60 se localiza en el estroma de los cloro- 

plastos y en la matriz mitocondrial, donde ayuda a otras proteinas a adquirir su 

conformacién nativa. El alineamiento de la DmHsp60 con las Hsp60 de dife- 

rentes organismos, mostro la mayor identidad con la Hsp60 mitocondrial de 

raton. En este contexto, hicimos un fraccionamiento subcelular de embriones 

de 0-16h. En experimentos de Western biot, utilizamos un anticuerpo mono- 

clonal comercial (Sigma), que reconoce un epitope presente en muchas Hsp60 

de distintos organismos, y que también esta presente en la Hsp60 de Droso- 

phila. Este anticuerpo reconocié una banda de aproximadamente 60Kda enri- 

quecida en la fraccién mitocondrial (Fig. 5A y 5B, primer articulo). 
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Nosotros habiamos observado que el transcrito de la Asp60 no se in- 

ducia por calor, pero cabia la posibilidad de que la proteina si se indujera, por 

lo que hicimos un Western blot de extractos mitocondriales de embriones de 0- 

16h de edad con y sin choque térmico, y como control, se purificaron extractos 

mitocondriales de levaduras con y sin choque térmico. Se cargaron Sug de 

proteina en cada carril, normalizada mediante el ensayo de Bradford (Fig. 8). 

MUM 1 2 3 4 

  

Fig. 8. Western blot sin y con choque térmico. 

1 y 3. Extractos mitocondriales de levaduras y embriones, respectivamente, con 
choque térmico. 
2 y 4. Extractos mitocondriales de levaduras y embriones respectivamente, sin 
choque térmico. 

Como puede observarse en esta figura, hay un aumento en la cantidad 

de proteina inducida por calor en los extractos mitocondriales de levadura, con 

respecto a los no inducidos (comparar los carriles 1 y 2); esta diferencia no se 

observa en los extractos mitocondriales de Drosophila, lo cual sugiere que la 

DmHsp60 no es inducible por calor. 

Para conocer ia distribucién de la proteina DmHsp60 durante el desa- 

rrollo de la mosca, utilizamos el mismo anticuerpo comercial en experimentos 
de inmunotincién con embriones de 0-16h de edad, ya que después de este 

tiempo los embriones se vuelven impermeables debido a la deposici6n de la 
cuticula (Figura 6, primer articulo). 
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Se pudo observar que en embriones muy tempranos (estadio 1-2, Fig. 

6A), la proteina esta distribuida uniformemente a todo !o largo del embridn, 

probablemente debido a herencia materna (en este momento aun no hay trans- 

cripcién somatica en el embridn). En el estadio de blastodermo celular (estadio 

5, Fig. 6B), la mayor parte de la proteina se localiza en las células recién for- 

madas y se concentra en las células polares. En el estadio 6-7 (Fig. 6C), la tin- 

cion aparece en el epitelio donde se generara el surco cefalico, en la region 

que generara ia amnioserosa y en las células polares que en ese momento 

han iniciado la migracién hacia la parte interior del embridn. En los siguientes 

estadios (11-13, Fig. 6D) la mayor tincién ocurre en la amnioserosa y en el sis- 

tema de la traquea. Estos resultados muestran que la distribucién de la pro- 

teina es muy dinamica durante el desarrollo de la mosca y que aparentemente, 

hay células que presentan una mayor cantidad de mitocondrias y por ende,una 

mayor cantidad de proteina respecto a otras. 

5.4 Rescate del Fenotipo de letalidad mediante moscas transgénicas. 

Los alelos con que contamos en el laboratorio son el resultado de una 

mutacién puntual causada por la alimentacién de las moscas con EMS (etil 

metano sulfonato), un agente alquilante que produce transiciones de TA a CG 

en el DNA (Ashburner, 1989). Zhimulev ef al. (1987), demostraron que la letali- 

dad para estos alelos era en la etapa embrionaria. Dado que estos alelos estan 

balanceados con el cromosoma FM6, sdlo un 25% de la progenie muere’. 

Para rescatar el fenotipo de letalidad embrionaria de estos alelos, se mi- 

croinyectaron embriones white con el fragmento de aproximadamente 15Kb de 

la clona genomica, en la que estaba presente la regién codificante de ja 

  

" Un cromosoma balanceador (‘balancer’) tiene por lo menos tres inversiones grandes, que evitan que pueda recombinar con 
su homdlogo, Normalmente es letal cuando es homédcigo y tiene marcadores dominantes, de manera que cuando se cruza 
una ondiente, toda la progenie que lleva jos marcadores del balancer, es heterdciga para la mutacin de interés y ésta no 
puede ser reparada, ya que el cromosoma mutante no puede recombinar con el balancer. De la misma manera, ia progenie 
derivada de la linea mutante balanceada, que no tenga los marcadores del balancer, es homéciga para ei gen de interés 
(Greenspan, 1997). 
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DmHsp60. Por experimentos de Northern blot, sabiamos que no habia ningtn 

otro transcrito hacia 3’ del gen hsp60 que pudiera estar presente en el frag- 

mento (ver Fig. 1). Las moscas transgénicas se cruzaron con dos de los alelos 

con que contamos: BP5“/FM6 y BP5**”’/FM6 y se rescataron machos y hem- 
bras homécigos para la mutacién, que fueron viables y fértiles. Los marcadores 

fenotipicos que se utilizaron en la mutagénesis del cromosoma X: “miniature” 

(alas pequefias) y “forked” (defectos en las macroquetas), fueron visibles en las 

moscas rescatadas. Esto demuestra que el fragmento de 15 Kb de la clona 

genémica es suficiente para rescatar al fenotipo letal del locus /(1)10Ac. 

5.5 Analisis Fenotipico y molecular de los alelos BPS5'5/FM6, 
BP5S**0°/FM6, BPS57/EMG y BPS&?3/FEM6. 

El alelo BP5°"/FM6 es debido a la insercién del elemento P en el frag- 
mento Xho! de 4.5Kb de la clona genémica donde se localiza la unidad de 

transcripcién de la Asp60. Se trata de un alelo letal hipomorfico? ya que la 

viabilidad de las hembras hemicigas (que sdlo tienen una dosis del alelo mu- 

tante) esta reducida y se aumenta a temperaturas por arriba de los 25°C. Los 

machos y las hembras homécigas para esta mutacién sobreviven a todas las 

temperaturas, no presentan anormalidades morfoldgicas y son fértiles, pero 

mueren en presencia de una deficiencia en la regién (Pokholkova, 1991). 

Para confirmar que la insercién del elemento P, realmente afectaba la 

transcripcién del gen hsp60, se purifics DNA gendmico del alelo BP5°"5/EM6 y 
sé uso como substrato en reacciones de PCR, con los diferentes oligonuclesti- 

dos utilizados para secuenciar el cDNA de la hsp60 y con el oligonucledtido de 

las secuencias repetidas invertidas del elemento P. De todos los oligonuclesti- 

° Las mutaciones hipomérficas producen una pérdida parcial de 1a funcién. A nivel molecular, consisten en lesiones que reducen 
el nivel o la eficiencia de la proteina. Esto puede ocurrir a nivel de transcripcion; las inserciones de elementos transponibles, 
frecuentemente reducen la transcripcién al interrumpir regiones §' no traducidas. También, como consecuencia de mutacio- 
nes sin sentido o mutaciones de pérdida de sentido, puede ocurrir una disminucidn en la cantidad o en la acttividad de la pro- 
teina (Greenspan, 1997). 
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dos que se probaron, sdlo 4 amplificaron un producto en combinacién con el 

oligonucledtido P. Estos fragmentos amplificados se hibridaron con la clona de 

cDNA BP5-3, para corroborar que dichos productos realmente contuvieran 

secuencias homdlogas a hsp60. Dado que el tamafio de las bandas amplifi- 

cadas fue mayor del esperado, nos hizo suponer ia presencia de un intrén de 

aproximadamente 3Kpb en la regién 5’ de! gen y que la insercién del elemento 

P estaba localizada dentro del intron. Secuenciamos entonces los fragmentos 

amplificados con el oligonucledtido especitico y el oligonucledtido P y pudimos 

determinar que el intrén esta localizado justo antes de la metionina inicial. La 

secuencia a partir del oligonucleétido P, es decir, la secuencia del intrén 

(aprox. 500 pb) no presenta ningtin marco de lectura abierta en los 3 marcos 

posibles, lo que indica que en esa regidn no se encuentra ningun otro gen y 

que Ia letalidad debida a ta insercidn de! elemento P es debida a que éste esta 

afectando el procesamiento correcto del intron 5’ (Fig. 7, primer articulo). 

Como se mencioné en el inciso anterior, los alelos BP5* 409/F M6, 

BPS*’/EM6 y BP5°/FM6 son debidos a mutaciones puntuales inducidas por 
EMS. La tincién con DAP! de embriones de 0-24h de edad de los alelos 

BPS*°/FM6 y BP5**’/EM6 muestra que los embriones mueren tempranamente 
en el desa-rroilo, son amorfos, sin gastrulacién y los ndcleos estan distribuidos 

al azar (Fig. 1, primer articulo). El mismo fenotipo se observa en los embriones 

teflidos con DAPI del alelo BP5°°/FM6 (Kozlova, comunicacién personal). Este 
dato indica que la proteina DmHsp60 es esencial desde etapas tempranas en 

el desarrollo de la mosca. Este fenotipo de muerte temprana hace muy dificil 

trabajar con organismos homécigos; es por esta razén que la caracterizacién 

molecular de estos tres alelos fue hecha con moscas adultas heterécigas para 

la mutacin. 

Como una primera aproximacién y con el propésito de relacionar el 

fenotipo observado con el sitio donde se localiza la mutacién, se purificé DNA 

gendomico independientemente, de 3 hembras heterécigas de cada uno de los 

alelos y de una hembra silvestre, y se utilizé como molde en reacciones de 

PCR para amplificar la regién correspondiente a la proteina DmHsp60, usando 
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oligos que flanquean dicha region. Posteriormente, se secuencidé el fragmento 

correspondiente. 

En el caso del alelo BP5™’/FIM6, no encontramos ningun cambio en la 

region codificante en las hembras heterdécigas con respecto a la silvestre. Este 

dato nos sorprendié en un principio, sin embargo, al revisar las moscas nos 
dimos cuenta que la poblacién ya no tenia los marcadores del cromosoma bal- 
anceador y que el fenotipo era silvestre, por lo que probablemente se habia se- 
cuenciado el cromosoma silvestre. 

En el alelo BP5**°/FM6 encontramos una transicién de C a T, que da 
como resultado el cambio de la serina 154 por una jeucina en la proteina. Este 

@s un aminoacido muy conservado, que esta localizado entre las a-hélices E y 

F de la estructura reportada para GroEL (Xu et al, 1997). Como GroEL y la 
DmHsp60 presentan un 54% de identidad a lo largo de toda la protefna, se 
hizo un modelaje por homologamiento de la DmHsp60 silvestre y la 
DmHsp60™, en el laboratorio del Dr. Segovia, para determinar si este cambio 
podia producir una modificacién en la estructura de la proteina. Sobreponiendo 

las estructuras de la proteina silvestre y de la mutante, observamos una distor- 
sién en la estructura de la mutante, con respecto a la silvestre, a partir del sitio 
en que se localiza la mutacién, que afecta el dominio ecuatorial donde esta el 

sitio catalitico (Fig. 2A, segundo articulo). Esta distorsién a su vez, provoca un 
incremento en la distancia de los enlaces entre el ADP y sus aminoacidos cer- 
canos (Fig. 2B, segundo articulo). 

Cuando se secuencié la regién codificante del atelo BP5°"/FM6, no se 
encontré ningun cambio en las hembras mutantes con respecto a la silvesire, 
sin embargo, era posible que en este caso, la mutacin puntual estuviera en 
otra parte del gen que no fuera la codificante. Para contestar a esta pregunta, 
se hizo un RT-PCR de RNA Poly At de hembras heterécigas y silvestres y no 
observamos diferencia en la cantidad de transcrito. Esto podia deberse a que 

el RNA que estabamos observando, era el que se habia acumulado. Cuando 
hicimos este mismo experimento usando hnRNA (RNA heterogéneo nuclear), 
vimos una reduccién del 50% (por medio de una densitometria) en la mutante 
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respecto a la silvestre. Esta diferencia no se vid con p49, el control interno (Fig. 
3A, segundo articulo). 

Aun cuando nosotros observamos una disminucién del 50% en la canti- 
dad del transcrito, era importante saber si esto mismo sucedia a nivel de pro- 
teina en esta mutante. Por ello, se hizo un Western blot de extractos totales y 

mitocondriaies de hembras BP5°%/FM6, hembras BP5*/EM6 y de hembras 
silvestres. En este experimento tampoco vimos una diferencia significativa en la 
cantidad de proteina entre las tres distintas muestras, lo que concuerda con lo 
observado en el RT-PCR de RNA Poly A’ (Fig. 3B, segundo articulo). Este re- 
sultado indica que atin cuando un defecto en el procesamiento, en la estabili- 
dad 0 en la sintesis del mRNA de la hsp60 (que son las posibles causas de que 
observemos Ia mitad del transcrito) parece ser la causa de la muerte temprana 
en organismos homocigos, las moscas heterécigas compensan de alguna ma- 
neva la falta de ia mitad de transcrito, acumulandolo para tener la cantidad ne- 
cesaria de proteina para sobrevivir. 

5.6 Organizacidn gendémica del gen Dmhsp60 y caracterizacion 
de la region promotfora. 

Cuando amplificamos la region codificante de tos alelos por PCR, anaili- 
zamos los productos amplificados en un gel de agarosa al 1% y secuenciamos 
la banda correspondiente. Encontramos un intrén en el extremo 3’ de 63 pb, 

116 codones antes del codén de stop, de manera que ei gen Dmhsp60 esta 
formado por tres exones y 2 intrones. El primer exon contiene la regién 5’ no 
traducida (5’ UTR), después se encuentra el intrén de aproximadamente 3Kb, 
el segundo exon (que contiene la mayor parte de la secuencia codificante del 
gen), que a su vez esta interrumpido por el intrén de 63 pb y el tercer exon que 

contiene ei resto de la regién codificante, asi como la region 3’ no traducida (3’ 
UTR) (Fig. 1A, segundo articulo). 
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Para caracterizar la regién promotora del! gen, usamos como templado el 

fragmento gendémico de 15Kpb clonado en el vector CaSpeR (que se us6 para 

el rescate del fenotipo de letalidad de los alelos, por lo que la region de control 

debia de estar completa) para secuenciar la zona de control 5’. Asi mismo, para 

determinar el sitio exacto de inicio de la transcripcién del gen, se hizo un ex- 

perimento de “primer extension”, usando un oligonuctedtido localizado en +102 

de la secuencia mostrada en la Fig. 1C (segundo articulo), que produjo un pro- 

ducto de 102 nucledtidos (el sitio de inicio esta marcado como +1 en la misma 

figura e indicado con una flecha). Las 625 pb que se secuenciaron arriba del 

sitio de inicio de la transcripcién, se analizaron con el programa “findpatterns” 

del GCG y con el programa TESS para localizar las zonas regulatorias del gen. 

Asi, la caja TATA se localiz6 a -37pb, la putativa caja CAAT en -139 pb y un si- 

tio putativo de Oct-1 en -225 del sitio de inicio de la transcripcién. Con estos 

Programas no fue posible encontrar ninguna secuencia de respuesta a choque 

térmico en la regién de control del gen Dmhsp60, lo que concuerda con 

nuestros datos acerca de que ni el transcrito, ni la proteina, son inducibles por 

calor. 
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IW. Discusién 

En este trabajo, se presenta la caracterizacién genética y molecular del 

gen Dmhsp60. Cuando iniciamos este proyecto, contabamos con una clona 

genémica (clona 5D), una clona de cDNA (clona BP5-3), dos alelos por EMS 

letales en embriogénesis (BP5°/FM6 y BP5"*7/FIM6), y un alelo resultante 
de la insercién de un elemento P (BP5°"/FM6), y por supuesto que no 

sabiamos para qué codificaba dicho gen. Por experimentos de genética 

(Bgatov, 1986; Pokholkova, 1991; Zhimulev, 1987), sabiamos que este gen 

estaba localizado en el cromosoma X de Drosophila, en la regién 10A4-5 

(Fig. 2, primer articulo) y que presentaba un fenotipo muy pleiotrépico ya que 

mutaciones en esa regién causaban letalidad en diferentes momentos du- 

rante el desarrollo y habian alelos termosensibles. En 1994, Kozlova y co- 

laboradores, aislaron la clona genémica mediante una caminata cro- 

mosémica, y posteriormente, la clona de cDNA con fa que comenzamos la 

caracterizacién molecular del gen. 

Como ya se menciond, desde las primeras 300 bases secuenciadas, 

encontramos una alta homologia con Asp60 de diferentes organismos. 

Las Hsps en Drosophila se descubrieron porque choques térmicos in- 

ducen la formacién de puffs en algunas regiones (cromosomas 2 y 3) de los 

cromosomas politénicos de glandulas salivaies de larvas de tercer instar 

(Ashburner, 1970; Ritossa, 1962). Esto mismo se observ con células en cul- 

tivo (Echalier, 1997; Mckenzie, 1977). Sin embargo, estos puffs no se forman 

en la regién donde mapea el gen de la Dmhsp60 (cromosoma X) y por Jo 

tanto, este es el primer reporte sobre la caracterizacién molecular de la 

DmHsp60. 

39



Dada su funcién como chaperonas moleculares, los genes de las Hsps 

en Drosophila son constitutivos, muchos de ellos se inducen por calor a dife- 

rentes niveles (Ashburner and Bonner, 1979; Echalier, 1997), y algunos par- 

ticipan durante el desarrollo embrionario (Haas, 1990). Una caracteristica 

comun de estos genes en Drosophila es que no poseen intrones, con excep- 

ci6n de la hsp8&3 (Echalier, 1997), lo que es importante para responder rapi- 

damente ante situaciones de estrés térmico. 

La secuencia de la DmHsp60 presenta un 53.5% de identidad a lo largo 

de la proteina con GroEL, y de entre el 55 y el 75% con otras Hsp60 de eu- 

cariontes. La maxima identidad (74.86%) es con la Hsp60 mitocondrial de 

raton (Fig. 5). Todas las Hsp60 mitocondriales en eucariontes estan codifi- 

cadas en el nucleo y presentan un péptido sefial rico en aminoacidos basicos 

e hidroxilados en el extremo amino terminal, que sirve para su importacién 

hacia el organelo. Este péptido sefial también esta presente en las Hsp60 de 

cloroplastos (aunque no esta tan conservado), pero no se sabe si su funcién 

es también para la importacién hacia el organelo (Gupta, 1995). 

En el Southern blot gendémico, nosotros observamos una banda intensa 

a baja y alta severidad, al hibridar con la clona BP5-3, también vimos una 

banda mas tenue y de menor tamafio, mas evidente en la membrana que se 

hibridé a alta severidad (ver Fig. 6), que pensamos que podia ser algo 

inespecifico, por lo que concluimos que sélo habia una copia del gen de la 

Asp60 en el genoma de Drosophila melanogaster. Sin embargo, a principios 

de este afio, al hacer una comparacion de la secuencia de la regién codifi- 

cante de la DmHsp60 (“blast”) contra todo el genoma de Drosophila, encon- 

tramos que habia otro posible gen hsp60 localizado en el cromosoma 2L, que 

tiene una homologia del 77% a nivel de nucleétidos con el gen Dmhsp60 y 

una identidad a lo largo de toda la proteina de 80%. En la Figura 9 se mues- 

tra un alineamiento entre estas dos proteinas. 
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i 50 

Hsp60Dm  ~mwr nnn err on] MFRLPVSL ARSS. ISRQL AMRGYA. -KD 

HSp60P 2 ~—~nn enn Smee MRMPRYTNTL ORTAKISHVL WARNYA. -KD 

§1 i100 

Hep60bm VREGPEVRAM MLOGVDVLAD AVAVIMGPKG RNVITEQSWG SPKITKDGVT 

Hsp60P1 VRFGPEVRAM MIQGVDVLAD AVAVIMGPKG RNVILEQSWG SPKITRDGVT 

101 150 

Hsp60Dm VAKSIELKDK FQNIGARLVQ DVANNTNEZA GDGTTTATVL ARAIAKEGFE 

Hsp60Pi VAKSIALRKDK FONIGAKLVQ DVANNTNEEA GDGITTATVL ARALAKEGFE 

151 200 

Hsp60Dm KISKGANPVE IRRGVMLAVE TVKDNLKIMS RPVSTPEEIA QVATISANGD 

Hsp60P1 KISRGASPVE IRRGVMLAIZ TVKDNLRRLS RPVNEPEEIC QVATISANGD 

201 250 

Hsp60Dm QAIGNLISEA MEKVGRDGVI TVKDGKTLID ELEVIEGMRY DRCYISPYFI 

Hsp60P1 KSVGNLISEA IXKVGRDGVI TVKDGKTLCD ELEVIEGMKF DRGYISPYFI 

251 300 

Hsp60Dm NSSKGAKVEF QDALLLLSEK KISSVQSIIP ALELAKSQRK PLVITAEDID 

Hsp60Pi1 NTSKGAKVEF QDALLLFCEK KIKSAPSIVP ALELANAGRK PLVIITARDIE 

301 350 

Hsp60Dm GEALSTLVVN RLKIGLOVAA VKAPGFGDNR KSTLIDMAIA SGGIVFGDDA 

Hsp60P1 AEALSTLVVN RLKVGLOVCA VKAPGFGDNR KENLMDMAVA TGGIVFGDEA 

351 400 

Hsp60Dm CLV LEDVKY SDIGOVGEVV ITKDDTLLLK GKGKKODVIR. RANOIRTKIE 

Hsp60P1 ‘“2iVRLEDIKM SDFGRVGEVV VSKDDIMLLK GRGOKAEVEK RVEGLREAIK 

401 450 

Hsp60Dm ©.TTSEYEKE KIQERLARLA SGVALLRVGG SSEVEVNEKE DRVHDALNAT 

Hsp60P1 +*.STSSYEKE KMOERLARLS SGVALLRVGG SSDVEVSERF. DRVIDALNAT 

451 500 

Hsp60Dm RAAVEEGIVP GGGTRLVRLI EXLEGVETIN EDQULGVEIY RRASRMPCMT 

Hsp60P1 RAAVEEGIVP GGGTALLRCI OKLNDLKGAN EDQNMGIEII RRALRMPCLT 

501 550 

Hsp60Dm IAKNAGVDGA MVVAKVENZA GD. . .«YGYDA LKGEYGNLIE ¥GIIDPTRVV 

Hsp60P1 IAKNAGVDGA MVVAKVEILD GD.. -¥GYDA LAGEYGNMIE =GIIDPTRVV 

551 600 

Hsp60Dm RTAITDASGV ASLLTTAEAV VIET PREDGA P,.AMPGMGG MGGMGGMGGM 

Hsp60P1 RTAISDAAGV ASLLTTAEAV VIELPLEEAA AAGAAAGLGA LGGM .GMGGM 

601 

Hsp60Dm GGri: 

Hsp60P1l GMcl 

Fig. 9. Alineamiento entre la DmHsphO y la Hsp60PI. 

En esta figura, se indican con color azul los aminodcidos que difieren so- 

lamente entre la proteina DmHsp60 y la que denominamos Hsp60P1 de Droso- 

phila melanogaster y en color magenta, los aminoacidos que estan presentes en 

el epitope que reconoce el anticuerpo utilizado en los experimentos de Western 

blot y de inmunocitoquimica. 

  

Sabemos que un grupo en Inglaterra tiene una mutante debida a la in- 

sercion de un elemento P que mapea en la zona donde esta el otro gen de la 

hsp60, que causa esterilidad en machos. Estos datos indican que ciertamente 

en el genoma de Drosophila hay dos copias del gen Asp60 (esta segunda 
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copia corresponderia a la otra banda que se observé en el Southern biot 

genomico) y que el gen que esta localizado en el cromosoma 2L (25E6) tam- 

bién se expresa, ya que la mutacién da un fenotipo (ver adelante). Este gen 

no contiene ninguno de los dos intrones presentes en el gen Dmhsp60, pero 

no sabemos si tenga algun intrén en otro lado. Es posible que en la evolucién 
de Drosophila el gen hsp60 sin intrones, se haya duplicado y que después 

de esta duplicacién la copia que denominamos Dmhsp60 haya adauirido los 

intrones (como sabemos, este es un gen de herencia bacteriana y por jo 

tanto, no debiera tener intrones). 

Como se observ en la figura 9, las dos Hsp60 presentes en Drosophila, 

tienen una identidad de 80% a Io largo de toda la proteina, sin embargo, a 

partir de los datos representados en la Tabla |, es claro que la proteina que 

tiene mayor identidad con las Hsp60 de otros organismos, es la que se ca- 
racteriz6 en este trabajo (aunque las diferencias en algunos casos son muy 
pequefias). Este dato parece ser contradictorio ya que se podria decir que el 
gen Dmhsp60 no es una chaperonina tipica, debido a la presencia de in- 

trones y a que no es inducible por calor. Hasta el momento, no sabemos si la 

otra copia tiene intrones ni si es inducible por calor (aunque por lo datos de 

Ashburner, 1970, tampoco hay formacién de puffs en la zona donde mapea 

este otro gen cuando se da un choque térmico). 

42



  
Tabla | 

Porcentaje de identidad dei producto de cada una de las copias 
del gen de la Hsp60 presentes en el genoma de D. melanogaster 

con Hsp60 de otros organismos. 

  

DmHsp60 Hsp60P1 

  

GroEL 9 9 Ecat 53.5% 52.6% 

Hsp60 57.4% 55.9% levadura 

Hsp60 9 iY Arabidopsis 57.86% 57.65% 

Hsp60 74.86% 74.7% ratén 
  

Como se pudo ver en el alineamiento de ta figura 9, el epitope que esta 

presente en el anticuerpo que utilizamos en el Western blot y en ja inmuno- 
citoquimica, esta igualmente presente en esta otra proteina, por lo que en 

nuestros experimentos, es posible que se estén reconociendo ambas pro- 

teinas. Esto, sin embargo, puede ocurrir ain usando anticuerpos generados 
especificamente contra un antigeno determinado. 

A pesar de haber otra copia del gen de la hsp60 en el genoma de Dro- 
sophila, nuestro experimento del rescate del fenotipo de letalidad de los 
alelos BP5™’/FM6 y BP5**”/FM6, con el fragmento genémico de 15Kpb (que 
contiene a la regién codificante del gen), confirman que el locus /(1)10Ac 
codifica para la Dmhsp60. Asi mismo, el analisis molecular del alelo 
BP5°"/FM6, cuyo tetalidad es debida a la insercién del elemento P en el in- 
trén 5’ del gen Asp60, apoya este dato. 

Todos estos resultados y observaciones apuntan a que el gen hsp60 
(aparentemente ninguna de las dos copias) no es inducible por calor en Dro- 
sophila. Es de llamar la atencion que {a otra copia del gen hsp60 no rescate 
el fenotipo de letalidad embrionaria de los alelos que se caracterizaron en 
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este trabajo, dado el alto porcentaje de identidad con la DmHsp60. Es pro- 

bable que ambas proteinas tengan funciones diferentes o que participen en 

momentos distintos durante el desarrollo de la mosca (lo que podria explicar 

el por qué la otra copia no rescata el fenotipo de !etalidad en nuestros alelos), 

puesto que presentan fenotipos diferentes: la Hsp60P1 provoca esterilidad en 

machos, mientras que la DmHsp60 tiene un fenotipo pleiotrépico ya que hay 

mutaciones que afectan diversas etapas del desarrollo embrionario (Zhimulev 

et al., 1987; Bgatov et al., 1986). 

Como ya se dijo, en este trabajo se describié la organizaci6n gendmica 

del gen Dmhsp60. Esta formado por 2 intrones y por 3 exones. El primer exon 

contiene fa regién 5'UTR, después esta el intrén 5’ de ~3Kpb, el segundo 

€xon que contiene fa metionina inicial y que esta interrumpido por el segundo 

intrén de 63pb, y el tercer exon que contiene los 116 codones restantes y el 

3'UTR. 

E! mRNA del gen es mucho mas abundante en embriones de 0-4h de 

edad. En estadios posteriores, el transcrito es detectable exponiendo mas 

tiempo la membrana, al igual que en hembras y machos adultos. Esto indica 

que los niveles del mRNA estan regulados durante el desarrollo del orga- 

nismo. También quiere decir que la mayor parte de este transcrito es debida a 

la transcripcién cigética que inicia a tos 80 min de desarrollo, después de la 

formacién de las células polares, mas que por contribucién materna. Todo 

esto sugiere que la proteina que se produce en las primeras etapas del de- 

sarrollo es muy estable y que se mantiene en los siguientes estadios. Estos 

datos concuerdan con fa letalidad temprana de los organismos homécigos de 

ios alelos descritos, ya que los embriones provienen de madres heterdcigas. 

En el caso del alelo BP5™°/FM6, la letalidad es probablemente debida a 

que la mutacion cambia una serina por una leucina (mas voluminosa), lo que 

distorsiona el dominio ecuatorial de la proteina. En este dominio esta ubicado 

el sitio catalitico, asi como el extremo amino terminal, que es esencial para ei 

ensamblaje de las subunidades. Entonces, es probable que en los homéci- 
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gos, la proteina ni siquiera se llegue a ensamblar, pero los heterdécigos pue- 

den sobrevivir con el 50% del producto, esto indica que la proteina mutante 

no es toxica para el funcionamiento adecuado de la DmHsp60. En cuanto al 

alelo BP5°°/FM6, no encontramos la mutacién puntual en la regién codifi- 

cante, pero el RT-PCR con hnRNA mostré una reduccién de! 50% en fa canti- 

dad de transcrito en la mutante con respecto a la silvestre, que no se vid 

cuando se hizo el mismo experimento con RNA Poly At. Asi, los embriones 

homscigos mueren por la falta de transcrito y por tanto de la proteina, antes 

de la gastrulacién (lo que coincide con el tiempo en que el transcrito es mas 

abundante). En cambio, los heterdécigos pueden sobrevivir porque acumulan 

el transcrito, lo que se comprob6é mediante el RT-PCR con RNA Poly Aty con 

e! Western blot de las mutantes (Fig 3, segundo articulo). Ambas mutaciones 

pueden considerarse nulas, ya que una afecta la produccién o la estabilidad 

del mRNA y en la otra se produce una proteina no funcional. 

Hay dos posibilidades para explicar la reduccién en la cantidad de trans- 

crito que se observa en los heterdécigos del alelo BP5°"/FM6: a) que la mu- 
tacién esté en la regién 5’ regulatoria y que por tanto esté afectando la pro- 

duccién del transcrito. En este sentido, se sabe que substituciones de una 

sola base en ia caja TATA disminuyen la cantidad de transcrito; la caja CAAT 

también juega un papel muy importante en determinar la eficiencia de! pro- 

motor (Lewin, 1994). b) que la mutacién esté en el 3'UTR, en particular en la 

sefal de poliadenilaci6n (AAUAAA), que se localiza entre 11 y 30 nucledtidos 

arriba del sitio donde se agrega el poly A‘. Una mutacién o delecién de esta 

secuencia, que esta muy conservada, evita que se genere el poly At y por fo 

tanto, afecta la estabilidad del mRNA (Lewin, 1994). 

Para contestar esta pregunta, secuenciamos la region promotora de las 

mutantes, aprovechando que ya conociamos la secuencia de esta regién en 

la silvestre. Para ello, se purific6 DNA genémico de 3 hembras heterécigas 

independientemente, de los alelos BP5“°/FM6 y BP5™°°/FM6 y de una hem- 

bra silvestre y se us6 como molde en un PCR para amplificar aproximada- 
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mente 430 pb que incluyen el sitio de inicio de la transcripcién, la caja TATA, 
la caja CAAT y el sitio Oct-1. Amplificamos la regién en ambas mutantes para 
corroborar que si encontrdbamos alguna diferencia, ésta fuera debida a Ja 

mutacion y no a un polimorfismo del cromosoma en el que se hizo la mutagé- 

nesis. Cuando secuenciamos los fragmentos amplificados, no encontramos 

ningun cambio en las cajas de regulacién ni en ningun sitio de esta regién, 

por lo que la mutacién puede estar en un enhancer o en la sefial de polia- 

deniiacién que no secuenciamos. 

Nuestros experimentos de inmunocitoquimica demuestran que la canti- 

dad y la distribucién de la proteina DmHsp60 es muy dindmica durante el de- 

Sarrollo de la mosca. En algunos casos, coincide que hay una gran cantidad 

de proteina en células que estan migrando, como las células polares o las del 

surco cefalico, aunque hay casos en los que esto no coincide y entonces 

puede deberse a que esas células que presentan una mayor tincién para la 

Hsp60, estan mas activas metabdlicamente, o presentan una mayor cantidad 

de mitocondrias. Esto es muy factible, ya que la Hsp60 participa en el ensam- 

blaje de muchas proteinas que son importantes para la funcién mitocondrial, 

asi como de si misma. En este sentido, se ha reportado que un defecto en Ja 
importacién de la Hsp60 hacia la mitocondria o una deficiencia en su funcién, 

causan en humanos el sindrome de Ja encefalomiopatia asociada a una aci- 

dosis lactica (Agsteribbe et al., 1993; Huckriede and Agsteribbe, 1994). En 

este sindrome, se afectan sobre todo el cerebro, los pulmones, el corazon y el 

higado, lo que indica que hay tejidos que son mas sensibles a una falta oO 

defecto de la Hsp60 y que por Io tanto, los requerimientos de esta proteina no 

son los mismos para todas !as células. 

Como se mencioné mas arriba, en los experimentos de choque térmico 

de células en cultivo o de glandulas salivales de larvas de tercer instar, no se 

observ6 la formacién de puffs en la regién donde mapea el gen Dmhsp60 
(Ashburner, 1970; Echalier, 1997). Nosotros purificamos RNA total de embrtio- 

nes de 0-4h de edad (en donde el transcrito es mas abundante) sometidos 0 no 
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a un choque térmico y no observamos ninguna diferencia. De la misma ma- 
nera, probamos si la induccién era a nivel de la proteina y comparamos con 
extractos mitocondriales de levaduras. En este caso, la induccién por calor de 

la proteina en fevaduras fue muy clara con respecto a la que no se le habia 

dado el choque térmico. Esta diferencia no fue observada en el caso de los ex- 
tractos mitocondriales de Drosophila. Este dato lo corroboramos, cuando 
secuenciamos la regién promotora del gen Dmhsp60 presente en el fragmento 

de 15Kpb clonado en CaSpeR. Cuando analizamos {a secuencia con distintos 
programas que identifican las regiones regulatorias de los genes, no encon- 
tramos ningun sitio funcional de unién para el factor de choque térmico (HSF) 
en las 650 pb de bases secuenciadas arriba del sitio de inicio de la transcrip- 

cién que determinamos mediante el ensayo de “primer extension”. En conjunto, 

nuestros datos explican por qué no se habia detectado la formacién de puffs al 
momento de dar un choque térmico en el cromosoma X (en particular, en la 

regién 10A4-5) y demuestran que ni el transcrito, ni la proteina son inducibles 
por calor. En este sentido, la DmHsp60 no es una Hsp60 tipica ya que no se 
induce por calor, y porque presenta intrones. 
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WY. Conclusiones 

A partir de nuestros datos podemos concluir que: 

1. Dado el grado tan alto de identidad a todo lo largo de ia proteina con la 

Hsp60 mitocondrial de raton y con Hsp60 de otros organismos, el gen locali- 

zado en la regién 10A4-5 del cromosoma X de Drosophila melanogaster co- 

rresponde a la Hsp60. Esta proteina presenta un péptido sefial para su impor- 

tacién hacia la mitocondria. 

2. El gen esta formado por 3 exones y dos intrones: el primer exon contiene el 

S'UTR, después se encuentra el intrén 5’ de aproximadamente 3Kpb, el 

segundo exon comienza con la metionina inicial y contiene la mayor parte de la 

region codificante del gen y esta interrumpido por el intrén 3°’ de 63pb, por 

ultimo, el tercer exon que contiene los 116 codones restantes y el 3’UTR. 

3. Los experimentos de rescate del fenotipo de letalidad embrionaria, asi como 

el analisis molecular del alelo BP5°"/FM6, confirman que el gen Dmhsp60 

esta codificado en el locus i(1)10Ac. 

4. El transcrito es mas abundante en embriones de 0-4h que en cualquier otra 

etapa del desarrollo y es poco abundante en moscas adultas. Esto indica que 

hay una expresion diferencial del mRNA durante el desarrollo de la mosca y 

que la mayor parte de este mRNA resulta de la transcripcién cigética, mas que 

de una contribuci6n materna. Es posible entonces que la proteina que se pro- 

duce en las primeras horas dei desarrollo embrionario sea estable y se dis- 

tribuya diferencialmente en los siguientes estadios. 

5. La letalidad de los alelos que analizamos a nivel molecular, se da en las 

primeras horas del desarrollo embrionario, antes de la gastrulacién, lo que 
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coincide con la etapa en que el transcrito es mas abundante. Ambos alelos 
pueden considerarse nulos: en un caso, la produccién, procesamiento o esta- 
bilidad del mRNA esta afectada y en otro, se produce una protefna no fun- 
cional. 

6. La proteina presenta una distribucién muy dinamica durante el desarrollo, 
que en muchos casos coincide con células que estan migrando activamente, o 
con células que tienen una tasa metabdlica mas alta. 

7. La DmHsp60 no es una chaperonina tipica, ya que ni el transcrito, ni ia pro- 
teina se inducen por calor, y el gen presenta intrones. 
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Abstract The hsp60 (heat-shock protein 60) gene family of molecular chaperones has been a subject of study in humerous systems due to its important role in the correct folding of non-native proteins in development as well as after heat-shock treatment. Here we present the character- ization of the first Drosophila hsp60 homologue. Dro- sophila HSP60 is most closely related (72% identity across the entire protein sequence) to the mouse mito- chondrial HSP60. Western blot experiments indicate that Drosophila HSP60 is enriched in the mitochondrial frac- tion, The distribution of HSP60 protein is dynamic during fly embryogenesis, Suggesting that various cell types might have different HSP60 requirements. The molecular analysis of a P-element-induced mutation that affects the {(1)10Ac locus shows that the (ransposon is inserted in a 3-kb intron present in the hsp60 gene. By genetic rescue experiments we prove that Drosophila HSP60 is encoded by the essential locus [(/)/0Ac opening the possibility for detailed genetic analysis of HSP60 functions in the fly. 
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Introduction 

The HSP60/GroEL (heat-shock protein 60/Large gene of 
the GroE operon) family of molecular chaperones has an important role in mediating folding of non-native proteins 
to their native state (Parsell and Lindquist 1993; Ellis 1994). These ring-shaped oligomeric complexes are com- 
posed of 14 subunits with a molecular mass of 60 kDa. Subunits are arranged in two stacked heptameric rings, forming a barrel-like structure (Hutchinson et al. 1989), 
The function of HSP60/GroEL is distinct from that of the HSP70 class of chaperones. HSP70 maintains proteins un- folded and in a relatively extended conformation. 

HSP60 proteins are found in the cytosol of bacteria, in the matrix compartment of mitochondria and in the stromal compartment of chloroplasts (Cheng et al. 1990: Horwich and Wilson 1993). The TCP! (t-complex polypeptide-1) complex, a chaperonin located in the cy- tosol of some eukaryotic cells, is a related Protein to the HSP60/GroEL family and has been demonstrated to have a role in the folding of some cyloskeleton proteins (Gao etal. 1992; Yaffe et al. 1992). 
HSP60 functions are strongly dependent on HSPLO/GroES (heat-shock protein 10/Small gene of the GroE operon) chaperonin. Like HSP60 proteins HSP1O proteins are found across all evolutionary lineages. HSP!O binds to the HSP60 complex and modulates ATPase activity as well as substrate binding (Saibil et al. 1993). The HSP60 protein is required at normal tempera- tures. It has been proposed that HSP60 catalyses the folding of proteins, but more precisely it modulates the correct folding of proteins (Martin et al. 1991: Ishi et al. 1994; Weissman et al. 1994). A combined model based on the crystal structures of the proteins GroEL and GroES has been proposed (Mande et al. 1996), and a three-dimensional reconstitution map of the domain movements in GroEL in the presence of nucleotides has been reported recently (Roseman et al. 1996). These two 

studies suggest relevant mechanisms for the high effi- ctency of this protein complex in mediating protein fold- ing. 
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Mitochondrial HSP60 modulates folding of a large 
number of nuclear-encoded proteins after mitochondrial 
membrane translocation. A number of proteins have 
been characterized whose functions are required for the 
assembly of specific protein complexes in the mitochon- 
drial inner membrane (Langer and Newpert 1994). Mu- 
tants that affect the mitochondrial hsp60 gene have been 
described in yeast (Cheng et al. 1989; Cheng et al. 
1990). These mutants lack the enzymatic activities of 
some imported mitochondrial proteins (Cheng et al. 
1990). It has also been demonstrated that the HSP60 pro- 
tein is required for its own assembly as well as for the 
assembly of some mitochondria-encoded proteins. Like 
many other HSP proteins. HSP60 has a role in the heat- 
shock response by apparently facilitating the correct 
folding of a large number of preexisting mitochondrial 
proteins after being denaturated by heat treatment (Men- 
doza et al. 1991: Parsell and Lindquist 1993). 

Heat-shock proteins were originally described in Dro- 
sophila melanogaster by the identification of the de novo 
synthesis of proteins produced atter heat shock (Tissiers et 
al. 1974; Lewis et al. 1975; McKenzie et al. 1975; Mc- 
Kenzie and Meselson 1977, Lindquist 1980; Lindquist 
and DiDomenico 1985). Surprisingly, a protein that may 
correspond to HSP60 was not identified in these experi- 
ments. In agreement with this observation it has been re- 
ported that the mitochondrial HSP60 protein is only in- 
duced two- to threefold by heat shock in Tetrahymena 
(McMullin and Halberg 1987). The heat-shock response 
in Drosophila is associated with the appearance of specific 
puffs in salivary gland polytene chromosomes (reviewed 
in Ashburner and Bonner 1979). The in vivo induction of 
the puffs by heat shock is very rapid; it occurs within a 
few minutes of the increase in temperature. Various Asp 
genes that are associated with these specific puffs have 
been cloned and a significant amount of information about 
gene regulation after heat shock has been accumulated 
(Ashburner and Bonner 1979; Fernandes et al. 1994; Wu 
et al. 1994). in spite of this. a gene corresponding to any 
HSP60 in D. melanogaster has not been described thus 
far. Santaren ct al. (993) reported the identification of 
wing imaginal disc proteins by using two-dimensional 
gels and determining the partial amino acid sequence for 
some of the protein spots found. In this work, the se- 
quence of an Il-amino acid polypeptide potentially in- 
cluded in a putative Drosophila HSP60 protein is deter- 
mined. The presence of a TCP! like protein in flies is also 
documented (Ursic and Ganetzky 1988) 

Recently, Kozlova et al. (1994) have reported the physi- 
cal map of the 10A1-2 band as well as the adjacent regions 
present in the X chromosome of D. melanogaster. In this 
work, several P-element-induced alleles that correspond to 
the /(/)/0Ac locus (position 10A4-5) were mapped and 
several corresponding CDNA clones were isolated. Differ- 
ent ilicles that result in embryonic and larval lethality have 
been described for the i(/)/0Ac locus (Bgatov et al. 1986; 

Zhimulev et al, 1987: Lindsley and Zimm £992). 

In the present work, we have characterized different 
CDNA clones that correspond to the 44) /0Ac locus: from 

  

its sequence analysis we suggest that they code for a 

Drosophila homologue of the hsp60 gene. Interestingly, 
our results show that the /isp60 gene is differentially ex- 
pressed during fly development. HSP60 protein distribu- 

tion is very dynamic during fly embryogenesis; the pro- 

tein preferentially accumulates in specific cell types. 
Moreover, the molecular analysis of a P-element-induced 
mutation and the genetic rescue experiments have con- 
firmed that the /(/)/0Ac locus encodes for a D. melano- 
gaster HSP60 homologue. 

  

Materials and methods 

Fly strains 

The wild-type stock was Oregon R. The {{/)/0Ac mutants, and al- 
leles (7) 10Ac* 4% fand (1) 10Act? mf were maintained in the 
presence of the FM6 balancer (Zhimulev et al. 1987; Lindsley and 
Zimm 1992), Flies were reared on standard yeast-dextrose medi- 

um at 25°C. 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) staining of em- 
bryos was performed following the protocol described by Robbins 
and Pimpinelii (1994). 

Cloning and DNA manipulations 

A 4.5-kb Xhof restriction fragment present in the clone 5D was 
used in the first screening of an ovarian cDNA library (105 pfu; 
Kozlova et al. 1994). The cDNA clone BP5-3 isolated in the first 
screening was used as a probe to identify new cDNA clones in a 
commercial embryonic CDNA library (Q- to 24-h embryos; Strata- 
gene) and two cDNA clones were identified. The hybridization 
conditions were performed as reported in Sambrook et al. (1989). 
cDNA clones were excised from the phage vector using the zap- 
ping procedure as recommended by the supplier and either directly 
sequenced or subcloned into M13 vectors. DNA sequencing was 
performed according to the dideoxy chain termination procedure 
(Sanger et al. 1977). DNA and protein analysis was performed us- 
ing the GCG Wisconsin program. RNA blot hybridizations were 
performed after RNA separation by electrophoresis in formalde- 
hyde-agarose geis as described (Seed 1982). Low stringency DNA 
hybridizations and other standard DNA manipulations were per- 
formed according to protocols of Sambrook et al. (1989). 

Immunocytochemistry 

Whole-mount embryos were immunostained for the HSP60 pro- 
tein using a commercial monoclonat antibody (dilutions 1:100 or 
1:200;, Sigma) that recognizes an epitope present in all HSP60 
chaperones. The immunostaining conditions were essentially as 
described (Lee et al. 1993) except that the fixation step was car- 
tied out in “engrailed” fixing buffer (140 mM KCl, 40 mM NaCl, 
4 mM NajEGTA, | mM spermidine, 30 mM Pipes pH 6.9, 0.2% 
2-mercaptoethanol) containing 4% formaldehyde. Staining was vi- 
sualized using fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated anti- 
mouse secondary antibody and analysed in a confocal microscope. 

Cell fractionation and immunoblot analysis 

Embryos (0-12 h) were gently homogenized with 20 strokes in a 
dounce homogenator in the presence of homogenization bufter 
(Birnie 1972). This extract was centrifuged at slow speed (600 g) 
for 10 min. The pellet contained nuclei and unbroken cells. The 
supernatant was recovered and centrifuged for 30 min at 10,000 g. 
The second pellet had the mitochondrial and fisosomal fractions 
The supernatant was ultraceatrifuged at 100,000 § in order to sep- 
arate the oicrosonnl (ractions (pelle) from the cytosolic traction 
tsupermakinl: Birnic 19724. The protein concentrations of the trac 

   

   

  
 



  

  

ions were normalized with the Bradford assay. Proteins from dif- ferent cell fractions were separated on 12% sodium dodecyl sul- phale-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) gels (Lae- mmii 1970), and the gel was blotted onto a nitrocellulose mem- brane for immunostaining (Burnette 981) in a 1100 dilution of the anti-HSP60 antibody, followed by alkaline phosphatase-conju- gated goat anti-mouse secondary antibody (Gibco). The different cellular fractions were virified by specific antibodies. 

Fly transformation and rescue experiments 

A genomic Sall-Sall DNA fragment of about 15 kb that contains the Drosophila hsp60 transcription unit was cloned in the Xho/ site present in the Casper AUG transformation vector (Thummel et al. 1988; Ashburner 1989). This DNA was microinjected in w/!!5 em- bryos and stocks with the insertion of / Pw*hsp60] were established and genetically mapped. Heterozygous (1) /0Ac or i 1) 1OACEAI7 females balanced with FM6 chromosome mated with FM6/a males produce homozygous ff /)/0Act#Y of {GE HOACERIZA which die dur- ing embryonic development. The initial cross {{/)I0AcTOY or 1) LOACTH7/EM6 with transgenic males yw/a, Plw*thsp60)/Plwt Asp60] (line 512 transgene on the second chromosome) or ya/a:Phwthsp60]/+ (line 561 transgene on ihe third chromosome) produced non FM6— males MA HOACHOU or HW IL}IOACFSI A: Plw*hsp60}/+ which were viable and fertile indicating the rescue of the lethal phenotype in the males. Rescued females were ob- tained by crossing {(1)/0Act#9 or i{1)10AcF#7/FM6temales with IL) LOAcFAO9 or IT) LOACFATLY - P{w*hsp60]/+ mates; the resultant homozygous females LET) IOASFHO9AET)IOAFIOD og U1) 10AcK7A (1)10Ac"37; Plw*hsp60]/+ were also viable and fertile. 

  

fig. 1A, B Embryonic phenotypes of the lethal aNeles affecti 
the ff /)/0Ac locus. Embryos of the 110A" or {L)IOAMHS 
Ieles were stained with DAPL A Wild-type (WY embryo at Slag 
8. BIA INALMYY embryo. Note the amorphous shape of the em- 
bryo just before gastrulation. No other lethal mutations are present 
on the V chromasorne (see Results) 
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Polymerase chain reaction (PCR) amplification 
and molecular anaysis of the S/5 lethal allete 

Oliganucteotide sequencing primers for hyp60 were used in com- 
bination with P-clement-specific primer in typical PCR reactions. 
Brietly, the template DNA was purified from heterozygous adult 
flies using proteinase K/phenol extractions and ethanol precipita- 
tion (Sambrook et al. 1989). Amplification reactions were carried 
out in a Perkin Elmer 2400 thermal cycler in 50 pl volume con- 
taining SO mM KCl, 10 mM TRIS-HCI (pH 8.3), 2 mM MgCl. 
25 pmol each primer, 200 tM dNTPs and 2.5 U Taq polymerase. 
Samples were held at 95°C for 50 s, 60°C for 90 s and 72°C For 
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Vig. 2 Schematic representation of the localization and physical map of the hsp60 transcript. The 10A1-2 band and adjacent re- gions were mapped by Kozlova et al. (1994). The genomic clone SD (about 20 kb) Containing the /(7)/0Ac locus is indicated. A 4.5-kb Xhol restriction fragment was identified as the region where six P-element-induced mutations (indicated as $/0, SIS, $21, $26, $37 and $38) affect the &7)10Ac locus (Kozlova et al. 1994). Two overlapping cDNA clones that encode for the HSP60 (clone BP5-3. 1.8 kb in length and BPS-31 2.0 kb in length> hy- bridize with 4.5-kb Xhof restriction fragment, as well as with the adjacent Xhof and EcoR/ fragments. The transcription unit and the direction of the HSP60 gene transcription are represented by an 
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Fig. 3 Alignment of amino acid sequences for the Drosophila 
HSP60 protein and HSP60 proteins trom other organt Only 
the representative HSP60 proteins from. different species are 
shown in the figure. Rhizebinn (Accession No: M94t92: Ru- 
sanguanwa and = Gupta 1993): Arabidapsis — (Accession 
No.:Z11547, Prasad and Stewart 1992): Cucurbita: (Accession 
No: X70867, Tsukeyi et al. 1992), Heliotis (Accession No: 
X56034: Miller et al. 1990): Corn (Accession No 1.21006; Un- 
published): mouse (Accession No: XS3584: Venner and Gupta 
1990); rat (Accession No: X5-4793: Peralta et al. 1990): hamster 
(Accession No: M22383, Picketts et al. 1989): human ¢Accession 
No: M34664. Venner and Gupta 9800. The nucleotide sequence 
of the CDNA clones BPS Sand BPS AL is deposited: with) the 
EMBL. dat banks aceesstad numer NOO3 tt 
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120 s for 30 cycles. Reaction products were resolved in £% agaro- 
se gel in TRIS-acetate running buffer (Sumbrook et al, 1989), 

  

Results 

Phenotypic analysis of the embryonic lethal alleles of the 
1(1}10Ac locus 

Several tethat alleles of the 4/)/0Ac locus have been de- 
scribed (Bgatov etal. 1986: Zhimuley ct al. 1987: Lind- 
slex and Zimm 1992), however. no detailed phenotypic 
andtysis of these mutaats has been reported. Our initial 

 



experiments showed that ((/)/0AcF#9 and I{/)I0Ac*437 
homozygous mutant animals die during embryogenesis. 
We proved by genetic rescue that no other lethal muta- 
tions are present on the corresponding X chromosome 
(see below). In order to determine the effect of these mu- 
tations in Drosophila embryogenesis, DAPI staining of 
O- to 24 h embryos of these alleles was performed. In 
both cases the same phenotype was observed (Fig. 1). 
The embryos die very early in development without any 
signs of gastrulation, they are very amorphous and the 
nuclei are distributed randomly in the embryo. This re- 
sult shows that the product of the {(1)10Aclocus is essen- 
tial from the early stages of fly embryogenesis. 

Cloning and characterization 
of the f(1)/0Ac locus in D. melanogaster 

In previous work, several P-element-induced mutations 
in the 1(/)10Ac locus have been mapped. These muta- 
tions are all localized in a 4.5-kb Xhol restriction trag- 
ment within a genomic clone 5D at position 270-274.5 
of the reported physical map (Kozlova et al. 1994; T. Ko- 
zlova, unpublished work). This Xho/ restriction fragment 
was used as a probe to isolate cDNA clones that may 
correspond to the /(/}/OAc locus. Several clones were 
identified from an ovarian cDNA library (Kozlova et al. 
1994) and further characterized in this report. Figure 2 
shows the physical map of the region that contains the 
4(1)10Ac locus in the genomic clone 5D. Several over- 
lapping cDNA clones that were isolated encode for the 
same protein product. Many clones also hybridize to a 
6.5-kb zone that includes the complete Xhol 4.5-kb frag- 
ment and the adjacent restriction bands (Fig. 2). The 
cDNA library used was made with random primers; the 
largest clone (BP5-3) is about 1.8 kb long. Sequence da- 
ta analysis revealed that a region expected to be in the 3’ 
end of the message was not present, indicating that the 
BP5-3 clone was not full length. In order to isolate new 
cDNAs containing the missing region, an embryonic 
cDNA library (0-24 h) was screened using the BPS5-3 
clone as a probe. A clone of about 2.0 kb that contains a 
complete coding sequence was isolated (clone BP5-31). 
The cDNA clones were sequenced and an open reading 
frame (ORF) of 576 amino acids was identified starting 
with a methionine at position 112 and ending with stop 
codon at the position 1840 (data not shown). 

Computer analysis showed that the ORF present in 
the cDNA clones is homologous to chaperonin 60 from 
many different organisms (Fig. 3). The most closely re- 
lated sequence is mouse mitochondrial HSP60 (72% of 
identity with the fly protein). The predicted protein prod- 
uct contains a putative signal peptide typical for proteins 
that are translocated to the mitochondrial matrix (Fig. 3), 
thus supporting the idea that it encodes the D. melano- 
gaster mitochondrial HSP6O protein form, This signal 
peptide is clearly conserved between HSP60 proteins 
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Fig. 4A, B Northern blot analysis of the hsp60 transcript during 
fly development. A A single transcript of around 2.5 kb is detected 
in O- to 4-h embryos. Each lane contains 15 Lg total RNA. The 
blots were hybridized with 1.8-kb EcoRI! restriction fragment rep- 
resenting the complete insert in the BP5-3 cDNA clone. B The 
same blot was hybridized with rp49 probe (O’Connell and Ros- 
bash 1984) as a control. Total RNA was purified trom embryos 
O-4, 4-8, 8-12 and 12-16 h after egg-laying, as well as larvae (L), 
pupae (P), adult females (F) and males (M) 

This is the first characterization of the hsp60 homolo- 
gous gene in D. melanogaster (localizing the hsp60 gene 
in the position 10A4-5 on the X chromosome). Southern 
blot analysis using low stringency hybridizations indi- 
cates that there is only one copy of the /sp60 gene in the 
fly genome (data not shown). 

Distribution of the hsp60 mRNA 
and protein during D. melanogaster development 

Heat-shock response in D. melanogaster is manifested by 
the synthesis of a specific set of proteins and the appear- 
ance of heat-inducible puffs in salivary gland polytene 
chromosomes. Cytogenetically heat-shock-inducible puffs 
correspond to the positions 33B, 63C. 64F, 678, 70A, 
87A, 87C, 93D and 95D (reviewed in Ashburner and 
Bonner 1979). Since no heat-shock-inducible puffs have 
been identified in the [0A4-5 region of the X chromo- 
some, and no clear induction of HSP6O is observed after 
heat shock in Drosophita culture cells (McKenzie and
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Fig. SA, B- Western blot analysis of HSP60 distribution in differ- 
ent subcellular fractions from Drosophila embryos. A A commer- 
cial monoclonal antibody was produced against a human HSP60 
protein and recognizes an epitope present in HSP6O proteins from 
bacteria to humans. The equivalent sequence in the 2. melanogas- 
ter HSP60 protein is shown. B Subcellular fractions were tested 
for the presence of the Drosophila HSP60 protein using this 
monocional antibody. The antibody recognizes a band of around 
60 kDa enriched in the mitochondrial fraction. As positive control 
the same antibody was tested with the yeast HSPG6O (not shown). 

(W molecular weight markers, C cytosolic fraction. N nuclear frac- 
tion and unbroken cells, M mitochondrial fraction) 

      

   

Meselson 1977; Lindquist 1980: Lindquist and DiDo- 

menico 1985), we thought it would be interesting to de- 

termine whether the Drosophila hsp60 gene is expressed 

during fly development in normal conditions and whether 
it is induced by heat treatment. Developmental northern 
blot experiments were performed using total RNA pre- 
pared from different embryonic stages us well as third in- 

star larvae, pupae and adults. A single message of around 
2.5 kb was detected using an insert from BPS-3 CDNA 

clone as a probe. Unexpectedly. a difference in the 
amount of hsp60 mRNA during development was found 
(Fig. 4). In 0- to 4h embryos the amount of hsp6U tran- 
script is much more abundant (about thirty times) than in 
all other stages. In fact, only after long exposure is the 

transcript evident in other stages (data not shown). This 
result clearly shows a significant difference ta the amount 

of hsp60 MRNA during fly development. It also opens the 
question as to whether the differeaces my the amount of 

mRNA are relevant at the protein lesel and tf there isa 

differential distribution of the protein in various cell 

types. To address this problem, we took advantage of the 
existence of a commercial monoclonat antibody that rec- 
Ognizes an epitope present in many mitochondrial HSP6O 
proteins from different organisms. This epitope is also 

conserved in the Drosophila HSP60 protein (Fig. 5A). 
This antibody was tested against different embryonic 
(0-12 h) subcellular protein fractions in a western blot 
experiment. It specifically recognizes a band of around 
60 kDa which is enriched in the mitochondrial fraction 
(Fig. 5B). Some signal is also detected in the nuclear 
fraction. At this point we do not know whether some 
HSP60 protein is localized in the nucleus or whether it is 
just the result of mitochondrial contamination in the nu- 
clear fraction. It is clear, however, that the antibody spe- 

cifically recognizes a Drosophila protein of the correct 
molecular weight that is located in the mitochondria. 

This antibody was used in immunostaining experi- 
ments in whole-mount embryos and visualized in optical 
sections in a confocal microscope. Figure 6 shows a 

summary of the staining results. During {ly embryogene- 
sis many cell types are positively stained. However, it is 

clear that some cells contain greater amounts of HSP60 
protein than others. In early embryos at the syncitial 

blastoderm stage there is a significant amount of staining 
all around the embryo (Fig. 6A). At the cellular blasto- 

derm stage, the staining in the embryo has been dramati- 
cally reduced. No signal is detected in the yolk and cells 

are preferentially stained in the basal region. The amount 
of HSP60 in the pole cells, however, is higher than in the 
test of the embryo (Fig. 6B). The high amount of HSP60 
protein in the posterior part of the embryo could be ei- 
ther of maternal origin or due to de novo expression. At 
the beginning of germ band elongation (Fig. 6C), the 
staining is more homogeneous but some cells in the em- 
bryo have a stronger signal (cells of the cephalic furrow 
and mesodermal cells). In stages 11-14 (Fig. 6D) the 
amnioserosa cells are particularly rich in HSP60 protein. 

Although the HSP60 protein is present in many cell 
types during fly embryogenesis, our results show that 
some cells have more HSP60 protein than others and that 
the quantity and distribution of DmHSP60 protein during 
fly embryogenesis is dynamic. 

The levels of hsp60 mRNA and protein were not sig- 
nificantly increased after heat treatment of embryos, 
when assayed by northern and western blot experiments 
{data not shown). This result may explain why no heat- 
shock-inducible puffs are observed in the [0A4-5 region 
on the X chromosome and why the HSP60 protein is not 
observed in Drosophila culture cells after heat shock 
(McKenzie and Meselson 1977). 

A genomic DNA fragment containing the hsp60 
transcription unit rescues the lethal phenotype of 
mutants in the /(/)/0Ac locus 

Molecular characterization of the ((/s/0Ac Jocus in the 
WOA4-5 region on the X chromosome allowed us to iden- 
Why a gene homologous to fsyp6d from other oreanisms



  

©
0
0
0
0
8
0
8
0
8
0
0
8
0
8
0
8
0
8
8
0
0
0
O
0
0
 
0
0
0
0
0
8
0
0
8
8
8
 

e 

Fig. 6A-D HSP60 protein distribution in Drosophila embryos. A 
Syncitial blastoderm embryo; B cellular blastoderm embryo, stage 
5; C stage 6 embryo; D stage 1! embryo. The arrows indicate the 
regions were the HSP60 protein is enriched (see the text for de- 
tails) 

However, it was important to demonstrate that this par- 
ticular locus indeed encodes for the protein described in 
this work. Many alleles reported for the /(/)/0Ac locus 
are lethal when homozygous, some during embryogene- 
sis and others during larval and pupal development. Con- 
ditional and hypomorphic mutations have also been re- 

ported (Zhimulev et al. 1987; Lindsley and Zimm 1992). 

In order to determine if the genomic region containing 
the Drosophila hsp60 transcription unit is able to rescue 
alleles of i(7)/OAc focus, transgenic lines that contain a 

[S-kb Sali-Salf fragment in which the entire hsp60 cod- 
ing region is present were generated. The position of the 
transcriptional unit for the Asp60 gene in the Salf-Sall 
fragment is indicated in Fig. 2. ft is important to mention 
that no other transcripts were detected in northern blot 

experiments downstream of hsp60 that could be present 
in this construct (unpublished data). The /(/}/0Ad locus 

is the closest gene mapped proximally to /(/)/0Ac (Koz- 
lova et al. 1994). We have cloned cDNAs that correspond 

to this gene and we know that it is not present in the res- 
cue construct (unpublished data). 

Transgenic flies P/wtDmhsp60] were crossed with 

two different embryonic-lethal alleles analysed phenotyp- 
ically in this report (see Materials and methods for the de- 
scription of rescue crosses). Genetic rescue has been 
achieved for both males and females homozygous for the 
lethal alleles of i(7)/0Ac focus and heterozygous for the 
transgene construct. Homozygous ((/)/0Ac flies in these 
crosses were recovered at expected numbers (Table 1). 
The rescued flies are viable and fertile; the miniature 

(small wings) and forked (detects in macrochaete) pheno- 
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Tabie | Rescue of the (1)10Ac phenotype by a hsp60 
transgene. a 

The miniature (smalt wings } and forked (defects in 
macrochaete) phenotypes are used as markers in mutated X 
chromosome (Zhimuley at al. 1987). Similar results were 

obtained with the (1)10Ac '(1)437 atiele 

  

  

Males rescue 

§ J 

{ntdAc (09 mf x 
FM6 

é 
- ~—Genotype _____number of adults 

i. (B.hspso}_ 
—7 {P.hspéo} 

ittt0Ac (1409 1 ; [Ppspeol 50 
FME + 

Fr + Bbsoga 58 + 

“Y 1A 1(1)409 oy te PD sp 80! ar 
— + 

—fie__ > (B.pspeor 39 — + 

Females rescue 

J 
WOAH mf x I OAGKI09 mf {P pspeo) 

6 — + 

- Genotype __numberof adulte ____ 

vitae H1)409. mi: (Pbsp6oi 18 
US)10Ac H1}409 mf + 

taeact409 ms; nsoso / + 78 
ME + + 

tng K409 mii spear 7 an ao 

—WE___ + «Bho / t 46 
— + + 
      

 



260 

Fig. 7A, B- Molecular analysis A 
of the S75 P-element-induced 
lethal allele and genomic orga- 
nization of the Drosophila 
Hsp60 gene. A Oligonucleotide 
primers deduced from the se- 
quence of the BP5-3 and BP5- 
31 cDNA clones (shown as 
grey dots in the figure) used in 
combination with an inverted 
repeat primer from the P-ele- 
ment-produced specific PCR 
DNA fragments represented as 
7, 2, 3 and 4. The position of 
the $75 P-element insertion al- 
most in the middle of the intron — 
is indicated. B The PCR-gener- kb 
ated fragments hybridized with 
the BP5-3 cDNA clone are 
shown. Panels 1, 2, 3 and 4 cor- 
respond to the extended DNA 
indicated in Fig. 7A. Panel 5 
shows the control genomic 
DNA from wild-type flies and B 
molecular weight markers 

$15 P-element insertion 
‘Biase 

    

1 <5 UTR exon 

o——_ 
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BP5-3,BP5-1 cDNA clones 

  

types used as markers on mutated Xchromosome (Zhimu- 
lev et al. 1987) were evident in the rescued flies (data not 
shown). Therefore, is clear that the 15-kb SalJ-Sall ge- 

nomic fragment containing the hsp60 transcription unit is 
sufficient to rescue the lethality in /(/7)/0Ac locus. 

Molecular analysis of the /(/)/0Ac S75 allele 

and genomic organization of the /isp60 gene 

Molecular analysis of one of the P-element-induced al- 
leles was performed to confirm that mutations in the 
{(7)/0Ac locus affect the hsp60 transcription unit. Ge- 

nomic DNA from the S15 allele was the substrate in 
PCR reactions with different primers used to sequence 
the hsp60 cDNA clones in combination with an inverted 
repeat P-element primer. Four of the 4sp60 primers pro- 
duced specific PCR products in combination with the P- 
element primer (Fig. 7A). Similar reactions with control 
DNA did not produce any PCR product (Fig. 7B). The 

amplified DNA fragments were hybridized with the 
BP5-3 cDNA clone to prove that they contain sequences 
homologous to Drosophila hsp60 (Fig. 7B). The size of 

the obtained PCR bands indicated the presence of an in- 
tron in the 5’ region of the Drosophila hsp60 gene and 
that the P-element is inserted in this intervening se- 
quence. The amplified PCR products were sequenced 
around the P-element insertion site and intron/exon 

Cc M 

boundaries were defined as well. From this analysis we 
determined the exact position of an intron of about 3 kb 
located just before the initiation codon (data not shown). 
These results as well as additional PCR mapping and se- 
quencing (data not shown) indicate that the hsp60 gene 

consists of two exons, one containing the 5’ untranslated 
region (5’UTR) and a second containing the HSP60 cod- 

ing sequence separated by a 3 kb intron (Fig. 7A). The 
analysis of the sequence of the intron DNA (600 bp 
around P-element insertion site) showed that no large 
ORF in the six possible frames is present (data not 
shown), confirming that the lethality of the $15 allele is 
due to the lesion in the #sp60 transcription unit. 

  

Discussion 

While characterizing the (/}/0Ac locus at the molecular 

level we have found that it encodes for a member of the 
HSP60 family of molecular chaperones. In spite of the 
fact that the chaperonin family has been the subject of 
particular attention due to the essential role of these pro- 
teins in mediating the folding of non-native proteins to 
their native state, this is the first report about a member 
of this family in D. melanogaster. 

The HSP60 protein described in this work is unequiv- 
ocally homologous to the mitochondrial HSP60 chaper- 
ones found in different organisms. The highest identity is 

 



  

with mouse chaperonin. This protein also contains a sig- 
nal peptide sequence that is required for the transport of 

proteins to the mitochondria that are synthesized in the 
cytoplasm, and is only present in HSP60 proteins from 
animal origin (reviewed in Gupta 1995). The Drosophila 
hsp60 gene is located in the 10A4-5 division on the X 
chromosome. It is apparently a single copy gene since no 

other copies have been identified in genomic southern 
blot experiments. 

No heat-shock-inducible puffs have been described 
previously in the 10A region in the X chromosome (re- 
viewed in Ashburner and Bonner 1979). HSP60 protein 
is not detectable in Drosophila in vitro culture cells stim- 
ulated with heat shock (Lewis et al. 1975; McKenzie and 

Meselson 1977; Lindquist 1980). These results, com- 
bined with our own observations, suggest that the Dro- 

sophila hsp60 gene is not heat-shock inducible or in- 
duced at low levels. This result is not uncommon, how- 

ever, since there are more examples of Asp60 genes that 
are only activated 2-3 times or less by heat shock (Par- 
sell and Lindquist 1993). 

The hsp60 mRNA is much more abundant in total 
RNA preparations from 0- to 4-h embryos compared with 

all other stages analysed. In fact, the hsp60 transcript can 
be detected only after a long exposure in other RNA 
preparations besides the 0- to 4-h embryonic sample. This 
indicates that the level of hsp60 mRNA is differentially 
regulated during fly development. Zygotic gene transcrip- 
tion in D. melanogaster embryos starts after 80 min of 
development, just before the pole cells are formed (Foe et 

al. 1993). Since very few transcripts are observed in total 
female RNA preparations, it is plausible that the amount 
of RNA observed in northern blots is the result of zygotic 
transcription that occurs in the first hours of development 
rather than from maternal contribution. It is important to 

note that after 4 h development the amount of hsp60 
mRNA decreases dramatically. This suggests that after 
this time the requirements of the Drosophila hsp60 func- 

tion might be less than in early development. Alternative- 
ly it is feasible as well as in agreement with our findings 
that the protein produced during early embryogenesis is 

maintained and distributed differentially throughout the 
next embryonic stages. It has been shown that other HSPs 

are expressed in Drosophila embryogenesis suggesting 
that they function in normal development in addition to 
their participation in the classical heat-shock response 
(Hass et al. 1990). The dramatic effect of [(/)/0Ac lethal 
alleles on early embryonic development presented in this 
work shows that zygotic expression of the Asy60 gene is 

fundamental since the embryos are derived from hetero- 
zygous mothers. Unfortunately this phenotype makes the 

analysis of the Asp60 gene expression in the homozygous 
mutant alleles difficult. 

The amount of HSP60 protein is dynamic throughout 
fly embryogenesis. At this point we do not have a 
straightforward explanation for the different amount of 
HSP60 protein in various cell types. Some of the cells 

tha' have higher amounts of this protein (eg. pole cells. 
cell. of the cephalic furrow: Fig. 6) are migrating or in 
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the process of movement. Not all the cells in movement, 

however, are particularily rict. in HSP60 and therefore it 

is difficult to relate the abundance of HSP6O protein to 

developmental cell migration. It has been previously 

demonstrated that mitochondrial HSP60 is an essential 

protein for the correct function of some mitochondrial 

proteins (Cheng et al. 1990). It is possible that the func- 

tional mitochondrial requirements are not the same dur- 
ing development and that the different amounts of 

HSP60 in different cells are related to a particular meta- 
bolic stage of each cell type. Interestingly, it has been 
reported that a decrease in the synthesis of human mito- 
chondrial HSP60 is the primary defect in mitochondrial 
encephalomyopathy syndrome (Huckriede and Ag- 

steribbe 1994). This shows that defects in the function 

of this protein have a more dramatic effect in some tis- 

sues than others and furthermore, it suggests that 
HSP60 requirements are not the same for all cell types 
in humans. Clonal analysis of ksp60 function in Dro- 

sophila development can be used to address this point 

in flies. 

In the present work we established that the /(/)/0Ac 

locus encodes for the D. melanogaster HSP60 protein. 
We performed genetic rescue experiments in which the 

embryonic-lethal phenotype associated with two 

1(1)10Ac alleles was rescued with a genomic fragment 
containing the hsp60 transcription unit. Moreover, the 

reported P-element insertions that affect this locus were 

all localized in a 4.5-kb fragment which contains most 

of the hsp60 transcription unit (Kozlova et al. 1994; T. 
Kozlova, unpublished work). One of these mutants 

(S15) was characterized in detail confirming that the P- 
element is inserted in an intron located in the 5° region 

of the Asp60 gene. Our molecular analysis also shows 

that Drosophila hsp60 gene consist of two exons and a 
large intron. The first exon contains the 5’UTR and the 

second exon contains the complete HSP60 coding re- 

gion beginning with the translation initiation codon. 

hsp60 functional gene in humans is introntess (there are 
many pseudo-genes in humans) and it is one of a few 

genes of this kind in vertebrates which might be related 

to its possible prokariotic origin (Venner and Gupta 

1990). In the case of D. melanogaster, however, the 5’ 

untranslated region is separated from the rest of the 
gene by a 3-kb intron. 

The genetic rescue experiments as well as S/Sallele 

molecular analysis confirm that D. melanogaster hsp60 

gene is encoded by the essential locus /(/)/0Ac. The use 
of mutants that affect the Asp60 gene in yeast has been 

relevant to the study of the function of this protein under 

varying physiological conditions. The genetics of the 
(1)10Ac locus is very complex including interallelic 

complementation and the existence of both cold- and 

heat-sensitive alleles (Zhimulev et al. 1987; Lindsley and 

Zimm 1992; Pokholkova et al. 1991). The availability of 
various mutations in Drosophila hsp60 gene might great- 

ly facilitate genetic screens for interacting proteins such 
as putative HSP10 and opens the possibility for a de- 

tailed genetic analysis of the HSP60 functions in vivo.
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Abstract The chaperonins are evolutionarily conserved essen- 
tial cellular proteins that help folding newly synthesized or 
translocated proteins, spending ATP. We Present here the 
molecular analysis of the Asp60 gene Promoter region and of 
two Drosophila ksp60 ethyl methane sulfonate embryonic lethal 
alleles that have an identical phenotype. No heat shock element 
sequences were found in the 5’ region, Supporting previous data 
({Kozlova, T. et al., 1997) which Suggests that mitochondrial 
Drosophila metanogaster HSP60.1 is not beat inducible. By 
sequencing the fethal allele’s entire open reading frame (ORF), 
we found a C-T transition in the Asp60" altele that produces a 
serine to leucine change, apparently distorting the protein 
equatorial domain structure. No changes were found in the 
hsp60°> ORF. However, an analysis of the heterogeneous 
auclear RNA levels showed a reduction of the Asp60 transcript in 
Asp60> flies as compared to the wild-type. These data suggest 
that although the defects in the Asp60 gene produced by these 
alleles are at different levels, both behave as null mutations. 

© 1999 Federation of European Biochemical Societies, 

Key words: Ethyl methane sulfonate embryonic lethal allele; 
Asp60 gene; Chaperonin; Drosophila melanogaster 
  

1, Introduction 

The chaperonins cxist in two distinct evolutionary versions 
[1,2]. The first family includes the bacterial and organelle 
chaperonins (mitochondria and chloroplasts), 60 kDa heat 
shock proteins. The second family, referred to as t-complex 
polypeptide 1 (Tcp-1), includes the archacal and eukaryotic 
chapcronins [3]. The chaperonins of the first family are cellu- 
lar proteins composed of back to back rings (the cis and trans 
rings) of seven rotationally symmetric identical or closely re- 
lated subunits (~60 kDa) which assist the folding of newly 
synthesized and newly translocated proteins and promote the 
refolding of denatured ones in an ATP-dependent reaction [4]. 
Each of the {4 subunits is formed by three domains: the 
apical domain, which interacts with the co-chaperonin, the 
intermediate or hinge domain and the equatorial domain 
which is a relatively fixed base housing the ATP binding site 
{5]. The typical representative of this group is Escherichia coli 

*Corresponding author. Fax: (527) (3) 17-23-88, 
E-mail: mariozeibtunam.mx 

Abbreviations: PCR. polymerase chain reaction: RT-PCR, reverse 
transcriptase polymerase chain reaction: hnRNA, heterogeneous nu- 
clear RNA: ORF. open reading frame: DmHSP60, Drosaphila meta- 
nogaster HSP6O.1 

GroEL which forms a complex with GroES and is thought to 
promote productive folding in two major states. In the bind- 
ing active state, the central cavity of cach GroEL ring is open 
at the end of the cylinder for the ingress of the non-native 
polypeptides in the cis ring {6,7], exposing a hydrophobic lin- 
ing that seems to bind non-native specics through exposed 
hydrophobic surfaces [8,9]. In the active folding state, binding 
of the co-chaperonin GroES to the cis ring of GroEL in the 
presence of ATP provokes conformational changes, triggering 
the folding of the substrate protein in the central channel 
which is now hydrophilic in character, thus favoring the burial 
of hydrophobic surfaces in the substrate protein {5]. The hy- 
drolysis of ATP in the cis ring weakens GroEL-GroES inter- 
action, priming GroES release while polypeptide folding con- 
tinues. Binding of ATP to the trans ring evicts GroES and the 
polypeptide from the cis ring (¢= ~ 15 s). This negative allo- 
steric mechanism suggests a model for an ATP-driven folding 
cyele that requires a double toroid [4,5,10). 

In contrast to GroEL. the mammalian mitochondrial 
HSP60 exists as a single ring UL12]. This HSP60 with its 
cognate co-chaperonin HSP10 shows productive folding in 
vivo due ta the low affinity of HSP607;:ADP, for HSPI0, 
that eliminates the requirement for ATP binding to a trans 
ring in order to release the co-chaperonin [12]. 

In a recent work [13], we characterized the first Drosophila 
hsp60 homologue. — Dresaphila melanogaster HSP60.1 
(DmHSP60) is enriched in the mitochondrial fraction and is 
most closely related to the mouse mitochondrial HSP60 (72% 
identity across the entire protein sequence). 

We analyze here the 4550 promoter region and determine 
the exact transcription start site, as well as the TATA box, a 
putative CAAT box and an Oct-! site. Nevertheless. we do 
not find functional binding sites for heat shock factor, con- 
firming our previous data [13] that neither the transcript nor 
the protein are heat inducible. We also present the moiccular 
characterization of two ethyl methane sulfonate embryonic 
Icthal alleles of the /sp60 gene that have been described pre- 
viously [14,15]. The molecular analysis of the Asp60"™ allele 
shows a C to T transition that produces an evolutionarily 
conserved scrinc change to leucine in amino acid 154. The 
modelling of this mutation suggests that it distorts the equa- 
lorial domain structure where the catalytic site is located and, 
by consequence, affects the folding of the protein substrate. In 
the case of the hsp60°, we do not find any change in the 
open reading frame (ORF). Nevertheless, in heterozygous 
Asp60* flies, we observe a reduction of the hsp60 heteroge- 
neous nuclear RNA (hnRNA) transcript in comparison 
with wild-type flies. This suggests that this mutation produ- 
ces a defect in the transcription or carly processing of the 
mRNA. 

8014-S793/997S20.00 © 1999 Federation of Eurapean Biochemiczl Societies. All rights reserved 
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2. Materials and methods 

2.4. Fly strains 
The wild-type stock was OreR. The Asp60"™ and fsp60™ alleles 

were maintained in the presence of the FMG balancer [15,16]. Flies 
were reared on standard yeast dextrose medium at 25°C. 

2.2. DNA manipulations and palymerase chain reaction ( PCR} of the 
hsp6o™™ and hsp60? alleles 

Genomic DNA was independently purified from three different het- 
erozygous females of both alleles and a wild-type female [17] and used 
as_a_template in PCR reactions with primers that flank the Asp60 
ORF. Amplification reactions were carried out in a Perkin Elmer 
2400 thermal cycier with the Expand High Fidelity PCR System 
(Boehringer Mannheim), according to the manufacturer's protocal 
in a 50 y) volume at an annealing temperature of 58°C. 

2.3. DNA sequencing 
DNA sequencing reactions of the amplified fragment of both alleles 

or of the 15 kb Saft genomic DNA fragment cloned in the CaSper 
AUG transformation vector [13] were performed using the Thermo 
Sequenase radiolabelled terminator cycle sequencing kit (Amersham 
Life Science) in a Perkin Elmer 2400 thermat cycler according to the 
supplier's instructions for 45 cycles with primers used to sequence the 
hsp60 cDNA clones [13]. 

2.4. High resolution of the transcription start point 

Primer extension analysis was done according to Sambrook {18]. 
End-labelted BPS-5’rt, complementary to nucleotides +102-+124 on 

the sequence shown in Fig. IC, was used as primer in the extension 
Teaction. The extension reactions were performed using total cellular 
RNA from 0-4 h fly embryos and the products were resolved on a 7% 
denaturing polyacrylamide gel using the corresponding sequencing 
ladder as a size marker. We used the same RNA treated with RNAse 
A before the extension reaction as a control (data not shown). 

2.5. Computer modeling of the hsp60" altele and wild-type 
Drosophila HS P60 proteins 

The DmHSP60 wild-type and mutant sequences were modeled on 

top of the £. coli GroEL structure [5]. The resulting models were 
minimized with the evff force ficld using the Discover program. Fig- 
ures were produccd using the MolMol visualization program and 
tendered with PovRay 3.0 (um) [19,20]. 

2.6. hAaRNA reverse transcriptase (RT-) PCR analysis of the hsp6o? 
allele 

hnRNA was purified from fsp600"VFM6 and wild-type females’ 
nuclei and used to synthesize cDNA in a 20 yl reaction containing 
UX first strand buffer (50 mM Tris-HCl. 75 mM KCl. 3mM MgCh. 
PH 8.3), 10 mM DTT. 200 U of M-MLYV reverse transcriptase (GIB- 
CO-BRL), 200 uM dNTPs, 2 mM oligo dT\; and 20 U RNAse in- 

hibitor (Amersham Life Science). The mix was initially incubated at 
65°C for 5 min before adding the DTT and the enzyme. It was then 
further incubated ut 38°C for 1 bh. 3 wl was used for the PCR reaction 
in 1X Taq buffer (100 mM Tris-HCI. 1.5 mM MgCl, 50 mM KCI, 
pH 8.3). 200 uM dNTPs. 0.5 mM of each specific otigo and 1.5 U Taq 

polymerase (Bochringer Mannheim). All PCR reactions were done in 
a Perkin Eimer 2400 thermal cycler machine. Reactions were incu- 
bated at 95°C for 5 min, 58°C for 40 s before adding Taq polymerase 
and the reactions were then incubated at 72°C for | min for one cycle. 

Afterwards. samples were held at 94°C for 30 s, 58°C for 40 s and 
72°C for | min. for 32 cycles. As an internal control, we amplified 

rp49 transcript. Reaction products were resolved in a 2° agarose gel 
in Tris-borate running buffer. After transferring to a nylon membrane, 
the PCR products were hybridized against BPS-3 and rp49 cDNA 
clones [18.13]. 

2.7. Protein analysis 
fsp60'9/FM6 and hsp60CVF MG and wild-type females were gen- 

tly homogenized with 20 strokes in a dounce homogenator in the 
presence of homogenization butler [21]. The protcin concentration 
of the whole extracts was normalized with the Bradford assay. Pro- 

were separated on a 10% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 
gel electrophoresis gel {22) and then blotted onto a nitreccflulose 
membrane for immunostaining [23] with the ECL Western blotting 
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protocols (Amersham Life Science) with « 1: 1000 dilution of the anti- 

HSP60 antibody (StressGen), followed by anti-rabbit [g horseradish 
peroxidase secondary antibody (Amersham Life Science), 

3. Results 

3.1. Genomic organization of the Dinhsp60 gene and 

characterization of the promoter region 

From the analysis of the /sp60 $15 alicle, we found an 

intron of about 3 kb located just before the initiation codon 
{13]. By sequencing genomic DNA from fsp60'*°/EM6 and 
hsp60/FM6 allctes with primers used to sequence cDNA 
clones, we found another small intron of 64 bp in the 3’ 

region of the ORF. These results show that the /sp60 gence 

consists of three exons, the first contains the 5’ untranslated 

region (S' UTR) separated from the sccond exon (which has 

most of the /sp60 coding sequence) by a 3 kb intron and the 

last exon that contains the rest of the /sp60 coding sequence, 

interrupted by the 64 bp intron, as weil as the 3’ UTR (Fig. 

1A). 
In order to characterize the 5’ control region of the 

Dmilisp60 gene, we used the 15 kb Sail genomic DNA frag- 

ment cloned in the CaSpeR vector as a template to sequence 
the Asp60 promoter region [13]. High resolution primer exten- 

sion experiments were carried out to define the exact Asp60 

gene transcription start sitc. The RNA Asp660 start site (Fig. 

1B) was identified using a primer located at nucleotide +102, 

indicated in Fig. IC, that produces an extension product of 

102 nucleotides. The 5’ control region was then analyzed with 

the Findpatterns program of the GCG Wisconsin software 

and the TESS program [24]. We identified a TATA box at 

~—37 bp, a putative CAAT box at —139 bp and a putative 

Oct-I site at —225 bp from the transcription start site (Fig. 

1€). We did not find any heat shock clements with either of 

these programs. This supports our previous data [13] that 

showed that the /sp60 transcript nor the protein are heat 

inducible. 

3.2, Molecular analysis of the hsp60F and hsp60 alleles 

Homozygous fsp60' flies dic very carly during embryo- 
genesis with no signs of gastrulation. This indicates that the 

product of the /sp60 gene is essential for the carly stages of fly 

embryogenesis (13} (Fig. 2). Unfortunately, this phenotype 

makes working with homozygous cmbryos very difficult, so 

all the analyses reported in this work were carried out with 

heterozygous adult females. We sequenced the entire ORF of 

three different heterozygous and wild-type females. We found 

aC to T transition that produces a serine Lo leucine change in 

amino acid 154 of the mutant DmHSP60 protein. Serine-154 

is a highly conserved amino acid located between a-helices E 

and F of the reported GroEL structure [5]. We performed a 

homology modelling of the DmHSP60 wild-type and 

DmHSP60' putative structure proteins on the E. coli struc- 
ture to determine if the scrine to leucine change produces an 

important modification in the protein structure (Fig. 2A). In 

the model. we could see that the equatorial domain of the 

mutated protein (where the catalytic site is located) is dis- 

torted with respect to the wild-type DmHSP60. This distor- 
tion would increase the modelled AMP bonding distances 
with its nearest amino acids (Ftg. 2B). 

As in the Asp60'™™ flies, Asp60O homozygous mutant ani- 
mals die carly in embryogenesis [15]. cmbryos are amorphous 
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+685 AGGTATATTC CCATOGATTT GGACGACAAG TACCGOGTOG TCOTCATOGA 

“635 GTACCTCOOG AATOGGAAGA ACOGATTCAC OOTAATCAOC GAAAATOCAG 

“505 ARGATCCAGA OTAAQCATGT TARACAMTOT TUATTTTOAA TAANGTATTT 

“535 AAAAGCTTTT TTTOCCAGGT TIOGTCCTTT COACTTOGAC OCCTFAATOG 

7485 ACTACATOAA Crecaccoog CCAATTACGA CTCCAATCGA GCAAROGATT 

-435 CAOTTTGTAA CTACTTAGAC TTTATAGTAT OGTCGAAAAA TOTAGTAAAC 

“305 CTATATAATA AAATATACAT ATOTATOGPT TCATTTIGAA AAAAAAAAAC 

~335  TEAGGCOCGA AACTATOGCT PICCOCATCT AACATCTCTA GCATAACOTA 

285) TAAAGCETOC TOCGATAGTT ATTCATTATT ATATAATTOG ATTATTAATA 

235 GTTOCGTTOG ATTIOCAJAT TIGCTOTTAA TACOTTAATA TATTAAATTC 
Set=1 

7205 MPICTITIC TATOGAAAC® AGARAACTTA TPPATCOGCG AANOCTCAAT 
CAAT box 

7135 TEATTATAAA TATTACTIGA ATGCGAGTCC CCCATATOOC TOCCGATAAT 

“75 ATIOGATTOC CCGACOCAAG CAATCOATAA GCOCCOOCTA TYTTCGATCO 
TATA box 

of 
725 CCAACGAATG QTCACACOGA TACACATTAA OGTTAQGAAG TTCOGACCOC 

$44 CTQTGCOCAC ATPTOGAAGC GAGTAAACTG TOGTOAAGTS GaCTToTTOT 

APS-5'r1 oligo 
+74 TRCACATCAA ATAGARTCOG ANQOGPTCOC TTAACTGTCT IGTCAATAAT 

+124 TAQTACCAGT ACCAGTTTAA TICACA // - 3 KD intron // ATG MSP6O 

Fig. |. Genomic organization of the D. niclanogaster fisp60 gene and characterization of its 5’ control region.(A) Oligonucleotide primers de- 
duced from the sequence of the Asp60 cDNA clones were used to sequence genomic DNA from Asp60FMG6 females. Black boxes represent the 
S’ and 3’ UTRs. while shaded areas correspond to the hsp60 coding region. (B) Primer extension analysis. Total RNA from 0-4 h embryos 
was hybridized with °P-labelled oligonucleotide BPS-5‘r! and incubated with reverse transcriptase to produce cDNA extensions. The products 
were separated on a 7% polyacrylamide sequencing gel using a sequence reaction of the 15 kb Sufl genomic DNA fragment cloned in the CaS- 
peR AUG transformation vector (13], primed with the same oligonucleotide as the molecular mass marker. Lane PE shows the cDNA exten- 
sion product. (C) Sequence of the Asps@ promoter region. Using the 15 kb Safl genomic DNA cloned in the CaSpeR vector as template. we 
used specific oligonucleotides to sequence the promoter region of the Doiisp60 gene and using the Findpatterns program of the GCG Wiscon- 
sin software and the TESS program {22}, we identified a TATA box at —37 bp of the transcription start site (indicated in the figure with an ar- 
row}, as well as a putative CAAT box at —129 bp and a putative Oct-1 site at ~215 bp from the transcription start site. We did not find any 
heat shock clement sequence with neither of these programs. 

and their nuclei are distributed randomly (data not shown). 

The Asp60°? sequence did not show any change in the ORF. 
Therefore, this mutation should not be affecting the protein 
itself but either the mRNA production or its stability. In 
order to answer this question, we performed a RT-PCR of 
poly A‘ RNA from heterozygous and wild-type females. We 
did not observe an input difference between the heterozygous 

and wild-type flics. However, if we used hnRNA in a similar 

experiment, a clear reduction of the Asp60 transcript in the 

mutant Asp606"/F M6 [emales is found, compared to the wild- 
type ones. This difference was not seen in the rp49 transcript, 
used as internal control, In agreement with the poly AX RNA 
RT-PCR experiment performed with the Asp60C°%F M6 allele, 

  

we detected no difference in the protein quantity between both 
alleles and the wild-type strain in Western blot experiments 
(Fig. 3). This result indicates that, although a defect in the 
transcription or carly processing of the Asp60 mRNA scems to 
be the cause of the early death of /Asp60 homozygous ani- 
mals, heterozygous females can compensate for the lack of 
part of the /isp60 transcript, accumulating the processed tran- 
script lo accomplish the required level of protein. 

4. Discussion 

We have previously described the Drosophila Asp60 homo- 
fogue [13]. During this characterization. we found that both 
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A Fig. 2. Computer mode! of the HSP60 protein from the fsp6or*? 
allele. (A) The DmHSP60 wild-type and mutant sequences were 

modeled on top of the E coli GroEL structure. The resulting model 

was minimized with the cvff force field using the Discover program. 
The figure was prepared with MolMo! and Povray. DmHSP60 wild- 

type =red; DmHSP60"*? = blue. The arrow indicates the position of 
the amino acid change. The yellow color shows the increased vol- 
ume of the leucine compared to serine. (B} Wild-type and mutant 
DmHSP60 structures were superposed on top of an E coli GroEL 
subunit to model Mg-ADP binding. Mg-ADP hydrogen bonding 

was calculated using Ligplot. Figures were ptepared with MolMol 
and Povray. Note the differences between the wiki-type (A) and the 
mutant (B) active site, in the hydrogen bonding distances of the 
AMP molecule and the amino acids directly joined to it. 

Dm HSP6d- F409 = 
Dm HSP60-wt 

   

  

of embryonic lethal alleles from D. melanogaster is different 

(one probably affecting the protein structure and the other the 
amount of mRNA), the homozygous embryos of both alleles 

have identical phenotypes. 

The hsp60"™ allele presents a C to T transition that 

HSP60-F409 changes serine-154 to leucine that could promote a distortion 
in the equatorial domain structure. Heterozygous flies can 

survive and look like wild-type, suggesting that the 

hsp6o*® mutant protein would not be toxic for the HSP60 

function. 
We did not observe any point mutation in the Asp60 gene 

sequence of the hsp60° allele. We did not sequence the 5 or 
3” UTRs, looking for mutations that could cause the lethality 

of this allele, due to the fact that these regions tend to be 

polymorphic. 
The hnRNA RT-PCR analysis of the Asp60°°/FM6 flies 

showed a clear reduction in the levels of the Asp60 transcript 

  

the gene and the protein are not heat shock inducible (unpub- compared to the wild-type flies. This difference was not ob- 

lished results). By the analysis of the Asp60 promoter region, served in the rp49 transcript. However, the poly A* RT-PCR 

we did not find any functional binding sites for heat shock and Western blot experiments showed no differences between 

factor in the 685 bp sequence upstream of the transcription heterozygous and wild-type flies. This suggests that in hetero- 

initiation point, which confirms our previous data. Neverthe- zygous flies, ksp60 RNA accumulates, which alleviates the 

jess, we could identify the TATA box at —37 bp, a putative lack of some of the Asp60 transcript. Together, these results 

CAAT box at —139 bp and a putative Oct-I site at —225 bp indicate that the lethality of homozygous hsp60%> animals 

from the transcription start site. Even if the molecular nature could be in the lack of the Asp60 transcript and, by conse- 

A Poly A+ RNA  haRNA 

    

Cw Gas Gow 4 
byt wy owe B nspso spe? 
16 TMB wt Tae Tite 

i, of OD -— "KH 

  

Fig. 3. Molecular analysis of the hsp60™ allele. (A) Southern blot of the RT-PCR of poly At RNA and hnRNA from heterozygous and 

wild-type females was performed using specific hsp60 primers. The blot was hybridized with a 1.8 kb EcoRI restriction fragment representing 

the complete insert of the BP5-3 cDNA clone and with a 650 bp EcoR1-Hindlll restriction fragment of the mp49 cDNA. Lanes indicated as 

poly At RNA are the amplification products of the Asp60 and rp49 transcripts using poly At RNA from mutants and wild-type flies, respec- 

tively. Lanes indicated as hnRNA represent the same amplification products with hnRNA from Asp60° and wild-type flies. There is no differ- 

ence in the poly At RNA level between wild-type and mutant females in the hsp60 nor rp49 transcripts. Nevertheless, there is a clear reduction 

in the hnRNA levels of the mutant Asp60 transcript and the wild-type one. (B) Western blot analysis of whole extracts from wild-type (lane 1), 

hsp60¥*? TEMG (lane 2) and Asp60°7EM6 (lane 3) flies immunostained with an anti-HSP60 antibody (StressGen) showed no important differ- 

ences in the HSP60 levels between the heterozygous and wild-type fies. 
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quence, of the HSP60 protein. In summary. both mutations 
can be considered null, one affecting the /sp60 RNA produc- 

lion and the other producing a non-functional protcin. 
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