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ABSTRACT 

y y  3 h $ n ~ + F y ~ r  un'a tn c t ~ 3 y  t h o  h a a t  shnrk ,  ~ n ~ n n n ~ n  in, 

ggegorhpbdit&s dgqpag a n 3  t o  c h a r 3 c t e r i z e  t h e  s t r u c t u r e  a n 3  

a x ~ r e s s i o n  of  i t s  7 0  k i l o d a f t o n  h e a t  s h o c k  p r o t s i n  (hs~70) 

qenes.  

E x p o s u r e  of C, g iggang  t o  t e m p e r a t u r e s  a b o v e  2 8 O C  r e s u l t s  

i n  t h e  ~ r e f e r s n t i a l  s y n t h e s i s  o f  n i n e  p o l y p e p t i d e s  w i t h  

m o l e c u l a r  w e i g h t s  S e t w e e n  16 a n d  8 1  k i l o d a l t o n s .  T h e  s y n t h e s i s  

i~ xiyo o f  most o t h e r  p o l y p e p t i d e s  is r a d u c e 3 .  T h i s  r e d u c t i o n  

a D p e a r s  t o  b e  r ~ q u l a t e ?  s t  t h e  1 3 v e l  of t r a n s l a t i o n .  Extensive 

s i m i l a r i t i e s  b e t w e e n  t h e  h e a t  s h o c k  r e s p o n s e  o f  gi g i g g a g s  e n 3  

t h e  h e a t  s h o c k  r e s p o n s e  of pylgophL&p a r e  s h o w n .  

I n  o r d e r  t o  s t u d y  t h o  g F  deqaps q s n e s  c o d i n q  f o r  h s p 7 0 ,  

s e q u e n c e s  h o m o l o q o u s  t o  t h e  D r o g q p h i l p  h s ~ 7 0  q e n s  were i s o l a t e d  

f r o m  a C L  d g q a n s  C h a r o n  4 q e n o m i c  l i b r a r y .  T h e s e  s e q u e n c r s ,  

w h i c h  c o n s t i t u t e  a s m a l l  m u l t i q e n ?  f a m i l y ,  i n c l u d e  t h r e e  

p r o m i n e n t  s i n q l e  c o p y  s e q u e n c e s :  t h e  c l a s s  A ,  3 a n d  C h s p 7 0  

q e n e s .  O f  t h e s s  t h r e e ,  o n l y  t h e  c l a s s  A h s p 7 0  q e n e  s h o w s  h e a t  

s h o c k  s t i m u l a t e d  t r a n s c r i p t i o n .  T r a n s c r i p t i o n  of t h e  class C 

h s p 7 0  g e n e  a p p e a r s  t o  bs d e v e l o p m e n t a l l y  r e q u l a t e d .  T r a n s c r i p t s  

o f  t h e  c l a s s  B h s ~ 7 0  q e n 9  h a v e  n o t  b e e n  d e t e c t e j .  

I n  o r d e r  t o  p l a c e  t h e  c l o n e d  s e n e s  o n  t h e  C, &?qagg 

q e n e t i c  map,  t h e  r e q i o n s  f l a n k i n q  t h e  c l a s s  4 ,  9 a n d  C h s ~ ? 0  

g e n e s  w2re e x a m i n e d  f o r  s e q u e n c e  v a r i a t i o n  b e t w e e n  t h e  S r i s t o l  

a n d  3 e r q e r a c  s t r a i n s  o f  gL d e q g q s .  No s e q u e n c e  v a r i a t i o n  was 

d e t e c t e d  i n  40 k i l o b 3 s e s  o f  D N A  f l a n k i n q  t h e  c l a s s  F a n d  C h s p 7 0  

iii 



q l n u s ,  I n  c o n t r a s t ,  a n a l y s i s  o f  3NA f l s n k i n q  t h ?  h e a t  s h o c k  

i n d u c i b l 2  c l a s s  A j e n o  s h o w s  An u n u s u a l l y  h i q h  2 m o u n t  o f  

s e q u e n c e  v a r i l t i o n  ( 7 . 5 ; )  b b e t w l e n  t h e  t w o  s t r a i n s .  T h e s e  

v a r i a t i o n s  a r e  n o t  t h e  r e s u l t  o f  l a r q e  D N A  r e s r r s n q e m e n t s  b u t  

a r e  p r o b & b l y  t h e  r e s u l t  of  n u m e r o u s  p o i n t  m u t a t i o n s ,  9 n  

h y p o t h e s i s  i s  p r o p o s e d ,  c o r r e l a t i n q  t h e s e  v a r i a t i o n s  w i t h  t h e  

s p e c i a l  s t a t u s  o f  t h s  class A h s p 7 0  qene a n d  i t s  s u r r o u n d i n q  

c h r o m a t i n  i n  t h e  q e r m l i n e  o f  g&gqgpg.  

T h e  p rec i se  m a p p i n g  o f  t h e  c l a s s  A qene shovs t h a t  i t  l i e s  

t o  t h e  f a r  r i q h t  e n d  of c h r o m o s o m e  I V ,  a n p r o x i m a t e l y  0 .1 m a p  

u n i t s  t o  t h e  l e f t  o f  q~y=? .  
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A .  G e n e r a l  I n t r o d u c t i o n  

T h e  d e v e l o p a e n t  o f  rcost  m e t a z o a n s  p r o c e e d s  f r o m  a 

f e r t i l i z e d  e g g  t h r o u g n  t c  t h e  a a u l t  s t a g e  v i a  a c o m p l e x  s e t  o f  

b i o c h e m i c a l  a n d  m o r p h o l o c i c a l  c h a n g e s .  T h e  e l u c i d a t i o n  of h o u  

t h e s e  a l t e r a t i o n s  o c c u r  a n d  w h a t  f a c t o r s  r e q u l a t e  t h e  

s y n c h r o n o u s  p a t t e r n  o f  e v e n t s  t h a t  e a c h  d e v e l o p i n g  e a b r y o  

f o l l o u s  w i l l  p r o v i d e  i n s i a h t  i n t o  t h e  m o l e c u l a r  a n d  c e l l u l a r  

f o u n d a t i o n s  of t h e  d e v e l c p m e n t  a 1  p r o c e s s .  

T h e  i n i t i a l  p u r s u a l  o f  t h e s e  g o a l s  u a s  t h r o u g h  a d e t a i l e d  

g e n e t i c  a n d  b i o c h e m i c a l  a n a l y s i s  o f  p r o k a r  y o t e s .  T h e s e  s t u d i e s  

s h o v e d  t h a t  t h e  e x p r e s s i o n  of g e n e s  c o u l d  b e  r e g u l a t e d  a t  a 

v a r i e t y  o f  p o i n t s  a l o n g  t h e  p a t h w a y  d e f i n e d  b y  t h e  c e n t r a l  dogma 

(DNA - R N A  - P r o t e i n ) .  T h e  e x p r e s s i o n  of p r o k a r y o t i c  a e n e s  c a n  

b e  r e g u l a t e d  a t  t h e  l e v e l  o f  i n i t i a t i o n  o f  t r a n s c r i p t i o n ,  as  f o r  

t h e  b a c t e r i o y h a q e  l a m a d a  c r o  a n d  cl g e n e s  ( J o h n s o n  st_ d, 1981 ; 

P t a s h n e  e l  gl, 1960)  a n d  t h e  &= c o l i  l a c t o s e  o p e r o n  ( B i l l e r  a n d  

R e z i n k o f f ,  1 9 8 0 ) .  A l t e r n a t i v e l y ,  g e n e  e x p r e s s i o n  c a n  b e  

c o n t r o l l e d  a t  t h e  l e v e l  cf t r a n s c r i p t i o n  t e r n i n a t i o n  a s  i n  t h e  

l a m b d a  N g e n e  p r o d u c t  ( H e r s h e y ,  1 9 7 1 ) .  O t h e r ,  e l e g a n t  e x a m p l e s  

o f  how p r o k a r y o t e s  s y n c h r o n i z e  g e n o m e  e x p r e s s i o n  t o  t h e i r  g r o w t h  

r e q u i r e m e n t s  i n c l u d e ,  t h e  a t t e n u a t i o n  s y s t e m  ( O x e n d e r  & gl, 

1983) of t h e  t r y p t o p h a n  c p e r o n  a n d  t h e  f e e d b a c k  r e q u l a t i o n  o f  

r i b o s o m a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  (Nomura g& 1 9 8 0 ) .  

Bany  o f  t h e  r e g u l a t c r y  m e c h a n i s m s  d e s c r i b e d  f o r  p r o k a r y o t i c  

g e n s  e x p r e s s i o n  r e l y  o n  i n h e r e n t  f e a t u r e s ,  s u c h  a s  o p e r o n s  a n d  



c o u p l e d  t r a n s c r i p t i o n  - t r a n s l a t i o n ,  w h i c h  p r o b a b l y  ao  n o t  o c c u r  

i n  e u k a r y o t e s .  Among o t h ~ r  t h i n g s ,  m e c h a n i s m s  d e s c r i b i n g  t h e  

r e g u l a t i o n  of e u k a r y o t i c  g e n e  e x p r e s s i o n  m u s t  t a k e  i n  t o  a c c o u n t  

t h e  p a c k a g i n g  o f  D N A  i n t c  n u c l e o s o r n e s  a n d  l o o p e d  d o m a i n s ,  t h e  

e x i s t e n c e  o f  v a r i o u s  t y p e s  of r e p e t i t i v e  DNA e l e m e n t s  a n d  t h e  

f e e d b a c k  w h i c h  m u s t  o c c u r  b e t w e e n  t r a n s c r i p t i o n  i n  t h e  n u c l e u s  

a n d  t r a n s l a t i o n  a n d  c e l l u l a r  m e t a b o l i s n  i n  t h e  c y t o p l a s m .  It was 

t h e r e f  o r e  n e c e s s a r y  t h a t  m o d e l  e u k a r y o t i c  systems b e  d e v e l o p e d  

a n d  s t u d i e a .  

T h e  p u f f i n g  p a t t e r n s  o f  p o l y t e n e  c h r o a o s o a e s  of Dj,Egggg 

i n d i c a t e d  t h a t  d i f f e r e n t  g e n e s  were b e i n g  t u r n e d  o n  a n d  o f f  

d u r i n g  d e v e l o p m e n t  ( B e e r a a n ,  1 9 5 6 )  . S u b s e q u e n t  a n a l y s i s  o f  

D r o s o ~ h i l a  a n d  o t h e r  e u k a r y o t e s  h a s  s h o w n  t h a t  d i f f e r e n t i a l  G e n e  ---- -- 
e x p r e s s i o n  is m o b a b l y  the p r i m a r y  c o n t r o l  p o i n t  f o r  t h e  

r e g u l a t i o n  o f  t h e  d e v e l o ~ m e n t a l  p r o c e s s .  T r a n s c r i p t i o n  o f  qenes 

o c c u r s  i n  b o t h  t e m p o r a l  and  s p a t i a l  s p e c i f i c  f a s h i o n s .  An 

e l e g a n t  e x c m p l e  o f  t h i s  is the v e r t e b r a t e  g l o b i n  g e n e  f a a i i l y ,  i n  

u h i c h  s p e c l f i c  members of t h e  a l p h a  a n d  b e t a  g l o b i n  g e n e  

f a m i l i e s  a r e  c o o r d i n a t e l y  e x p r e s s e d  i n  d i f f e r e n t  t i s s u e s  a t  

d i f f e r e n t  times d u r i n g  d e v e l o p ~ e n t  ( r e v i e w e d  by P r o u d f  o o t  pl, 

1 9 8 0 ) .  T h e  e l u c i d a t i o n  of t h e  m o l e c u l a r  m e c h a n i s m s  r e s p o n s i b l e  

f o r  t i s s u e  s p e c i f i c  a n d  t e m p o r a l  e x p r e s s i o n  of g e n e s  w i l l  

u n d o u b t e d l y  b e  a n s w e r e a  t h r o u g h  a  m o l e c u l a r  g e n e t i c a l  a p p r o a c h .  

T h i s  r e l a t i v e l y  new a p ~ ~ c a c h  c o m b i n e s  c lass ic  q e n e t i c  a n a l y s i s  

a n d  r a p i d  DUA s e q u e n c i n g  ( S a n g e r  g& a&, 1977;  Maxam a n d  G i l b e r t ,  

1 9 7 7 )  a n d  m o l e c u l a r  c l o n i n g  t e c h n i q u e s  ( E u r r a y  a n d  H u r r a y ,  1974;  



B l a t t n e r  22, 1 9 7 7 ;  M a n i a t l s  g& $3, 1 9 7 8 ) .  

I n i t i a l  r e s u l t s  i n d i c a t e )  t h a t  e u k a r y o t i c  g e n e  e x p r e s s i o n  

may b e  r e g u l a t e d  a t  a l a r q e  n u m b e r  of  c o n t r o l  p o i n t s  ( r e v i e u e d  

b y  B r o w n ,  1961;  D a r n e l l ,  1 9 8 2 ) .  U n l i k e  p r o k a r y o t e s ,  t h e  

t r a n s c r i p t i o n  of e u k a r y o t i c  g e n e s  is u n d e r  t h e  p r i m a r y  d i r e c t i o n  

of t h r e e  d i s t i n c t  D N A  d e p e n a e n t  B N A  p o l y m e r a s e s .  R N A  p o l y m e r a s e  

I ( p o l  I) t r a n s c r i b e s  r R B A s ,  p a l  11 t h e  mRNAs a n 3  p o l  111 t h e  5 s  

r R N A ,  p r e - t R N A s ,  small  v i r a l  R E A s  a n d  some o t h e r  c e l l u l a r  SNBs. 

W h i l e  l i t t l e  i s  k n o w n  a b o u t  t h e  p r o m o t e r s  o n  w h i c h  p o l  I a c t s ,  a 

s i g n i f i c a n t  a m o u n t  is known a b o u t  t h e  p r o m o t e r s  u i t h  u h i c h  p o l  

I1 a n d  p o l  I11 i n t e r a c t .  T h e  d i s s e c t i o n  of e u k a r y o t i c  p r o m o t e r s  

h a s  b e e n  made p o s s i b l e  t h r o u g h  t h e  iq ~ I g g g  s u t a g e n e s i s  3f  

c l o n e d  g e n e s  a n d  s u b s e q u e n t  a s s a y  f o r  t h e i r  c o r r e c t  

t r a n s c r i p t i o n  e i t h e r  lrhrg or  Ig v f g ~ e .  P o l  111 a c t s  u p o n  

i n t r  a g e n i c  p r o m o t e r s  a n d  r e q u i r e s  t h e  p r e s e n c e  of p o s i t i v e  

t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  u h i c h  a re  s p e c i f i c  for t h e  v a r i o u s  p o l  I11 

c la s s  g e n e s  (Sa icon  j u  g_t 21, 1 9 6 0 ;  S o g e n h a q e n  gt d, 1 9 8 0 ;  

E n g e l k e  d, 1980;  H o f s t e t t e r  gt pl, 1 9 8 1 ;  G a l l i  & a, 1 9 8 1 ;  

H o n i a  a n d  t i o e d e r ,  1 9 8 0 ) .  P o l  I1 p r o m o t e r s  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  a r e  

l o c a t e d  5' t o  t h e  t r a n s c r i p t i o n  i n i t i a t i o n  p o i n t .  m c K n i g h  t a n d  

K i n g s b u r y  (1  9 8 2 )  h a v e  i d e n t i f i e d  t h r e e  d i s t i n c t  p r o m o t e r  r e q i o n s  

w i t h i n  105  base p a i r s  5' of t h e  h e r p e s  s i m p l e x  t h y m i d i n e  k i n a s e  

g e n e  u h i c h  a f f e c t  t h e  a c c u r a c y  a n d  e f f i c i e n c y  o f  t r a n s c r i p t i o n .  

A n a l y s i s  of t h e  p r i m a r y  s t r u c t u r e  of e u k a r y o t i c  s t r u c t u r a l  

g e n e s  a n d  t h e i r  c o r r e s p o n d i n g  m H N h  t r a n s c r i p t s  h a s  s h o w n  a 

n u m b e r  o f  u n i q u e  f e a t u r e s .  Many  g e n e s  c o n t a i n  n o n c o d i n g  



i n t e r v e n i n q  s e q u e n c e s  a i s p e r s e d  b e t w e e n  p r o t e i n  c o d i n q  r e g i o n s .  

T h e s e  i n t r u n s  a re  c u t  o u t  o f  t h e  p r i m a r y  m R N A  t r a n s c r i p t  a n d  t h e  

p r o t e i n  c o a i n g  r e g i o n s  a r e  r e j o i n e d  p r i o r  t o  t r a n s l a t i o n  

( r e v i e w e d  cy C h a a b o n ,  19 t21 ) .  I n  t h e  a d e n o v i r u s ,  some p r i w a r y  

t r a n s c r i p t s  c o n t a i n  m u l t i p l e  s p l i c e  s i tes,  a l l o w i n g  d i f f e r e n t  

p r o t e i n s  t o  be  s y n t h e s i z e d ,  d e p e n d i n g  u p o n  t h e  s p e c i f i c  i n t r o n s  

r e m o v e d  (Ziff, 1 9 8 0 ) .  As t r a n s c r i p t i o n  i s  o c c u r r i n q ,  a 

m e t h y l a t e d  cap is e n z y m a t i c a l l y  a d d e d  t o  t h e  5' e n d  o f  t h e  mRWh. 

After t r a n s c r i p t i o n ,  1 0 0  t o  2 0 0  r e s i d u e s  o f  a d e n y l i c  a c i d  a re  

e n z p r a a t i c a l l y  a d d e d  t o  t h e  3 '  e n d  o f  most m R N A s .  A c o n s e r v e d  

s e q u e n c e  i n  t h e  3 '  n o n c o d i n g  r e g i o n  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  a s  a 

p o l y  ( A )  + a c i d i t i o n  s i g n a l  ( P r a u d f c o t  a n d  B r o w n l e e ,  1 9 7 6 ) .  

S e v e r a l  f e a t u r e s  s f  e u k a r y o t i c  g e n o s e s  i n d i c a t e  t h a t  

c e r t a i n  e l e m e n t s  a re  c a p a t l e  o f  m o v e m e n t  from o n e  g e n o a i c  

l o c a t i o n  t o  a n o t h e r .  T h e  g e n e r a t i o n  of i m m u n o g l o b u l i n s  i n v o l v e s  

t h e  somat ic  r e a r r a n g e m e n t  of v a r i o u s  h e a v y  a n d  l i g h t  c h a i n  

s e g m e n t s  ( L u i  d, 1 9 8 C ;  D a v i s  gl,, 1 9 8 0 ;  T u c k e r  g& d, 

1 9 8 0 ) .  O t h e r  e u k a r y o t i c  e l e m e n t s ,  t r a n s p o s o n s ,  e x h i b i t  some 

s t r u c t u r a l  a n d  f u n c t i o n a l  s i m i l a r i t i e s  t o  b a c t e r i a l  

t r a n s l o c a t a b l e  e l e m e n t s  ( K l e c k n e r ,  1 9 7 7 ;  C a l o s  a n d  H I l l e r ,  

1 9 8 0 ) .  T h e s e  e l e m e n t s  o c c u r  i n  a v a r i e t y  o f  e u k a r y o t e s  

( M c C l i n t o c k ,  1 9 5 6 ;  C a m e r o n  2% 21, 1 9 7 9 ;  F i n n e g a n  = A .  1 9 7 8 ;  

E m n o n s  8% al, l 9 8 3 ) ,  and i n  Eglghi&p a c c o u n t  f o r  a l a r y e  

p r o p o r t i o n  of t h e  m i d 3 l e  r e p e t i t i v e  D N A .  Y h i l e  t h e s e  r e s u l t s  

i n d i c a t e  t h a t  many p o t e n t i a l  c o n t r o l  p o i n t s  e x i s t  f o r  t h e  

r e g d l a t i o n  of e u k a r y o t i c  g e n e  e x p r e s s i o n ,  t h e  p r i m a r y  s i t e  o t  



c o n t r o l  i s  a t  t h e  l e v e l  of t r a n s c r i p t i o n  ( D e r w a n  gy p l ,  1 9 8 1 ) .  

A m o d e l  s y s t e m  w h i c h  p r o v i d e s  a u n i q u e  o p p o r t u n i t y  t o  s t u d y  

g e n e  r e g u l a t i o n ,  s t r u c t u r r z  a n d  f u n c t i o n  i s  t h e  ' h e a t  s h o c k *  

r e s p o n s e .  I n  a d d i t i o n  t o  t h e  p u f f i n g  p a t t e r n s  n o t e d  d u r i n g  

d e v e l o p m e n t ,  B i t o s s a  ( 1 9 6 2 ,  1 9 6 4 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  a u n i q u e  se t  

of p u f f s  c o u l d  b e  i n d u c e d  i n  g&g~gehh&g gel_aqpqqster b y  

s u b j e c t i n g  l a r v a e  t o  e l e v a t e d  t e m p e r a t u r e s .  S p r a d l i n g  eJ g& 

(1977) e x t e n s i v e l y  s t u d i e d  t h e  R N A  s p e c i e s  i n d u c e d  by h e a t  s h o c k  

a n d  f o u n d  t h a t  s i x  o f  t h e  s p e c i e s  are d e t e c t e d  o n l y  i n  c e l l s  

s u b 3 e c t e d  t o  h e a t  s h o c k  a n d  h y b r i d i z e  &g t o  t h e  h e a t  

i n d u c e d  p u f f s .  F u r t h e r  t h e r e  a r e  c h a n g e s  i n  t h e  p a t t e r n  o f  

p r o t e i n  s y n t h e s i s  w h i c h  ~ a r a l l e l  t h e  c h a n g e s  i n  p u f f i n g  

p a t t e r n s ,  r e s u l t i n g  i n  t h e  s y n t h e s i s  of s e v e n  t o  n i n e  

p o l y p e p t i d e s  ( T i s s i e r e s  g2 gi, 1 9 7 4 )  . S i n c e  t h e  i n i t i a l  s t u d i e s  

i n  jl&osogh&&l, t h e  ' h e a t  s h o c k *  r e s p o n s e  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  

i n d u c i b l e  by a l a r g e  v a r i e t y  o f  c h e m i c a l  a n d  p h y s i c a l  i n s u l t s  

( r e v i s w e d  by h s h b u r n e r  and E o n n e r ,  1979 )  . I n  q s n e r a l ,  a ' h e a t  

s h o c k *  r e s p o n s e  is  c h a r a c t e r i z e d  b y  t h e  e n h a n c e d  s y n t h e s i s  o f  a 

s m a l l  set o f  p o l y p e p t i d e s  a n d  an  a c c o m p a n y i n g  d e c r e a s e  i n  

s y n t h e s i s  o f  most p o l y p e ~ t i d e s  n o r m a l  t o  d e v e l o p m e n t .  A s i m i l a r  

r e s p o n s e  t o  e l e v a t e d  t e l n ~ e r a t u r e s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  a u i d k  

r a n g e  o f  o r g a n i s m s ,  i n c l u d i n g  v e r t e b r a t e s  ( K e l l y  a n d  

S c h l e s i n q e r ,  1 9 7 8 ) ,  y e a s t  (Miller & gl, 1 9 7 9 ) ,  fllc~tost~li..g 

( L o o m i s  and. W h e e l e r ,  1 9 8 0 ) ,  E ,  cg&i (Yamamoni  gr a&, 1 9 7 8 )  a n d  

p l a n t s  ( B a r n e t t  _al, 1 9 8 0 ) .  



T h e  l a r g e  a m o u n t  o f  c u r r e n t  i n t e r e s t  i n  t h e  h e a t  s h o c k  

r e s p o n s e  stems f r o m  t h e  v a r i e t y  of  a o l e c u l a r  a n d  c e l l u l a r  

p r o ~ l e m s  u h i c h  may b e  addresses t h r o u g h  d i s s e c t i o n  of t h i s  

r e s p o n s e .  T h e  m a i n  a d v a n t a g e  of t h i s  s y s t e a  f o r  ~ o l e c u l a r  

a n a l y s i s  is  t h a t  a s p e c i f i c  a r o u p  of g e n e s  c a n  b e  r a p i d l y  

i n d u c e d  w i t h  l i t t l e  time, e f f o r t  or e x p e n s e  o n  t h e  p a r t  o f  t h e  

i n v e s t i g a t o r .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  i n d u c t i o n  i s  r e a d i l y  r e v e r s i b l e ,  

a l l o u i n g  f o r  t h e  a n a l y s i s  of many a s p e c t s  of t r a n s i e n t  g e n e  

e x p r e s s i o n .  Q u e s t i o n s  uh  i c h  n e e d  t o  b e  a d d r e s s e d  i n c l u d e ;  W h a t  

D N A  a n d  p r o t e i n  s i g n a l s  r e g u l a t e  t h e  c o o r d i n a t e  i n d u c t i o n  o f  t h e  

h e a t  s h o c k  g e n e s ?  How a r e  t h e  h e a t  s h o c k  g e n e s  of o r g a n i s m s  

o t h e r  t h a n  Qrlogh&& o r g a n i z e d  i n  t h e i r  q e n o m e s ?  U h a t  i s  t h e  

f u n c t i o n  o t  t h e  v a r i o u s  h e a t  s h o c k  p e p t i d e s ?  U h a t  i s  t h e  

p h y s i o l o g i c a l  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  l a r g e  n u m b e r  of  a q e n t s  

u h i c h  c a n  i n d u c e  a ' h e a t  s h o c k '  r e s p o n s e ?  g h a t  a s p e c t s  of h e a t  

s h o c k  r e s p o n s e  are  i n v o l v e d  i n  t h e  g e n e r a t i o n  o f  p h e n o c o p y  

m u t a n t s ?  W h a t  is i n v o l v e d  i n  t h e  s e l e c t i v e  t r a n s l a t i o n  of b e e t  

s h o c k  mRNAs o v e r  n o n h e a t  s h o c k  m R N A s ?  

T h e s e  a n d  o t h e r  a s p e c t s  o f  t h e  h e a t  s h o c k  r e s p o n s e  a r e  

c u r r e n t l y  b e i n g  a d d r e s s e d ,  m a i n l y  i n  Q a s g p h & & p  m&ngosgagg 

( s e e  S c h l e s i n g e r  g& d, 1982 ) .  T h e  u b i q u i t o u s  n a t u r e  of  t h e  h e a t  

s h o c k  r e s p o n s e  s u g g e s t s  a n e e d  t o  c h a r a c t e r i z e  i t  i n  s e v e r a l  

s p e c i e s .  S u c h  a c o m p a r i s o n  w o u l d  p r o v i d e  v a l u a b l e  i n s i q h t  i n t o  

t h e  c o n s e r v a t i o n  a n d  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  r e g u l a t o r y  e l e m e n t s  

i n v ~ l v e d  i n  t h e  e x p r e s s i c n  o f  t h e s e  c o o r d i n a t e l y  e x p r e s s e d  

g e n e s .  



C a e n o r h a b d i t i s  e l e q a n s  i s  a n  e x c e l l e n t  m o d e l  o r g a n i s m  f o r  ----------- --- --- 
t h e  b i o c h e m i c a l  a n d  g e n e t i c a l ~  a a a l y s i s  o f  e u k a r y o t i c  g e n e  

r e g u l a t i o n  ( B r e n n e r ,  1 9 7 4 ;  R i d d l e ,  1 9 8 0 )  . T h i s  f ree  l i v i n g  

n e m a t o d e  p o s s e s s a s  m a n y  f a v o r a b l e  c h a r a c t e r i s t i c s ,  i n c l u d i n g ;  a 

3.5 d a y  g e n e r a t i o n  time i n  w h i c h  a b o u t  300 p r o q e n y  a r e  p r o d u c e d  

f r o m  a s i n g l e  a d u l t ;  t h e  a b i l i t y  t o  m a i n t a i n  s t o c k s  i n d e f i n i t e l y  

i n  l i q u i d  n i t r o q e n ;  t h e  smallest g e n o m e  s i z e  of a n y  k n o u n  

a n i e a l ;  t r a n s p a r e n c y ,  a l l o w i n g  t h e  d e t a i l e d  a n a l y s i s  of i ts 

a n a t o m y ;  a n d  most i m p o r t a n t l y ,  i t ' s  a a a e n a b l e  t o  g e n e t i c  

a n a l y s i s .  

T h e  f a c t  t h a t  2: gloqqms is a s e l f - f e r t i l i z i n a  

h e r m a p h r o d i t e  a l l ows  t h e  e a s y  m a i n t e n a n c e  of h o a o z y g o u s  s t o c k s .  

G e n e t i c  m a n i p u l a t i o n s  a r e  p o s s i b l e  h o u e v e r  s i n c e  h e r m a p h r o d i t e s  

w i l l  a l s o  r e p r o d u c e  b y  m a t i n g  w i t h  a a l e s ,  w h i c h  a r i s e  

s p o n t a n e o u s l y  by n o n d i s  j u n c t i o n  o f  t h e  X c h r o m o s o m e  ( b r e n n e r ,  

1 9 7 4 ;  H o d g k i n  a n d  B r e n n e r ,  1 9 7 4 ) .  T h e  a d u l t  h e r m a p h r o d i t e  

p o s s e s s e s  f i v e  p a i r s  o f  a u t o s o m e s  a n d  two s e x  c h r o u i o s o e r e s  (XX) 

w h i l e  t h e  male  h a s  f i v e  F a i r s  of a u t o s o m e s  a n d  a s i n g l e  X 

c h r o m o s o m e .  B o t h  t h e  e m b r y o n i c  a n d  p o s t - e m b r y o n i c  ce l l  l i n e a g e s  

h a v s  b e e n  c o m p l e t e l y  d e t ~ r m i n e d  f o r  CL gleams ( S u l s t o n  a n d  

H o r o v i t z ,  1977;  S u l s t o n  _e_t a&, 1 9 8 3 ) .  A d u l t  worms h a v e  s l i q h t l y  

less t h a n  1000  somat ic  c e l l s  and  a b o u t  2500 g o n a d a l  n u c l e i  

( S u l s t o n  a n d  H o r o v i t z ,  1 9 7 7 ) .  W h i l e  i t s  a n a t o m y  i s  r e l a t i v e l y  

s i m p l e ,  dcszi c o n t a i n s  a v a r i e t y  of 3 i f f e r e n t i a t e d  t i s s u e  

t y p e s ,  i n c l u d i n g ,  h y p o d e r m i s ,  n e r v e ,  g o n a d ,  m u s c l e  a n d  g u t .  



The use o f  t??gqgns f o r  g e n e t i c  s t u d i e s  i s  well 

d o c u m e n t e d  ( B r e n n e r ,  1 9 7 4 ;  R i d d l e ,  1 9 7 8 ;  Herman gg & 1 9 7 6 ,  

R o s e n b l u t h  and  B a i l l i e ,  1 9 8 1 ) .  T h e  mos t  d e t a i l e d  o f  t h e s e  

s t u d i e s  h a v e  c o n c e n t r a t e d  on s p e c  i f  i c  q e n e s  which a f f e c t  m u s c l e  

s t ructure  a n d  f u n c t i o n  ( E p s t e i n  gg a&, 1 9 7 4 ;  NacLeod e t  a l ,  

1977;  Rose  a n d  B a i l l i e ,  1980;  noerntan and B a i l l i e ,  1 9 7 9 ,  Koerman 

e t  a l ,  1 9 8 2 ;  i l a t e r s t o n  e& as, 1 9 8 2 ;  R o g a l s k i  e_& 1 9 8 2 ;  

R o g a l s k i ,  1 9 8 4 ) .  

GI e&gqqas is  a l s o  k e l l  s u i t e d  f o r  m o l e c u l a r  a n a l y s i s .  I t s  

s m a l l  genome s i z e  ( 8  x 1 0 7  b p )  and h i g h  p r o p o r t i o n  o f  s i n g l e  

copy s e q u e n c e  (83%) s i m p l i f y  t h e  c o n s t r u c t  i o n  and s c r e e n i n g  o f  

g e n o m i c  D N A  l i b r a r i e s  ( S u l s t o n  and B r e n n e r ,  1 9 7 4 ) .  An e l e g a n t  

e x a m p l e  o f  t h e  p o t e n t i a l  of  C, glg~&ag f o r  r a o l e c u l a r  q e n e t i c  

d i s s e c t i o n  is t h e  p~c=52 locus u h i c h  e n c o d e s  t h e  g e n e  f o r  the 

m a j o r  body w a l l  m y o s i n  heavy c h a i n  (IlacLeod gg a&, 19  7 7 ) .  I n  

t h i s  c a s e ,  t h e  p r o p e r t i e s  o f  a n  i n t e r n a l  unc-54 d e l e t i o n  were 

u s e d  t o  i s o l a t e  the c l o n e s  c o n t a i n r n g  t h e  unc-54 g e n e  (MacLeod 

gg g&,  1 9 8 1 ) .  S u b s e q u e n t  s e q u e n c e  a n a l y s i s  of unc-54 w i l d  t y p e  

a n d  m u t a n t  a l l e l e s  h a s  a l l o w e d  t h e  a l i g n m e n t  o f  t h e  g e n e t i c  a n d  

D N A  s e q u e n c e  maps ( K a r n s  21, 1 9 6 3 )  . 
T h e  i n i t i a l  o b j e c t i v e  o f  t h i s  t h e s i s  was t o  d e m o n s t r a t e  the 

f e a s i b i l i t y  o f  u s i n g  C1 dgqpgs a s  a model  o r g a n i s m  i n  u h i c h  to 

s t u d y  t h e  h e a t  s h o c k  r e s p o n s e .  A t  t h e  time t h i s  p r o j e c t  uss 

i n i t i a t e d ,  t h e  b i o c h e a i c a l  a n d  p h y s i o l o g i c a l  e f f e c t s  of a 

t r a n s i e n t  h i g h  t s s p e r a t u r e  s h o c k  had n o t  been  r e p o r t s d  i n  the 

p h y l u m  Nematoda. A s e c o n d  o b j e c t i v e ,  r e l y i n s  on t h e  r e s u l t s  o f  



t h e  f i r s t ,  was t o  c l o n e ,  c h a r a c t e r i z e  a n d  g e n e t i c a l l y  map 

members o f  t h e  & e_&2~ga~ h s p J 0  g e n e  f a m i l y .  I t  was t h o u c r h t  t h a t  

a c o m p a r i s o n  of t h e  ~ s F ' I C  g e n e s  a n d  t h e i r  f l a n k i n g  s e q u e n c e s  

b e t w e e n  @g~oghi& a n d  C, dgqani z i g h t  i d e n t i f y  c o n s e r v e d  

s e q u e n c e s  u h i c h  a r e  i n v o l v e d  i n  t h e  c o o r d i n a t e  e x p r e s s i o n  of  t h e  

h s p  g e n e s .  

T h e  s p e c i f i c  o b j e c t i v e s  were to:  1 )  d e t e r m i n e  t h e  

c o n d i t i o n s  u n d e r  w h i c h  _C, gl;gq_aas s y n t h e s i z e d  a set  of h s p s  a n d  

t h e n  t o  a n a l y s e  t h e s e  ~ o l y p e p t i d e s  b o t h  &g E & E ~  a n d  &q v&rgg 2 )  

d e t e r m i n e  t h e  h o m o l o g y  o f  the &~pspghiktg h s p 7 0  g e n e  t o  g1 

dgggqg g e n o m i c  D N A  s e q u e n c e s  u s i n g  b o t h  q e n o m i c  D N A  O l o t s  a n d  

R N A  b l o t s  3) c o n s t r u c t  a :, gJgqaas_ g e n o m i c  D N A  l i b r a r y  a n d  

s c r e e n  f o r  the h s p 7 0  g e n e ( s )  u t i l i z i n g  t h e  )rosoehL&a p r o b e  4 )  

c h a r a c t e r i z e  t h e  i s o l a t e d  g e n e s  b y  r e s t r i c t i o n  m a p p i n a  a n d  

g e n o m i c  D N A  h y b r i d i z a t i o n s  5)  a n a l y s e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  

g e n e s  by N o r t h e r n  blots a n d  t h e  i s o l a t i o n  of c D N A s  6) s e a r c h  f o r  

r e s t r i c t i o n  f r ~ g s e n t  l e n q t h  d i t f e r e n c e s  i n  r e g i o n s  f l a n k i n q  t h c  

g e n e s  a n d  t h e n  u s e  t h e m  t o  map t h e  c l o n e d  g e n e s  t o  t h e i r  

c h r o m o s o m a l  l o c a t i o n s .  

T h e  t h e s i s  f o l l o w s  t h i s  g e n e r a l  o u t l i n e ,  d e s i g n a t i n q  

i n d i v i d u a l  c h a p t e r s  f o r  t h e  i~ v&vg h e a t  s h o c k  r e s p o n s e  o f  C_, 

dggpas, t h e  i s o l a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  of hsp70  q e n s s ,  a n d  

t h e  n i o l e c u l a r  g e n e t i c  m a ~ p i n g  of o n e  o f  t h e  c l o n e d  g e n e s .  I n  

a d d i t i o n ,  a f o u r t h  c h a 2 t e r  d e a l s  w i t h  a n  u n u s u a l l y  h i q h  a m o u n t  

of s t r a i n  s p e c i f i c  s e q u e n c e  d i v e r g e n c e  f l a n k i n g  o n e  of  t h s  

c l o n e d  g e n e s .  



B. C h a p t e r  One 

T h e  Heat Shock Response of CI g&qpgs 



I 

I. I n t r o d u c t i o n  

A l l  o r g s n i s m s  t e s t e d  r e s p o n d  t o  a s u d d e n  e l e v a t i o n  o f  

t e m p e r a t u r e  by i n n i ~ i t i n g  t h e  s y n t h e s i s  o r  p r o t e i n s  a n d  H M A  

n o r r n a l  t o  d e v e l o p m e n t  u h i l e  s i m u l t a n e o u s l y  s y n t h e s i z i n g  a s m a l l  

g r o u p  of  p r o t e i n s ,  c a l l e d  h e a t  s h o c k  p r o t e i n s  ( h s p s ;  r e v i e u e d  b y  

A s h " ~ r n a r  a n d  Sonner, i 9 7 9 ;  S c h i e s i n g e r  ga q&, 1 9 8 2 ) .  I n  

a d d i t i o n  t o  h e a t  s h o c k ,  a l a r g e  n u s b e r  of c h e m i c a l  a n d  p h y s i c a l  

i n s u l t s  a r e  known  t o  i n d u c e  a ' h e a t  s h o c k '  r e s p o n s e .  T h e s e  

i n c l u d e ,  u n c o u p l e r s  o f  o x i d a t i v e  p h o s p h o r y l a t i o n ,  i n h i b i t o r s  of 

e l e c t r o n  t r a n s p o r t ,  a m i n c  a c i d  a n a l o g u e s ,  h e a v y  m e t a l s ,  t r a u E a ,  

v i r u s  i n f e c t i o n  a n d  a n o x i a  ( A s h b u r n e r  a n d  B o n n e r ,  1 9 7 9 ;  T a n g u a y ,  

1 9 8 3 ) .  T h e  d i v e r s e  n a t u r e  of  t h e s e  i n d u c e r s  s l a k e s  i t  d i f f i c u l t  

t o  d e t e r m i n e  a common p a t h w a y  of i n d u c t i o n .  I n  a d d i t i o n ,  n o t  a l l  

a g e n t s  i n d u c e  t h a  h s p s  i n  a l l  o r g a n i s m s .  

I n  g~m~o~qlla, r e p r e s s i o n  o f  t h e  s y n t h e s i s  of p r o t e i n s  

n o r m a l  t o  Q e v e l o p m e n t  o c c u r s  v e r y  r a p i d l y ;  p r i o r  t o  t h e  

d e t e c t i o n  o f  h s p  s y n t h e s i s  ( V e l a z q u e z  82 21, 1 9 8 0 ) .  T h i s  

r e p r e s s i o n  r e q u i r e s  n e i t h e r  n e w  p r o t e i n  s y n t h e s i s  n o r  R N A  

s y n t h e s i s ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  f a c t o r s  r e g u l a t i n g  t h i s  a s p e c t  o f  

t h e  h e a t  s h o c k  r e s p o n s e  p r e e x i s t  i n  t h e  c e l l .  A c l u e  t o  t h e  

i n d u c t i o n  of t h e  h e a t  s h c c k  r e s p o n s e  way b e  f o u n d  i n  t h e  

a n a l y s i s  of t h e  c y t o s k e l e t o n .  T h e  v e r t e b r a t e  i n t e r m e d i a t e  

f i l a m e n t  p r o t e i n ,  v i n e n t i n ,  i s  r e l a t e d  t o  a 46 k d  proso2htia 

p r o t e i n .  I n  g r o g e ~ h & l p ,  d i s r u p t i c n  of o x i d a t i v e  p h o s p h o r y  l a t i o n  

o r  h e a t  s h o c k  c a u s e s  t h e  c o l l a p s e  of t h e s e  f i l a m e n t s  a n d  r e s u l t s  



i n  t h e  r a p i d  m i g r a t i o n  of t h e  46 k d  p r o t e i n  t o  t h e  n u c l e u s  

( T a n g u a y  a n d  V i n c e n t ,  1962 ;  b i e s s m a n n  &A, 1 9 8 2 ) .  

T r a n s l o c a t i o n  o t  t h e  p r o t e i n  is a c c o m p a n i e d  b y  i t s  

p h o s p h o r y l a t i o n .  B i e s s r r t a n n  g& ql ( 1 9 8 2 )  h a v e  p r o p o s e d  t h a t  i f  

t h e  m R N A s  n o r m a l  t o  d e v e l o p m e n t  a r e  t r a n s l a t e d  o n  p o l y s o m e s  

l i n k e d  t o  t h e s e  f i l a m e n t s ,  t h e n  a n y  d i s r u p t i o n  of t h e  f i l a m e n t  

s t r u c t u r e  c o u l d  a c c o u n t  f o r  t h e  d i s i n t e g r a t i o n  o f  p r e - e x i s t i f i g  

p o l y  somes o b s e r v e d  u p o n  h e a t  s h o c k  ( R c K e n z i e  gg a&, 1975)  . 
Two g r o u p s  o f  r e s e a r c h e r s  b e l i e v e  t h e y  h a v e  f o u n d  a common 

p a t h w a y  of a c t i v a t i o n  t o r  311 h e a t  s h o c k  r e s p o n s e  i n i u c i n q  

a g e n t s .  W i l h e l m  g& a& (1982)  s u g g e s t  t h a t  a l l  i n d u c e r s  c a n  a c t  

a s  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i n h i b i t o r s  b y  b l o c k i n g  t h e  f u n c t i o n  o r  

s y n t h e s i s  o f  a m i n o a c y l - t R N A s .  I n  t h i s  s c e n a r i o ,  h e a t  s h o c k  a c t s  

b y  r e d u c i n g  t h e  s y n t h e s i s  o f  G T P ,  w h i c h  is  n o r m a l l y  r e q u i r e d  f o r  

t h e  r i b o s o m e  i n i t i a t i o n  c o m p l e x ;  a a i n o a c y l - t R W h ,  e l o n q a t i o n  

f a c t o r  I a n d  GTP. T h e y  s u g g e s t ,  b u t  h a v e  n o  e v i d e n c e  f o r ,  t h e  

p r e s e n c e  of a n  u n u s u a l  n u c l e c t i d e  u h i c h  w o u l d  a c t  a s  a m e s s e n y c r  

b e t w e e n  p r o t e i n  s y n t h e s i s  a n d  t r a n s c r i p t i o n .  

I n d e p e n d e n t l y ,  B .  Anes a n d  c o w o r k e r s ,  w o r k i n g  w i t h  

S a l m o n e l l a  gy~aig&=&gg, h a v e  f o u n d  t h a t  h e a t  s h o c k  i n d u c s s  t h e  ---------- 
r a p i d  s y n t h e s i s  of a f a m i l y  o f  a d e n y l a t e d  n u c l e o t i d e s  ( k p p p p B ,  

A p p p G p p ,  A ~ p p p G ,  A p p p S  a n d  ApppA;  L e e  e_& 2%. 1 9 8 3 b ) .  H i g h  l e v e l s  

of t h e s e  n u c l e o t i d e s  a c c u m u l a t e  u i t h i n  f i v e  m i n u t e s  o f  h s a t  

s h o c k  a n d  d o  n o t  r e q u i r e  t h e  s y n t h e s i s  of t h e  h s p s .  T h i s  f a c t  

h a s  l e a d  t o  t h e  s u g g e s t i o n  t h a t  t h e y  a r e  t h e  p r i m a r y  i n d u c e r s  o f  

h s p  s y n t h e s i s .  T h e i r  p r e v i o u s  r e s u l t s  ( L e e  a&, 1 9 8 3 a )  s h o w e d  



t h a t  t h w e  n u c l e o t i d e s  a r e  s y n t h e s i z e d  i n  r e s p o n s e  t o  o x i d a t i v e  

s t rzss ,  w h i c h ,  t h e y  s u y g e s t ,  i s  t h e  m e c h a n i s m  o f  a c t i o n  o f  a l l  

h e a t  s h o c k  r e s p o n s e  i n a u c e r s ,  I n  a q r e e m e n t  w i t h  Y i l h e l m t s  q r o u p ,  

t h e y  a r g u e  t h a t  t h e  p r i m a r y  s e n s c r s  o f  stress are e i t h e r  t R e r k s  

o r  a n i n o a c y l - t R N A  s y n t h e t a s e s .  S i g n i f i c a n t l y ,  BppppA is a l s o  

f o u n d  i n  a v a r i e t y  of e n k a r y o t i c  c e l l s  ( r e v i e w e d  b y  L e e  e& =I, 

1 9 8 3 b )  

I n  an e f f o r t  t o  d e t e r m i n e  t h e  c e l l u l a r  f u n c t i o n s  of t h e  

v a r i o u s  h s p s ,  a t t e m p t s  h a v e  b e e n  m a d e  t o  s t u d y  t h e i r  

i n t r a c e l l u l a r  l o c a t i o n s .  B general c o n c l u s i o n  f r o m  t h e s e  s t u d i e s  

i s  t h a t  t h e  h s p s  a r e  n o t  e q u a l l y  d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  t h e  

c e l l ,  b u t  f a l l  r o u g h l y  i n t o  t h r e e  classes. I n  Qgg~p~hi& ( A r r i g o  

g& a&, 1980;  V e l a z q u e z  g_t a%, 1 9 8 0 ;  T a n g u a y  a n d  V i n c e n t ,  1 9 8 2 ) ,  

Ci~&~gggps  ( V i n c e n t  a n d  T a n g u a y ,  1 9 7 9 ) ,  Tg&yah~ra~ ( S u t t n l a n  e t  

a l ,  1 9 8 0 ;  L o o m i s  a n d  U h e c l e r ,  1 9 8 2 )  a n d  c h i c k e n  ( S c h l e s i n g e r  

a&, 1 9 8 2 ) .  h s p 7 0  i s  f o u n c  b o t h  i n  t h e  n u c l e u s  a n d  c y t o p l a s m .  I n  

D r o s o g h i l a  m o n o c l o n a l  a c t i b o d i e s  have b e e n  u s e d  t o  d e m o n s t r a t e  ,,,, ,,,* 

t h a t  n e w l y  s y n t h e s i z e d  h s y 7 0  is r a p i d l y  t r a n s p o r t e d  t o  t h e  

n u c l e u s  d u r i n g  h e a t  shock ( V e l a q u e z  a n d  L i n d q u i s t ,  1 9 8 4 ) .  i l pon  

r e t u r n  t o  n o r m a l  t e m p e r a t u r e s ,  hsp70 g r a d u a l l y  l e a v e s  t h e  

n u c l e u s ,  r e a p p e a r i n g  i n  t h e  c y t o p l a s m .  H o u e v e r ,  n o t  a l l  t h e  

h s p 7 0  is t r a n s p o r t e d  t o  t h e  n u c l e u s  d u r i n g  h e a t  s h o c k ,  Some 

p o r t i o n  r e m a i n s  i n  t h e  c y t o p l a s m ,  a p p a r e n t l y  a s s o c i a t e d  u i t h  t h e  

c y t o s k e l e t o n  ( S c h l e s i n g e r  21, 1 9 8 2 ) .  

B s e c o n d  c lass  o f  h s p  i s  f o u n d  almost e n t i r e l y  i n  t h e  

n u c l e u s .  T h e s e  i n c l u d e ,  t h e  E m p s o ~ ~ f l g  h s p s  2 2 ,  2 3 ,  2 5 ,  2 8  a n d  



34 ( A r r i g o  gL, 1 9 8 0 ;  l a n c j u a y  a n d  V i n c e n t ,  1 9 8 2 ) ,  t h e  

C h i r o n o l a u s  h s p 3 4  ( V i n c e n t  aria) T a n g u a y ,  1 9 7 9 ) ,  t h e  ggtrahysnq --------- 
h s p 2 9  ( G u t t i n a n  _eg a&, 1 9 E 0 )  a n d  t h e  Qlcfrygsteling h s p 2 6  t o  h s p 3 2  

c l a s s  ( L o o m i s  a n d  W h e e l e r ,  1 9 8 2 ) .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  m a m m a l i a n  

h s p l 3 0  i s  n o r a t a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  G o l g i  a p p a r a t u s  a n d  u p o n  

h e a t  s h o c k  a i g r a t e s  t o  the n u c l e u s  ( L i n  8s gl., 1 9 8 2 ) .  A 

c o r r e l a t i o n  of h s p  f u n c t i o n  v i t h  n u c l e a r  l o c a t i o n  is d i f f i c u l t  

a s  s e v e r a l  r e p o r t s  a r e  c c n f l i c t i n g .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  I > r o s o ~ h & ~ a  

l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  h s p s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  i n  o n e  case t o  b e  

a s s o c i a t e d  w i t h  c h r o m a t i n  ( A r r i g o  a, 1 9 8 0 )  a n d  i n  a n o t h e r  

case t o  b e  p a r t  o f  t h e  n u c l e a r  ~ a t r i x  ( L e v e n g e r  a n d  V a r s h a v s k y ,  

1 9 8 1 )  

T h e  t h i r d  c lass  o f  Rsp i s  f o u n d  a l m o s t  e n t i r e l y  w i t h i n  t h e  

c y t o p l a s m .  T h e s e  i n c l u d e  t h e  Qgrog~hh~ h s p 8 3  ( A r r i g o  g& & 

1980; T a n g u a y  a n d  V i n c e n t ,  1 4 8 2 )  a n d  D_&=ags&s&&~ h s p 8 2  ( L o o m i s  

a n d  W h e e l e r ,  1 9 8 2 ) .  

The g f o p g g & f i q  h e a t  shock r e s p o n s e  i n v o l v e s  t h e  r a ? i 3  

i n d u c t i o n  of h s p  s y n t h e s i s  a n d  a c o n c o m i t a n t  d e c r e a s e  i n  b o t h  

t h e  t r a n s c r i p t i o n  a n d  t r a n s l a t i o n  o f  p r o t e i n s  n o r m a l  t o  

d e v s l o p m e n t .  T h e  r e g u l a t i o n  cf t h e s e  e v e n t s  a p p e a r s  t o  i n v o l v e  

a n  i n t r i c a t e  p a t h w a y  o f  t r a n s c r i p t i o n a l  a n d  t r a n s l a t i o n a l  

c o n t r o l  m e c h a n i s m s .  W h i l ~  t h e  i n d u c t i o n  o f  the v a r i o u s  hsps 

i n i t i a l l y  a p p e a r e d  t o  b e  c o o r d i n a t e ,  i t  is n o u  known t h a t  e a c h  

h s p  h a s  d i s t i n c t  i n d u c t i c n  c h a r a c t e r i s t i c s  ( L i n d q u i s t ,  1 9 8 0 ) .  

Por  e x a m p l e ,  w h i l e  h s p t 3 3  s y n t h e s i s  i s  a t  i t s  maximum a t  33OC, 

t h e  s y n t h e s i s  of h s p 7 0  a n d  hsp26 a re  maxiauia  a t  35 a n d  37OC, 



r e s p e c t i v e l y ,  I n  a d d i t i o n ,  t h e  r a t e  o f  h s p  s y n t h e s i s  d e p e n d s  

u p o n  t h e  s e v e r i t y  o f  t h e  h e a t b s h o c k ;  a t  h i g h  s h o c k  t e m p e r a t u r e s  

a l l  h s p s  s h o w  s i m i l a r  k i n e t i c s  b u t  a t  i n t e r m e d i a t e  t e m p e r a t u r e s ,  

i n d i v i d u a l  h s p s  a r e  s y n t h e s i z e d  a t  d i f f e r e n t  r a t e s  ( L i  n d q u i s t  , 

1 9 8 0 )  

when  c e l l s  a r e  r e t u r n e d  t o  l o u e r  t e m p e r a t u r e s  a a r a d u a l  

d e c r e a s e  i n  h s p  s y n t h e s i s  a n a  a r e t u r n  t o  n o r m a l  p r o t e i n  

s y n t h e s i s  o c c u r ,  C o n t r o l  o f  t h e s e  e v e n t s  a p p e a r s  t o  b e  by h s p  

s e l f - r e g u l a t i o n  a t  b o t h  t h e  t r a n s c r i p t i o n a l  a n d  t r a n s l a t i o n a l  

l e v e l s  ( D i D o m e n i c o  d, 1 9 6 2 ) .  F o r  e x a m p l e ,  u p o n  r e t u r n  t o  

2S•‹C a f t e r  a h e a t  s h o c k  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  i n h i b i t o r s  of t h e  

s y n t h e s i s  o f  f u n c t i o n a l  h s p s ,  h s p  s y n t h e s i s  c o n t i n u e s  a n d  t h e  

n o r a a l  p a t t e r n  of p r o t e i n  s y n t h e s i s  r e m a i n s  o b s t r u c t e d .  I n  

a g r e e m e n t  w i t h  t h e s e  r e s u l t s ,  a s  f u n c t i o n a l  h s p s  a c c u m u l a t e  t o  

a n  a p p r o p r i a t e  l e v e l  ( ~ n  r e g a r d s  t o  t h e  s e v e r i t y  o f  t h e  stress), 

f u r t h e r  h s p  B R N A  t r a n s c r i p t i o n  i s  i n h i b i t e d  a n d  t h e i r  

c y t ~ p l a s m i c  mBNAs a r e  c e g r a d e d  ( D i D o m e n i c o  gt gl, 1 9 8 2 ) .  T h e  

a p p a r e n t  i n v o l v e m e n t  of the h s p s  i n  t h e i r  o u n  r e g u l a t i o n  a n d  t h e  

f a c t  t h a t  s o m e  h s p s  a r e  c a p a b l e  cf b i n d i n g  t o  n u c l e i c  a c i d s  

l e a d s  t o  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  s o m e  o f  t h e  h s p s  c a n  i n t e r a c t  

d i r e c t l y  w i t h  t h e i r  o u n  g e n e s  a n d  m R N A s  ( V a l e q u e z  a n d  L i n d q u i s t ,  

1 9 8 4 )  

T r a n s l a t i o n a l  c o n t r o l  o f  t h e  nRNAs n o r m a l  t o  d e v e l o o r n e n t  

o c c u r s  i n  r e s p o n s e  t o  h e a t  s h o c k .  P r e e x i s t i n g  p o l y s o m e s  a r e  

b r o k e n  down a n d  a n e u  se t  o f  p o l y s o m e s  a p p e a r  ( F l c K e n z i e  g& d, 

1 9 7 5 ) .  T h e  aRNls n o r m a l  t o  d e v e l o p m e n t  r e m a i n  p r e s e n t  i n  t h e  



c y t o p l a s m  of h e a t  s h o c k e d  c e l l s  b u t  a r e  n o t  t r a n s l a t e d  ( S t o r t i  

2s a_& 1 9 8 0 ;  S c o t t  a n d  P a r d u e ,  1 9 8 1 ;  K r u q e r  a n a  B e n e c k e ,  1 9 8 1 ) .  

S p e c i f i c a l l y ,  t h e  p r e - e x i s t i n g  m R N A s  a re  f o u n d  a s s o c i a t e d  u i t h  

a n  a p p a r e n t l y  n o r m a l  n u a t e r  o f  r i b o s o m e s  ( B a l l i n g e r  a n d  P a r d u e ,  

1 9 8 3 ) .  i l h i l e  t h e  s p e c i f i c  r a e c h a n i s s  o f  t h e  s e l e c t i v e  t r a n s l a t i o n  

o f  t h e  h s p  p o l y s o w e s  o v e r  t h e  n o n - h s p  p o l y s o a e s  i s  n o t  k n o u n ,  i t  

a p p e a r s  t o  a c t  a t  t h e  level  o f  p o l y p e p t i d e  e l o n q a t i o n  ( B a l l i n g e r  

a n d  P a r d u e ,  1 9 0 3 ;  T h o i n a s  a n d  P l a t h e w s ,  1 9 8 2 ) .  A c l u e  h o w e v e r ,  may 

b e  i n  t h e  s p e c i f i c  a n d  r a p i d  d e p h o s p h o r y l a t i o n  of t h e  

c y t o p l a s m i c  r ibosomal  p r c t e i n ,  5 6 ,  t h a t  o c c u r s  u p o n  h e a t  s h o c k  

( G l o v e r ,  1 9 8 2 ) .  P h o s p h o r y l a t e d  S 6  nag b e  r e q u i r e d  f o r  n o r m a l  

2S0E mRNA t r a n s l a t i o n  b u t  n o t  f o r  h s p  mRNA t r a n s l a t i o n .  T h e  

q u e s t i o n  r e m a i n s  h o w e v e r ,  of h o u  t h e  h s p  w R R A  a n 3  n o n - h s p  m R h A s  

a r e  d i s t i n q u i s h e d  b y  t h e  r i b o s o m e s *  

T h e  s e l e c t i v e  t r a n s l a t i o n  o f  h s p  mRNA aoes  n o t  a p p e a r  t o  b e  

u n i v e r s a l .  F o r  e x a m p l e ,  i n  g g p p ~ p z  a n d  c h i c k e n  f i b r o b l a s t s  t h e  

m R N A s  n o r m a l  t o  d e v e l o ~ ~ ~ n t  c o m p e t e  u i t h  t h e  n e w l y  s y n t h e s i z e d  

h s p  mRNA f o r  r i b o s o m e s  ( E i e n z ,  1 9 8 2 ;  S c h l e s i n g e r  9% gl, 1 9 8 2 ) .  

I n  y e a s t ,  t h e  s y n t h e s i s  cf  h s p s  is a c c o m p a n i e d  by t h e  

d e g r a d a t i o n  of p r e - e x i s t i n g  m R N A s  [ L i n d q u i s t ,  1 9 8 1 ) .  F i n a l l y ,  

u p o n  h e a t  shock, ggzegg2 o o c y t r s  a p p e a r  t o  u t i l i z e  two d i s t i n c t  

t r a n s l a t i o n a l  c o n t r o l  a e c h a n i s m s .  O n e  m e c h a n i s m  is  s imi l s r  t o  

t h a t  f o u n d  i n  Qrgggehiln; p r e - e x i s t i n g  r a R t ; A s  are  t r a n s l a t i o n a l l y  

s e q u e s t e r e d  d u r i n g  h e a t  s h o c k .  T h e  s e c o n d  w e c h a n i s n  i s  u n i q u e  t o  

t h e  s y n t h e s i s  o f  h s p 7 0 .  X a p m g  o o c y t e s  c o n t a i n  a a s s i v e  s e o u n t s  

of s t o r e d  h s p 7 0  m R N A  w h i c h  i s  u n m a s k e d  a n d  t r a n s l a t e d  i n  



r e s F o n s e  t o  h e a t  s h o c k  ( E i e n z  and G u r d o n ,  1 3 8 2 ) .  

U h i l e  the b i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e  of t h e  h s p s  is u n k n o w n ,  

t h e i r  u b i q u i t y  a n d  cornkl~x r e g u l a t i o n  i m p l i e s  t h a t  t h e y  c o n f e r  a 

d i s t i n c t  s e l e c t i v e  a d v a n t a g e .  T h e  f i r s t  s t e p  i n  a n a l y s i n a  t h i s  

i n t e r e s t i n g  p h e n o m e n o n  i n  GI _e_fggga was t o  d e m o n s t r a t e  t h e i r  

existence a n d  t h e n  to compare i t  t o  t h e  well c h a r a c t e r i z e d  

response of Drosoghilp. 



11. a a t e r i a l s  a n d  H e t h o d s  

C u l t u r i n g  of &gpeg&s -------- 
C a e n o r h a b d i t i s  dgqpag v a r .  B r i s t o l ,  s t r a i n  N2 was 

o r i g i n a l l y  o b t a i n e d  f ros 5. b r e n n e t  (ZBC,  Cambridge, E n q i  a n d j  . 
O t h e r  s t r a i n s  u e r e  e i t h e r  c o n s t r u c t e d  a t  SF0 o r  o b t a i n e d  f r o m  

t h e  Cgsgghph& G e n e t i c s  C e n t r e  a t  t h e  U n i v e r s i t y  o f  

B i s s o u r i .  N e m a t o d e s  u e r e  m a i n t a i n e d  o n  NGPI p l a t e s  s u p p l e m e n t e d  

w i t n  El _c_o&l s t r a i n  OP50 as a f o c d  s o u r c e  ( B r e n n e r ,  1 9 7 4 )  . For 

l a r g e  scale  D N A  a n d  R W A  p r e p a r a t i o n s ,  worms were c u l t u r e d  o n  

h i g h  p e p t o n e  p l a t e s  s e e d e d  w i t h  a l a w n  o f  & s t r a i n  9 a s  

d e s c r i b e d  b y  Rose g& 21 ( 1 9 8 2 ) .  C, c&e_=ri war. B e r g e r a c  a n d  

h y b r i d  s t r a i n s  c o n t a i n i n g  B e r g e r a c  c h r o m o s o m e s  were m a i n t a i n e d  

a t  t8OC. 

R N A  I s o l a t i o n  --- ------- 
worms  were c o l l e c t e d  o f f  p l a t e s  w i t h  0.04 !I NaCl a n d  

p e l l e t e d  l i g h t l y .  T h e    el let was w a s h e d  twice w i t h  0.04 E NaC1.  

T e n  v o l u m e s  of c o l d  5 M g u a n i d i n e  h y d r o c h l o r i d e ,  0.2 5 s o d i u m  

ace ta te ,  0.1 H ( I - m e r c a p t c e t h a n o l  (pH 5.0) u a s  a d d e d  a n d  t h e  

s u s p e n s i o n  was i m m e d i a t e l y  passed twice t h r o u g h  a F r e n c h  P r e s s  

a t  1 2 , 0 0 0  p s i  ( p o u n d s  F e r  s q u a r e  i n c h ;  1 p s i  = 6 . 8 9 4 7 5 7  k P a )  

o n t o  ice. A f t e r  s p i n n i n g  o u t  t h e  worm carcasses, h a l f  a v o l u m e  

o f  95% e t h a n o l  was a d d e d  a n d  t h e  R N A  was p r e c i p i t a t e d  o v e r n i g h t  



a t  -20•‹C. Nematode  R N A  was s u b s e q u e n t l y  p u r i f i e d  a s  d e s c r i b e d  by 

C h i r g w i n  p& ( 1 9 7 9 ) .  T h e  f i n a l  R N A  p e l l e t  was w a s h e d  twice 

w i t h  c o l d  95% e t h a n o l ,  d r i e d  under a i r  a n d  d i s s o l v e d  a t  a 

c o n c e n t r a t i o n  o f  b e t w e e n  1  a n d  2  my/ml i n  s t e r i l e  water. 

P o l y  ( A ) +  h e a t  s h o c k  a n d  c o n t r o l  RNh uas  i s o l a t e d  f r o m  t o t a l  

R N A  by p a s s a g e  t h r o u g h  o l i g o  (dT) e s s e n t i a l l y  a s  d e s c r i b e d  by  Lee  

g& ( 1 9 7 8 ) .  T h e  y i e l d  c f  p o l y ( A ) +  R N A  w a s  a b o u t  5% a f t e r  one  

p a s s a g e  t h r o u g h  t h e  o l i g c ( d T )  co lumn .  After a s e c o n d  p a s s a q e ,  

t h e  y i e l d s  v a r i e d  b e t w e e n  0 .4% a n d  1.2% o f  t h e  t o t a l  R N A  

a p p l i e d .  

C e l l  F r e e  P r o t e i n  gyqthesgp ---- --- ------ 
T o t a l  R W A  (2  u g )  u a s  t r a n s l a t e d  i n  a  ce l l  f r ee  r a b b i t  

r e t i c u l o c y t e  l y s a t e  (Pelham and J a c k s o n ,  1 9 7 6 )  a s  d e s c r i b e d  by  

t h e  s u p p l i e r  (Neu E n g l a n d  N u c l e a r )  . T r a n s l a t i o n  u a s  m o n i t o r e d  by  

t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  C 3 5 5  j m e t h i o n i n e  i n t o  TCA p r e c i p i t a b l e  

m o t e r i a l .  T h e  r e a c t i o n  wzs t e r a i n a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  RNase 

f o l l o w e d  by i n c u b a t i o n  a t  room t e m p e r a t u r e  f o r  1 0  m i n u t e s .  

T r a n s l a t i o n  s a m p l e s  were mixed  1:1 w i t h  l o a d i n g  b u f f e r  a n d  

a p p r o x i m a t e l y  e q u a l  n u m b ~ r s  o f  TCA p r e c i p i t a b l e  c o u n t s  were 

e l e c t r o p h o r e s e d  o n  1 0  o r  12.5X S D S - p o l y a c r y l a m i d e  qels a s  

d e s c r i b e d  by  Laemral i  (1 9 7 0 ) .  



Heat S h o c k  ---- ---- 
F o r  R N A  p r e p a r a t i o n s ,  u o r w s  ware c o l l e c t e d  f r o w  p l a t e s  i n  

0.04 3 NaCl a n d  i m m e r s e d  i n  u a t e r  b a t h s  a t  t h e  d e s i r e d  

t e m p e r a t u r e s .  After 1 5  m i n u t e s  t h e  w o r n s  u e r e  s p o t t e d  o n t o  

p r e w a r a e d  NGR p l a t e s  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  a n  i n c u b a t o r  f o r  v a r i o u s  

times. R N A  was p u r i f i a d  a s  d e s c r i b e d  i n  R N A  i s o l a t i o n .  

I n i t i a l l y ,  f o r  t h ~  d e t e c t i o n  o f  i n  pr~o h e a t  s h o c k  

p o l y p e p t i d e  s y n t h e s i s ,  u o r m s  were c o l l e c t e d  a n d  s p o t t e d  o n t o  

p l a t e s  c o n t a i n i n g  3 5 s - l a k e l l e d  El a n a  a l l o u e d  t o  f e e d  a t  

20•‹C f o r  4 5  m i n u t e s .  A t  t i n e  z e r o ,  t h e y  u e r e  c o l l e c t e d ,  i m m e r s e d  

i n t o  a water b a t h  f o r  1 5  m i n u t e s  a n d  t h e n  s p o t t e d  o n t o  p r e u a r m e d  

p l a t e s  c o n t a i n i n g  l a b e l l e d  Ez cq-h f o r  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  h e a t  

s h o c k .  F o l l o w i n g  h e a t  s h c c k ,  t h e  worms  were s p o t t e d  o n t o  

n o n r a d i o a c t i v e  EL pJ& a t  2 0 • ‹ C  f o r  30 m i n u t e s ,  F i n a l l y ,  uorms 

w e r e  w a s h e d  o f f ,  p e l l e t e d  a n d  b o i l e d  i n  50 u l  of L a e ~ w l i  l o a d i n g  

b u f f e r .  A p p r o x i m a t e l y  e q u a l  n u m b e r s  of TCA p r e c i p i t a b l e  c o u n t s  

of a a t e r i a l  was s e p a r a t e d  o n  1 0  o r  12.5% a c r y l a m i d e  slab gels as  

d e s c r i b e d  by L a e m m l i  (1970). After e l e c t r o p h o r e s i s ,  g e l s  were 

s t a i n e d  i n  0 . 2 5 %  C o o m a s s i e  b l u e ,  d e s t a i n e d ,  d r i e d  a n d  

a u t o r a d i o g r a p h e d .  Af te r  t h e s e  i n i t i a l  z x p e r i n e n t s  i n d i c a t e d  

u n d e r  c o n d i t i o n s  w h i c h  a n  jg j h o  h e a t  s h o c k  r e s p o n s e  c o u l d  h e  

detected,  t h e  p r o c e d u r e  was ~ l o d i f  i e d  s o m e w h a t a  Worms were 

co l lec ted ,  u a s h e d  twice u i t h  0.04 fl N a C l  a n d  s p o t t e d  o n t o  NGM 

p l a t e s  u i t h  n o  f o o d  s o u r c e  f o r  30 m i n u t e s .  A t  time zero  t h e  

u o r m s  u e r e  col lected a n d  i m m e r s e d  i n t o  w a t e r  b a t h s  of 20•‹C f o r  

c o n t r o l  o r  3S•‹C f o r  h e a t  s h o c k  f o r  1 0  m i n u t e s .  T h e  u o r m s  were 



t h e n  s p o t t e d  o n t o  NGH p l z t e s  w i t h  l a b e l l e d  E ,  coo& a n d  

t r a n s f e r r e u  t o   incubator^ a t  e i t h e r  20 o r  35OC f o r  2 h o u r s .  

A f t e r  t h i s  time t h e  w o r m s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  s p o t t e d  o n t o  NGI? 

p l a t e s  w i t h  n o n r a d i o a c t i v e  c_olf a n d  a l l o w e d  t o  r e c o v e r  a t  

20•‹C f o r  90 m i n u t e s .  T h e  in pirp l a b e l l e d  p e p t i d e s  were t h e n  

a n a l y s e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  

R a d i o a c t i v e  L a b e l l i n g  of E. ~ g i i  ---------- ------- 
R a d i o a c t i v e  gt gCJi were p r e p a r e d  by g r o w i n g  s t r a i n  B i n  

1 0 0  m l s  o f  low s u l p h a t e  ~ e d i u m  s u p p l e m e n t e d  w i t h  1 0  m C i  o f  

[ 3 s S ] s u l p h a t e  (25 C i / a g )  a s  d e s c r i b e d  b y  B r e t s c h e r  a n d  S m i t h  

( 1 9 7 2 )  e x c e p t  t h a t  t h e  medium was a l s o  s u p p l e m e n t e d  w i t h  1 mE 

CaC12,  20 u g / m l  t h y m i d i n e  a n a  4 mg of e a c h  a m i n o  a c i d  e x c e p t  

c y s t e i n e  a n d  m e t h i o n i n e .  I n c o r p o r a t i o n s  r a n q e d  f r o m  1 0  t o  60%.  

I s o l a t i o n  pf 5ipgch~pgpgp gorms ------- 
S y n c h r o n o u s  p o p u l a t i o n s  o f  worms were o b t a i n e d  b y  g r o u i n g  

l a r v a e  f r o a  i s o l a t e d  eggs. E g g s  were i s o l a t e d  b y  d i s s o l v i n g  

g r a v i d  a d u l t s  i n  2% s o d i u m  h y p o c h l o r i t e ,  0 .05  3 N a O H  f o r  1 5  

m i n u t e s  a t  room t e m p e r a t u r e .  Eggs were p e l l e t e d ,  w a s h e d  twice 

w i t h  0 .04 M NaCl a n d  s p o t t e d  o n t c  N G H  p l a t e s .  T h e  l a r v a l  s t a q e s  

were e s t i m a t e d  b y  m e a s u r e m e n t  o f  h e a t  k i l l e d  l a r v a  w i t h  a n  

o c u l a r  a i c r o n e t e r  a t  5 0 x  m a g n i f i c a t i o n .  L a b e l l e d  e q g s  were 

i s o l a t e d  by d i s s o l v i n g  g r a v i d  a d u l t s ,  w h i c h  h a d  g r o w n  f r o %  t h e  

L3  s t a g e  o n  l a b e l l e d  El w4&, i n  2% s o d i u m  h y p o c h l o r i t e ,  0.05 P? 

NaOri  a s  d e s c r i b e d  b y  Emwons s,t ( 1 9 7 9 ) .  



dgqpag d a u e r  l a r v a e  were i s o l a t e d  by  w a s h i n g  worms from 

N G H  p l a t e s  o n  w h i c h  t h e  f o o d  s u p p l y  h a d  been e x h a u s t e d  for a t  

l e a s t  5 d a y s .  The n o r m  p e l l e t  was d i s s o l v e d  f o r  20  m i n u t e s  i n  1% 

SDS. O n l y  d a u e r  l a r v a e  s u r v i v e  t h i s  t r e a t m e n t .  T h e  pellet was 

w a s h e d  twice w i t h  0.04 tl N a C l  a n d  t h e  p u r i f i e d  dauer l a r v a e  were 

s p o t t e d  o n t o  N G H  p l a t e s  w i t h o u t  f o o d .  C o n t r o l  a n d  h e a t  shock H N A  

was i s o l a t e d  a s  d e s c r i b e d  f o r  g r c u i n g  worms. 



111. R e s u l t s  

Heat S h o c k  P e p t i d e s  ~f Cz dgqpas ---- ---- 
S h o r t  e x p o s u r e  o f  C1 glgqgaz t o  t e m p e r a t u r e s  1 0  t o  15OC 

above norffial 2G•‹C c u l t u r e  c o n d i t i o h s  c a u s e d  d r a m a t i c  c h a n q e s  i n  

t h e  p a t t e r n  o f  p e p t i d e  s y n t h e s i s .  F i g u r e  1 .1  i l l u s t r a t e s  t h e  

r e s u l t s  o f  t h e  && p e p t i d e  s y n t h e s i s  o f  worms c u l t u r e d  a t  

v a r i o u s  t e m p e r d t u r e s .  T h e r e  were s e v e r a l  s t r i k i n g  a s p e c t s  o f  t h e  

t e m p e r a t u r e  r e s p o n s e .  First, a s  c o m p a r e d  u  i t h  c o n t r o l  w o r m s ,  

2g•‹C r e s u l t e d  i n  t h e  a p p e a r a n c e  o f  a 7 0  k d a l t o n  h s p  ( h s p 7 0 )  

w h i c h  u a s  s l i g h t l y  v i s i b l e  a t  20•‹C a n d  w h i c h  a p p e a r e d  t o  

i n c r e a s e  i n  r e l a t i v e  a b u n d a n c e  as t h e  t e m p e r a t u r e  was i n c r e a s e d  

from 2g•‹C t o  3 5 O C .  Also n o t e d  a t  2Y•‹C was t h e  a p p e a r a n c e  o f  t w o  

smaller p e p t i d e s  o f  1 6  a n d  1 6  k d a l t o n s ,  w h i c h  s o m e t i m e s  a p p + a r  

i n  c o n t r o l s  a n d  were e n h a n c e d  by h e a t  s h o c k .  S e c o n d ,  a s  t h e  

c u l t u r e  t e m p e r a t u r e  was i n c r e a s e d  from 29 t o  3S•‹C, d i f f e r e n t  

p e p t i d e  e x p r e s s i o n  p a t t e r n s  d e v e l o p e d .  P e p t i d e s  o f  81 , 11 # 3 8 ,  

36, 29 a n d  1 9  k d a l t o n s  a ~ p e a r e d .  T h r e e  of t h e s e  p e p t i d e s  ( 3 6 ,  2 9  

a n d  1 9 )  d i d  n o t  a p p e a r  i n  c o n t r o l  worms w h i l e  t h e  r e m a i n d e r  (81, 

41 a n d  38) u e r e  v i s i b l e  ~ r i o r  t o  h e a t  s h o c k  a n d  a p p e a r e d  t o  b e  

e n h a n c e d  w r t h  i n c r e a s i n g  t e m p e r a t u r e .  F i n a l l y ,  t h e  s y n t h e s i s  o f  

many p e p t i d e s  n o r m a l  t o  d e v e l o p m e n t  d e c r e a s e d  w i t h  e l e v a t e d  

t e m p e r a t u r e s .  T h e  d e c r e a z e  i n  n o n - h s p  s y n t h e s i s  u a s  n o t  d u e  t o  

p r o t e i n  c a t a b o l i s m ,  a s  worms w h i c h  u e r e  p r e f a b e l l e d  a t  2S•‹C a n d  



P i g a r s  1.1 SDS qel e l a c t r o p h o r c - s i s  of p o l y p e p t i d e s  l a b e l 1 2 0  j~ 

v i v o  i n  uor!ns exposed t o  v a r i o u s  t e m p e r a t u r e s .  h p o p u l a t i ~ n  of ---- 
worms mixeL w i t h  r e s p e c t  t o  a g e  was a l l o u e d  t o  f e e d  o n  

355-labeiled El a t  2C•‹C f o r  4 5  minutes .  A t  time 9 t h e  worms 

wsre s u s p e n d e d  i n  0.04 r! K a C 1  zt t h e  i n d i c a t e d  t e m p e r a t u r e  f o r  

1 5  a i n u t e s ,  t h e n  s p o t t e d  o n t o  yrewarmeil p l a t e s  and t r a n s f e r r e d  

t o  a n  i n c u b a t o r  a t  t h a t  t e m p e r a t u r e  f o r  4 hours .  A f t e r  h e a t  

shock t h e  uorms were a l l c u e d  t o  f e e d  on n o n - r a d i o a c t i v e  EL ml& 

f o r  30 minbtes, boiled, then l o a d e l  o n t o  a 12.5% SDS-acrylamide 

slab gel, e1ec t rc )phoresec  and a u t o r a d i o g r a p h e d .  Lane 1 shows 

c o n t r o l  u o r a s  a t  20•‹C, while  Lanes 2-5 shou worms incubated a t  

2 9 ,  31, 33, and 35OC r a s ~ e c t l v e l y .  





t h e n  s h i f t e d  t o  35OC o n  u n l a t e l l e d  El p d &  s h o w e a  n o  d i f f e r e n c e s  

from t h e  c o n t r o l  in riyp p e p t i d e  p a t t e r n .  Also, s u p p o r t i n g  t h i s  

a r g u m e n t  i s  t h e  f a c t  t h a t  jn vit&_o t r a n s l a t i o n  o f  h e s t  s h o c k  R N A  

p r o d u c e s  t h e  same se t  of  h s p s  ( F i g u r e  1 . 4 ) .  

S p e c i f i c a l l y ,  t h e  n e m a t o d e  h e a t  s h o c k  r e s p o n s e  v a r i e s ,  

d e p e n d i n g  u p o n  t h e  s e v e r i t y  o f  t h e  h e a t  s h o c k ,  b u t  a l w a y s  

i n c l u d e s  t h e  i n d u c t i o n  o f  h s p 7 0 .  The h s p 7 0  is t h e  major 29 ~Lrg 

l a b e l l e d  p e p t i d e  a t  3S0C. I n  f a c t ,  s t a i n i n g  o f  t h e  zjrg g e l s  

u i t h  C o o m a s s i e  b l u e  s h o w e d  t h a t  h s p 7 0  becomes r e a d i l y  v i s i b l e  

a f t e r  a 2 h o u r  h e a t  s h o c k  a t  3S•‹C, 

S u r v i v a l  a n d  B e h a v i o u r  pf El gkqpa~ aL ELeqqted z g g p e r a t g g e s  ------- --- -------- 
T h e  c o n d i t i o n s  u n O e r  u h i c h  h e a t  s h o c k  u a s  c a r r i e d  o u t  f o r  

f u r t h e r  e x p e r i s i e n t s  mere a c h i e v e d  by  c u l t u r i n g  g, dggpa~ a t  a 

v a r i e t y  of t e m p e r a t u r e s .  T e n  t o  2 0  a d u l t  h e r e r a p h r o d i t e s  v e r e  

p l a c e d  o n  e a c h  of t e n  KGPt p l a t e s  a n d  t h e i r  c o n d i t i o n  was 

m o n i t o r e d  b o t h  i m m e d i a t e l y  f o l l o w i n g  h e a t  s h o c k  a n d  1 E  a n d  4 8  

h o u r s  a f t e r  r e t u r n  t o  20• ‹C ,  A t  t e m p e r a t u r e s  o f  2 8 O C  a n d  h i g h e r  

t h e  woras s t o p p e d  g r o w i n g  a n d  l a y i n g  e g g s .  T h e  time r e q u i r e d  t o  

k i l l  5 0 %  o f  t h e  u o r m s  o n  a p l a t e  a t  35, 4 2  a n d  U5OC was 5.5, 1 .2  

a n d  0.4 h o u r s ,  r e s p e c t i v e l y .  E v e n  t h o u g h  h a l f  of t h e  woras 

s u r v i v e  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  i t  was d e t e r m i n e d  t h a t  t h e y  were n o t  

s u i t a b l e  for  Q -2 l a b e l l i n g  e x p e r i m e n t s  s i n c e  many of t h e  

s u r v i v o r s  were s e v e r e 1  y u n c o o r d i n a t e d ,  s t e r i l e  a n d  d i d  n o t  

a c t i v e l y  feed. T h e  h e a t  s h o c k  c o n d i t i o n s  w h i c h  a l l o w e d  

a p p r o x i m a t e l y  100% s u r v i v a l  o f  t h e  u o r m s  t h r o u g h o u t  t h e  h e a t  



s h o c k  a n d  t o r  18 h o u r s  p o s t  h e a t  s h o c k  a t  20•‹C, w h i l e  s h ~ w i n g  an 

i n t e n s e  q j ~  h e a t  s h o c k  r e s p o n s e  w a s  b e t w e e n  2 anif 4 ~ Q U ~ S  a t  

350Co 

E l a v a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e  t e m p e r a t u r e  t o  3S•‹C p r o d u c e d  

s e v e r a l  b e n a v i o u r a l  ~ o d i f i c a t i o n s .  F o r  a p p r o x i m a t e l y  t h e  f i r s t  2 

h o u r s  a t  35OC t h e  worms b e h a v e d  n o r m a l l y ,  a c t i v e l y  f e e d i n g  a n d  

m o v i n g  a b o u t  t h e  p l a t e .  b i t h i n  3 t o  4 h o u r s  t h e y  were o b s e r v e d  

t o  b e c o m e  q u i t e  s l u g g i s h ,  p h a r y n g e a l  p u a p i n q  d e c r e a s e d  a n d  

a 3 u l t s  s t o p p e d  l a y i n g  eggs .  As t h e  i n c u b a t i o n  p e r i o d  was 

i n c r e a s e d  p a s t  4 t o  5 h o u r s  t h e  worms c o m p l e t e l y  s t o p p e d  f e e d i n g  

a n d  l a y  m o t i o n l e s s  o n  t h e  p l a t e .  

R e t u r n  o f  t h e  worms t o  20•‹C i n i t i a t e d  t h e  s l o w  r e c o v e r y  o f  

n o r m a l  b e h a v i o u r a l  p a t t e r n s .  W i t h i n  1 t o  3 h o u r s  t h e  u o r m s  h a d  

s t a r t e d  t o  feed a n d  s l o v l y  m o v e  a b o u t  t h e  p l a t e .  A f t e r  a b o u t  6 

h o u r s  a t  2U•‹C most worms were f e e d i n q  n o r m a l l y  b u t  a d u l t s  h a d  

n o t  y e t  r e s u m e d  e g g  l a y i n g .  w i t h i n  1 2  h o u r  t o  18 h o u r s  t h e  worms 

were f u l l y  r e c o v e r e d  a n d  L t 9 s  were h a t c h e d  f r o m  n e w l y  l a y e d  

e g g s .  T h e  d e v e l o p m e n t a l  F r o g r e s s  of t h e s e  worms was a b o u t  1 2  

h o u r s  b e h i n d  c o n t r o l  u o r g s  a n d  f e w e r  p r o g e n y  were p r o d u c e C  f r o m  

t h e  h e a t  s h o c k e d  a d u l t s .  

Heat S h o c k  D u r i n g  Develo~Rient  ---- ---- ----- ------ --- 
The l i f e  c y c l e  o f  E, elgqpas i n v o l v e s  d e v e l o p m e n t  f r o m  t h e  

e g g ,  t h r o u g h  f o u r  l a r v a l  s t a g e s  ( L l - L 4 )  t o  t h e  a d u l t ,  o v e r  a 3.5 

d a y  p e r i o d  a t  20•‹C0 T o  t e s t  w h e t h e r  t h e  h e a t  s h o c k  r e s p o n s e  was 

u n i q u e  t o  a n y  p a r t i c u l a r  O e v e l o p m e n t a l  s t a g e ,  s y n c h r o n o u s  



p o p u l a t i o n s  o f  worms wcre p u l s e  l a b e l l e d  u i t h  355 labelled EL 

c o l i  a t  e a c h  s t a g e .  T h e  d e v e l o p m e n t a l  s t a g e s  were e s t i m a t e d  by --- 
m e a s u r i n g  t h e  l e n g t h  o f  h e a t  k i l l e 6  u o r m s .  F i q u r e  1 .2  s h o w s  t h a t  

a t  33OC h s p  i n d u c t i o n  i s  n o t  d e p e n d e n t  u p o n  a g i v e n  

d e v e l o p m e n t a l  s t a g e ;  t h a t  i s  t h e y  e x h i b i t e d  n o  s t a q e  s p e c i f i c  

b a n d i n g  p a t t e r n  d i f f e r e n c e s .  

C o ~ a r i s o n  YhtJ h& g g ~ g g ~ h & j a  &st shock R e s ~ o n g g  -- ----- 
T h e  well d o c u m e n t e d  h e a t  shock r e s p o n s e  of Qpc?ophilg 

i n d i c a t e s  t h a t  t h e  c h a n g e s  i n  q e n e  e x p r e s s i o n  f o l l o w i n q  h e a t  

s h o c k  p r o v i d e  a g o o d  m o d e l  s y s t e m  f o r  s t u d y i n q  t h e  r e q u l a t i o n  o f  

e u k a r y o t i c  g e n e  e x p r e s s i o n  ( A s h b u r n e r  a n d  B o n n e r ,  1979) .  F i q u r e  

1.3 c o m p a r e s  t h e  h e a t  s h c c k  r e s p o n s e  o f  & gl-as t o  t h a t  o f  

D r o s o e h i l a  ~e&anggasagr. T h e  h e a t  s h o c k  r e s p o n s e s  o f  t h e  t w o  ----- ---- 
o r g a n i s m s  s h o w  a n u m b e r  cf s i m i l a r i t i e s .  B o t h  DrosphL& a n d  

g l g g a ~ ~  p r o d u c e  a u n i q u e  set o f  p o l y p e p t i d e s ,  w h i c h  a c c o u n t s  f o r  

t h e  major i ty  of p r o t e i c  s y n t h e s i s  d u r i n g  h e a t  s h o c k .  

S i m i l a r i t i e s  a l s o  e x i s t  k e t w e e n  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t i e s  

of t h e  i n d u c e d  h s p s  o f  p&osgq&&p a n d  Cz s a s s .  I n  b o t h  cases,  

a 70 k d a l t o n  h s p  a c c o u n t s  f o r  t h e  a a j o r i t y  o f  t h e  h e a t  s h o c k  

p o l y p e p t i d e  s y n t h e s i s .  B c t h  a l s o  s h o w  a l a r g e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  

h s p  (81 k d  i n  C. e&gga_s, 83 k d  i n  IlgIsoehhq) a n d  a set o f  

smaller h s p s .  U h i l e  t h e  h e a t  s h o c k e d  D H Q ~ o p h i l a  e s s e n t i a l l y  

s y n t h e s i z e  o n l y  h s p s ,  t h e  n e m t t o d e  h a s  a s l i g h t l y  h i g h e r  

b a c k g r o u n d  of o t h e r  p r o t e i n s .  T h i s  i s  p r o b a b l y  t h e  r e s u l t  o f  t h e  

p r e l a b e l l i n g  w i t h  r a d i o a c t i v e l y  l a b e l l e d  El cp&& i n  t h e  case o f  



F i g u r e  1 . 2  cleat s h o c k  ~ n a b c t i o n  a t  zach 3 e v e l o p m e n t a l  s taqs .  

S y n c h r o n o u s  p o p u l a t i o n s  cf worms were a r o u n  from eoys i s a l a t e d  

b y  d i s s o l v i n g  g r a v i d  3 c u l t s  i n  2 %  s o d i u m  h y p o c h l o r i t s ,  0 . 0 5  E 

s o J i u m  nydroxide f o r  1 C  r i n u t e s ,  t h e n  f i l t e r i n g  t h r o u q h  a 50  urn 

N i t z x  f i l t e r .  d e a t  s h o c k  was a t  33OC a s  d e s c r i b e d  i n  F i q .  1 

legend. Labelled eggs were obtained b y  g r o w i n q  worms f r o 8  t h e  L3 

s t a g e  t o  a c i u l t  o n  3 5 5 - l a k l l e d  El cq&& a n d  i s o l a t i n q  t h e  eqas a s  

d e s c r i b e d .  Lanes 1 a n d  8 s h o w  c o n t r o l  worms, w h i l e  L a n e s  2 

t h r o u g h  7 a r e  a d u l t ,  L4, L 3 ,  LZ, L1 and e g g  s t a g e s ,  

r e s p e c t i v e l y .  





Fiqure  1 . 3  Com~ar i son  crf c, g-~gaag a n d  g~o~c)~h,Lf_a, ufnlan9~qs_ggg 

h ; a t  shock patterns, Lzne 1 s h o u s  uorm c o n t r o l  p e p t i d e  p s t t e r n  

(20•‹C) d h i l e  Lane 4 s h o u s  Qgo_ggghl~& c o n t r o l  ( 2 5 O ) .  Lanes  2 a n d  

3 3 r 3  Gr =Lggga~ a n d  g&_cpo_~hr&s hea t  shock respectively. liorms 

uers  heat :>hocned a t  3 5 O C  while the Qg_osg~&L&g shock was a t  

37OC. Q ~ p s g ~ h & & =  sanplts uere obtained from L. Aoran. 





t h e  s, d e u a n s  h e a t  s h o c k  s a m p l e .  

1 

z g a n s l a g & g e  gf Hait Shock pnp spast& hgsaggs &n V i t r o  

T o  s t u d y  t h e  m e c h a n i s m s  w h i c h  c o n t r o l  t h e  r e d u c t i o n  o f  

n o n - h e a t  s h o c k  p o l y p e p t i d e  s y n t h e s i s  a n d  t h e  i n d u c t i o n  of h s p  

s y n t h e s i s  d u r i n g  h e a t  s h c c k ,  t r a n s l a t a b l e  m R W A s  e x t r a c t e d  f r o m  

c o n t r o l  a n d  h e a t  s h o c k e d  worms were a n a l y s e d .  F i g u r e  1.4 s h o w s  

t h e  p r o d u c t s  o f  m R N A  t r a n s l a t e d  i n  a r a b b i t  r e t i c u l o c y t e  lysate. 

L a n e  1 s h o u s  a s i n g l e  b a n d  a r o u n d  55 k d a l t o n s  when n o  message 

was a d d e d  a n d  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  r e t i c u l o c y t e  e n d o g e n o u s  p r o t e i n  

s y n t h e s i s .  L a n e s  2 a n d  7 s h o w  t h e  in vtr&&g t r a n s l a t i o n  p r o d u c t s  

o f  t o t a l  R N A  i s o l a t e d  f r o m  worms  g r o w n  a t  20•‹C, w h i l e  l a n e s  3-6 

s h o w  t h e  p r o d u c t s  of t o t a l  RIGA i s o l a t e d  from worms h e a t  s h o c k e d  

a t  35OC. T h e r e  was n o  d e t e c t a b l e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  n o n - h e a t  

s h o c k  m R N A  p r o d u c t s  b e t w e e n  h e a t  s h o c k e d  a n d  c o n t r o l  worms. 

T h u s ,  t h e  iq vqrg r e d u c t i o n  o f  n c n - h e a t  s h o c k  p o l y p e p t i d e  

s y n t h e s i s  a u r i n g  h e a t  s h c c k  is n o t  t h e  r e s u l t  o f  d e g r a d a t i o n  of 

t h e  n o n - h e a t  s h o c k  e R N A ,  b u t  p r o b a b l y  d u e  t o  a s u p p r e s s i ~ n  o f  

i t s  t r a n s l a t i o n .  

T h e  p r e s e n c e  o f  t h e  n o n - h e a t  s h o c k  nRNA m a k e s  t h e  a n a l y s i s  

o f  u r R N A  c o d i n g  f o r  t h e  Icu molecular w e i g h t  h s p s  d i f f i c u l t .  

F i g u r e  1.4 s h o w s ,  h o w e v e r ,  t h a t  t h e r e  was l i t t l e  t r a n s l a t a b l e  

m R N A  cod in^ f o r  h s p 8 1  a n d  h s p 7 0  a t  20•‹C,  b u t  t h a t  t h e y  a p p e a r e d  

a t  3S•‹C. I n  t h i s  e x p e r i m e n t ,  t r a n s l a t a b l e  a ~ o u n t s  o f  t h e s e  w R N A s  

a p p e a r e d  u l t h i n  60 m i n u t e s  o f  h e a t  s h o c k .  U h i l e  h s p 8 1  was  b a r e l y  

d e t e c t a b l e  i n  &q v i v o  l a b e l l e d  h e a t  s h o c k e d  worms, i t  was 



F i g u r e  1 . 4  SDS 321 e l ~ c t ~ c p h ~ r e s i ~  of iq ~~~~~ t r a n s l d t i o n  

p r o ~ u c t s  or t o t a l  HNA i r c ~  h e s t  shockea  a n d  c o n t r o l  uorws. n e a t  

s h o c k  a n d  n H A  p u r i t i c a t i c n  were a s  d e s c r i b e d  i n  C a t e r i a l s  anC 

E e t n o a s .  P u r i f i e d  R N A  ( 2  a i i c r o q r a m s )  u a s  t r a n s l a t e d  i n  a c e l l  

f r & e  r a b b i t  r e t i c u l o c y t e  l y s a t e  f ot 6 0  m i n u t e s .  T r a n s l a t s d  

s a m p l e s  u e r ;  nixed 1 : I  w i t h  l o a d i n y  b u f f e r  a n d  a p p r o x i m a t e l y  

e q u a l  n u m b e r s  of T C A - p r e c i p i t a b l e  c o u n t s  were e l e c t r o c h o r e s e d .  

Lane 1 s h o w s  t h e  e n d o g e n o u s  K H A  s y n t h s s i s  i n  t h e  r e t i c u l o c y t e  

system, L a n e s  2 a n d  7 s h o u  c o n t r o l  R N A  a t  2 0 • ‹ C ,  uhile L a n e s  3 -6  

shou h e a t  s h o c k  a t  3 S • ‹ C  for 3 ,  2 ,  1 ,  a n d  0 . 5  h o u r s  r e s p e c t i v e l y .  





r e a d i l y  d e t e c t e d  in q i t g g .  

An a n a l y s i s  o f  R N A  t r a n s l a t e d  j n  q&rp f r o m  worms  r e t u r n e d  

t o  2 Q 0 C  a t  t e r  a 4 h o u r  hea t  s h o c k  a t  3S•‹C s h o w e d  t h a t  t h e  h s p 7 0  

m R N A  was p r e s e n t  i n  s l i g h t l y  h i g h e r  a m o u n t s  a f t e r  o n e  h o u r  o f  

r e c o v e r y  t h a n  i m m e d i a t e l y  a f t e r  a 4 h o u r  h e a t  s h o c k .  D e t e c t a b l e  

a m o u n t s  o f  t r a n s l a t a b l e  hsp7O m f i N A  were s t i l l  p r e s e n t  up  t o  8 

h o u r s  a f t e r  r e t u r n  t o  ZO•‹C. H o w e v e r ,  i t s* r e l a t i v e  a b u n d a n c e  

d e c r e a s e d  w i t h  r e c o v e r y  time. E e t w e e n  8 a n d  1 4  h o u r s  a f t e r  

r e t u r n  t o  L O W  t r a n s l a t a  tle h s p 7 0  oRNA c o m p l e t e l y  d i s a p p e a r e d  

from t n e s s a g e  e x t r a c t s .  

Heat S h o c k  pf EL g l e q p ~ g  &qg= QLE ---- ---- 
T h e  GI alga~ d a u e r  l a r v a  i s  a f a c u l t a t i v e  l a r v a l  s t a g e  

w h i c h  is f o r m e d  when e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s  a re  u n f a v o r a b l e .  

S i n c e  t h e  d a u e r  l a r v a e  c a n n o t  f eed ,  t h e y  p r o b a b l y  h a v e  a l i m i t e d  

e n e r g y  s u p p l y  a n d  m i g h t  n o t  r e s p o n d  t o  h e a t  s h o c k  a s  w o u l d  

g r o w i n g  u o r m s .  To t e s t  t h i s ,  7 t c  10 day d a u e r  l a r v a e  u e r e  

s u b j e c t  t o  a 4 h o u r  h e a t  s h o c k  a n d  t o t a l  R N A  u a s  i s o l a t e d  a n d  

t r a n s l a t e d  &q v i t r o .  

F i g u r e  1.5 s h o w s  t h t  r e s u l t s  o f  t h e  hn l&yr, t r a n s l a t i o n  o f  

c o n t r o l  a n d  h e a t  s h o c k e d  d a u e r  l a r v a e  R # A .  S e v e r a l  a s p e c t s  o f  

t h e  r e s u l t s  u e r e  i n t e r e s t i n g .  F i r s t ,  c o m p a r e d  w i t h  c o n t r o l  d a u e r  

l a r v a e  i t  was a p p a r e n t  t h a t  a new set  of m R N A s  a p p e a r e d  i n  t h e  

h e a t  s h o c k e d  worms. T h e  f a c t  t h a t  u o r m s  i n  t h i s  s t a g e  w i l l  s p e n d  

s o m e  o f  t h e i r  l i m i t e d  e n e r g y  o n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  t h e  h e a t  s h o c k  

aRNAs p o s s i b l y  i n d i c a t e s  t h e  i n p c r t a n c e  of t h e  h e a t  s h o c k  



F i j u r e  1 . 5  S D 5  q ? l  e l ~ c t r o p h o r c s i s  of  Ln v i t ~ g  t r a n s l a t i ~ n  

p r o d u c t s  or c o n t r o l  a n &  heat  shocked dauer  l a r v a e  R h A .  ! + ? a t  

shock a n d  hiHA p u t i f i c d t i c n  w e r e  a s  d e s c r i ~ e a  i n  Materials ( inL 

M e t h o d s .  P u r i f i e d  R N A  ( 2  m i c r o q r a m s )  was t r a n s l a t e d  i n  3 ce l l  

ire2  r a b b i t  r e t i c u l o c y t e  l y s a t e  f o r  6 0  m i n u t e s .  T r a n s l a t t d  

sampls s  were m i x e d  1 : I  w i t h  l o a d i n q  b u f f e r  and a p p r o x i m a t e l y  

e q u a l  n u m b e r s  of T C A - p r e c i p i t a b l e  counts  &ere e l e c t r o p h o r e s e d .  

Lane 1 ,  c o n t r o l  d a u e r  l a t v a e :  L a n e  2 ,  h e a t  shocked d a u e r  l a r v a e ;  

Lane 3 ,  no RNA. 





r e s p o n s e  t o  t h e  s u r v i v a l  of t h e  o r g a n i s m .  S e c o n d ,  r e l a t i v e  t o  

g r o u i n g  u o r m s  ( F i g u r e  1 . 4 ) .  t h e  c o n t r o l  d a u e r  l a r v a e  d i d  n o t  

a p p e a r  t o  De a c t i v e l y  s y n t h e s i z i n g  o r  a c c u m u l a t i n g  t r a n s l a t a b l e  

a m o u n t s  of w H M A .  T h i r d ,  t h e  low c o n t e n t  o f  n o n - h e a t  s h o c k  m R k A  

i n  t h i s  s y s t e m  a l l o w e d  d e t e c t i o n  of  h e a t  s h o c k  m R N A  c o d i n g  f o r  

t h e  low m o l e c u l a r  w e i g h t  h s p s .  F i n a l l y ,  t h e  h e a t  s h o c k e d  d a u e r s  

s h o u e d  a t  l e a s t  o n e  i n d u c i b l e  p o l y p e p t i d e  ( h s p 5 0 )  w h i c h  h a d  n o t  

b e e n  p r e v i o u s l p  d e t e c t e d  i n  g r o w i n g  u o r m s .  

I n  V i v o  Heat S h o c k  w i t h o u t  P r e l a b e l l i s  -- ---- ---- ---- ------- -------- 
S e v e r a l  &q E L ~  h e a t  s h o c k  e x p e r i m e n t s  h a v e  b e e n  c o m p l e t e d  

u s i n g  a n  g, ~u f o o d  s o u r c e  l a b e l l e d  t o  s p e c i f i c  a c t i v i t y  a b o u t  

1 0  f o l d  h i g h e r  t h a n  t h k  i n i t i a l  h e a t  s h o c k  e x p e r i m e n t s .  T h i s  

e l i m i n a t e d  t h e  n e e d  f o ~  t h e  p r e l a b e l l i n g  p e r i o d  p r i o r  t o  heat 

s h o c k .  F i g u r e  1.6 s h o u s  t h e  in ~rxg r e s p o n s e  of B r i s t o l  w o r m s  

l a b e l l e d  o n l y  t h r o u g h o u t  a 2 h o u r  h e a t  s h o c ~  a t  3S•‹C. C o m p a r e d  

t o  f i g u r e  7 . I ,  i n  w h i c h  p r e l a b e l l e a  w o r m s  were h e a t  s h o c k e d ,  

F i g u r e  1 . 6  s h o u s  a m u c h  Bore d r a m a t i c  d e c r e a s e  i n  n o n - h e a t  s h o c k  

p e p t i d e  s y n t h e s i s .  I t  was a l s o  p o s s i b l e  t o  d e t e c t  h s p 5 0 ,  u h i c h  

was p r e v i o u s l y  o n l y  d e t e c t e d  i n  t h e  d a u e r  l a r v a  R N A  

p r e p a r a t i o n s .  

A s  u i l l  b e  d e m o n s t r a t e d  i n  C h a p t e r  111, a h i g h  l e v e l  of 

n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  v a r i a t i o n  e x i s t s  b e t w e e n  t h e  B r i s t o l  a n d  

B e r g e r a c  s t r a i n s  o f  gz dggaa~ i n  r e g i o n s  f l a n k i n q  o n e  m e m b e r  o f  

t h e  h s p 7 0  g e n e  f a m i l y .  A n a l y s i s  of t h e  h e a t  s h o c k  r e s p o n s e  o f  

t h e  B e r g e r a c  s t r a i n  s h o w e d  a n  i d e n t i c a l  h s p  i n d u c t i o n  p a t t e r n  t o  



F i g u r e  l . b  SDS g a l  e l e c t r o p h o r e s i s  of p o l y p e p t i d e s  1 3 b e l l e d  IQ 

v i v o  u i t h o u t  p r e l a b e l l i n q .  k p o p u l a t i o n  o f  worms m i x e d  w i t h  ---- 
r e s p e c t  t o  a g e  u a s  s t a r v e d  f o r  3 0  r t t i n u t e s  a n d  t h e n  s p o t t e d  o n t o  

NGH p l a t e s  w i t h  3 5 s - l a b e l l e d  El a n d  m a i n t a i n e d  a t  e i t h e r  

350C ( l a n e  1 )  or  20• ‹C  (lane 2 )  f o r  two h o u r s .  A f t e r  t h i s  time 

t h e  worms were s p o t t e d  o n t o  NGM plates w i t h  n o n r a d i o a c t i v e  E ,  

c o l i  f o r  90 m i n u t e s  a n d  t h e  p r o t e i n s  were a n a l y s e d  o n  a 12.5% ---- 
S D S - a c r y l a s i d e  s l a b  g e l .  





t h a t  of t h e  Cristol s t r a i n .  



, 
I V .  D i s c u s s i o n  

Heat s h o c k  o f  c, dsq_aas i n d u c e d  t h e  p r e f e r e n t i a l  s y n t h e s i s  

o f  a t  l e a s t  n i n e  p o f y p e ~ t i d e s  o f  81,  7 0 ,  5 0 ,  4 1 ,  3 6 ,  2 9 ,  1 9 ,  l a  

a n d  16 k d a l t o n s .  I n d u c t i c n  o f  t h e  h e a t  s h o c k  r e s p o n s e  was 

o b s e r v e d  u n d e r  w h i c h  c o n d i t i o n s  a s  m i l d  a s  29OC f o r  two h o u r s  

a n d  f o r  times a s  s h o r t  a s  20 minutes a t  350C. T h e  worms 3 i d  not 

g r o w  u h e n  s h i f t e d  f r o a  2C t o  35OC b u t  d i e d  s l o w l y ,  w i t h  a 

h a l f  - l i f e  of a b o u t  5.5 h o u r s .  It t e m p e r a t u r e s  a b o v e  35OC h e a t  

s h o c k  s e v e r e l y  i m p a i r e d  t h e  u o r w ' s  a b i l i t y  t o  f e e d ,  m a k i n g  t h e  

a n a l y s i s  o t  v i v o  s y n t h e s i z e d  p o l y p e p t i d e s  d i f f i c u l t .  T h e  

o p t i r u a  c o n d i t i o n s  f o r  i n d u c i n g  t h e  h e a t  s h o c k  r e s p o n s e  were 

f o u n 3  t o  b c  b e t u e e n  two a n d  f o u r  h o u r s  a t  3S•‹C f o l l o w e d  b y  a 3 0  

t o  60  i n i n u t e  r e c o v e r y  a t  20•‹C.  

T h e  s y n t h e s i s  of t h e  v a r i o u s  h s p s  v a r i e d  w i t h  t h e  s e v e r i t y  

of  t h e  h e a t  s h o c k .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  s y n t h e s i s  o f  h s p 7 0 ,  h s p l 8  

a n d  h s p l 6  were d e t e c t e d  a f t e r  i n c u b a t i o n  a t  2g•‹C,  w h i l e  h s p l 9  

a n d  h s p 2 9  d i d  n o t  a p p e a r  o n t i l  t h e  c u l t u r e  t e m p e r a t u r e  r e a c h e d  

3S02. T h e s e  r e s u l t s  are s i m i l a r  t o  t h o s e  of  EusggLt~L~ 

( S p r a d l i n g  st p& 1 9 7 7 ;  L i n d q u i s t ,  1 9 8 0 )  a n d  Dictyoste l ium 

( L o o m i s  a n d  W h e e l e r ,  1 9 8 C ) .  T h u s ,  it may b e  a q e n e r a l  f e a t u r e  o f  

t h e  h e a t  s h o c k  r e s p o n s e  t h a t  t h e  s y n t h e s i s  of i n d i v i d u a l  h s p s  i s  

c o r r e l a t e d  t o  t h e  s e v e r i t y  o f  t h e  h e a t  s h o c k .  

H s p  s y n t h e s i s  u a s  i n d u c i b l e  a t  all f o u r  l a r v a l  s t a g e s  a n d  

i n  a d u l t  worms. T h e  r e s u l t s  a l s o  s h o u e d  t h a t  t h e  h s p s  were 

i n d u c i b l e  i n  egg p r e p a r a t i o n s .  H o w e v e r ,  s i n c e  i n  t h i s  i n s t a n c e  



t h e  t e r n  ' eqg '  refers t o  e v e r y t h i n g  from e a r l y  e m b r y o s  t o  L1 

l a r v a e  j u s t  p r i o r  t o  h a t c h i n g ,  I c a n n o t  r u l e  o u t  t h e  p o s s i b i l i t y  

t h a t  e a r l y  c l e a v a g e  e m k r y o s  o f  s o m e  e a r l y  e m b r y o n i c  s t a g e s  ma7 

n o t  r e s p o n d  t o  h e a t  s h o c k .  A p r e c e d e n t  f o r  t h i s  s c e n a r i o  e x i s t s  

i n  D r o s e ~ k i J g ,  w h e r e  t h e  h s p s  are i n d u c i b l e  a t  a l l  s t a g e s  of 

d e v e l o p m e n t  e x c e p t  i n  t h e  z e r o  t o  t h r e e  h o u r  p r e b l a s t o d e r r e  

e m b r y o n i c  s t a g e  (Graz ios i  22, 1980 ;  D u r a ,  1 9 8 1 )  . 
A t r a n s l a t i o n a l  c o n t r o l  o f  t h e  h e a t  s h o c k  r e s p o n s e ,  s i m i l a r  

t o  t h a t  d e s c r i b e d  i n  Qgp~phi~~p ( S t o r t i  gh p&, 1 9 8 0 ;  S c o t t  a n d  

P a r d u e ,  1 9 6 1 ;  K r u g e r  a n d  B e n e c k e ,  1 9 8 1 ) ,  may a l s o  e x i s t  i n  Cz 

e&=qqg~. U h i l e  n o n - h e a t  s h o c k  p o l y p e p t i d e  s y n t h e s i s  was r e d u c e 6  

i n  v i v o  d u r i n g  h e a t  s h o c k ,  a n a l y s i s  of in t r a n s l a t i o n  -- ---- 
p r o d u c t s  s h o v e d  t h a t  t h e  R N A  c o d i n g  f o r  t h e s e  p o l y p e p t i d e s  was 

s t i l l  p r e s e n t  a n d  f u n c t i c n a l .  I n  t h i s  r e s p e c t ,  t h e  Cz e&gpgas 

h e a t  s h o c k  r e s p o n s e  n o r e  c l o s e l y  resembles t h e  h e a t  s h o c k  

r e s p o n s e  o f  Blpsspi&p t h a n  o f  y e a s t ,  w h e r e  t h e  n o n - h e a t  s h o c k  

m R N A s  a r e  c e g r a d s d  u p o n  h e a t  shock ( L i n d g u i s t ,  1 9 8 1 ) .  U h i l z  

h s p 7 0  was the s a j o r  iq 11s l a b e l l e d  h s p ,  t h e  ~ i & g g  a n a l y s i s  

h e r e  s h o w e d  t h a t  b o t h  h s p 7 0  a n d  h s p 8 l  u e r e  t r a n s l a t e d  i n  a lmos t  

e q u a l  a m o u n t s .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t r a n s l a t i o n a l  c o n t r o l  o f  h s p 8 1  

s y n t h e s i s  o c c u r s  Lg r&vg. S i m i l a r l y ,  i n  Qrogo_~@&g,  t h e  

s y n t h e s i s  of h s p 8 3  a p p e a r s  t o  be  u n d e r  t r a n s l a t i o n a l  c o n t r o l  iq 

v i v o  ( B u z i n  a n d  P e t e r s e n ,  1 9 8 2 ) .  ---- 
O n e - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  s h o w s  t h a t  most 

o r g a n i s m s  r e s p o n 3  t o  h e a t  s h o c k  b y  s y n t h e s i z i n g  a set of b e t w e e n  

f i v e !  a n d  t e n  h s p s .  T h u s ,  t h e  h e a t  s h o c k  i n d u c t i o n  r e s p o n s e  of 



e l e q a n s  c o r r e s p o n d s  well w i t h  o t h e r  o r q a n i s m s .  H o w e v e r ,  t h e  --- --- 
a c t u a l  n u m D e r  of C_, dgqgas h o p s  w i l l  a w a i t  a n a l y s i s  o f  t h e  hp 

v i v o  h e a t  s h o c k  r e s p o n s e  b y  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  ---- 
B u z i n  a n d  P e t e r s e n  (1 9 b 2 )  h a v e  s h o w n  t h a t  a o s t  of t h e  D r g s o p h i l a  

h s p s  are e a c h  r e p r e s e n t e d  b y  b e t w e e n  t h r e e  a n d  n i n e  i s o e l e c t r i c  

p o i n t  v a r i a n t s .  I n  ggppg~hhip, s i n c e  a o s t  h s p s  a re  e n c o d e d  b y  

s i n g l e  g e n e s ,  t h e  v a r i a n t s  a r e  p r o b a b l y  d u e  t o  

p o s t - t r a n s l a t i o n a l  m o d i f i c a t i o n s .  

D a u e r  l a r v a e  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  r e s i s t a n t  t o  a v a r i e t y  

of c h e m i c a l  i n s u l t s ,  osmotic s h o c k ,  a n o x i a  a n d  t h e r m a l  stress 

( C a s s a d a  a n d  R u s s e l l ,  1975; A n d e r s o n ,  1 9 7 8 ) .  T h e  p o s s i b i l i t y  

t h a t  a t  l eas t  p a r t  of t h i s  r e s i s t a n c e  is re la ted  t o  h s p  

s y n t h e s i s  h a s  n o t  b e e n  a d d r e s s e d .  It is  h o w e v e r ,  v e r y  

i n t e r e s t i n g  t h a t  t h e  n o r ~ a l l y  q u i e s c e n t  d a u e r  l a r v a e  u i l l  react  

t o  h e a t  s h o c k  b y  e x p e n d i n g  e n e r g y  t o  a c t i v e l y  s y n t h e s i z e  t h e  h s p  

m R N A s .  I n  a d d i t i o n  t o  e m p h a s i z i n g  t h e  w i d e s p r e a d  n a t u r e  of t h e  

h e a t  s h o c k  r e s p o n s e ,  t h e s e  r e s u l t s  o p e n  u p  t h e  p o s s i b i l i t y  of 

s t u d y i n g  s e v e r a l  a s p e c t s  of g e n e  r e g u l a t i o n  u s i n g  t h e  d a u e r  

l a r v a e  s y s t e m .  T h e  e l u c i d a t i o n  of t h e  m o l e c u l a r  m e c h a n i s m s  

i n v o l v e d  i n  m a i n t a i n i n g  v e r y  l o u  l e v e l s  of n o n - h s p  mENA u h i l e  

r e t a i n i n g  t h e  a b i l i t y  t o  s p e c i f i c a l l y  s y n t h e s i z e  t h e  h s p  m R N A s  

u p o n  h e a t  s h o c k  s h o u l d  b e  of g e n e r a l  i n t e r e s t .  C o m p a r e d  t o  

g r o u i n g  worms, t h e  d a u e r  l a r v a e  a r e  g r e a t 1  y e n r i c h e d  f o r  h s p  

m e s s a g e s .  T h u s ,  f o r  t h e  F u r p o s e  of o b t a i n i n g  m o l e c u l a r  p r o b e s  

f o r  t h e  GI g e q a ~  h e a t  s h o c k  g e n e s ,  t h e  e n r i c h e d  d a u e r  l a r v a e  

p r e p a r a t i o n  s h o u l d  a l l o v  d i r e c t  c o n s t r u c t i o n  of a cDNA l i b r a r y  



e n r i c h e d  f o r  t h e  h s p  g e n e  t r a n s c r i p t s .  

T a b l e  1.1 is  a l i s t  of h e a t  s h o c k  e l i c i t e d  p o l y p e p t i d e s  

f r o m  a v a r i e t y  o f  o r g a n i s m s .  w h i l e  a n y  i n d i v i d u a l  s p e c i e s  

i n d u c e s  a s e t  o f  h s p s  u h i c h  i s  d i f f e r e n t  i n  m o l e c u l a r  w e i g h t  

from t h a t  o f  a n y  o t h e r  s p e c i e s ,  a g e n e r a l  c o n s i s t e n c y  i s  

e v i d e n t .  I n  fac t ,  t h e  major h s p s  o f  m o s t  o r g a n i s m s  c a n  b e  

a s s e m b l e d  i n t o  t h r e e  c l asses  d i s t i n g u i s h a b l e  by t h e i r  r e l a t i v e  

m o l e c u l a r  u e i g h t s .  S e v e r a l  l i n e s  o f  e v i d e n c e  s u g g e s t  t h a t  

g r o u p i n g  t h e  h s p s  i n t o  t h o s e  t h r e e  c l a s s e s  a c t u a l l y  r e f l e c t s  

t h e i r  b i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e .  F i r s t l y ,  i m m u n o l o g i c a l  d a t a  s h o w s  

t h a t  a n t i b o a i e s  r a i s e d  a g a i n s t  c h i c k e n  h s p 7 0  c r o s s r e a c t s  w i t h  a  

s i m i l a r  m o l e c u l a r  u e i g h t  p o l y p e p t i d e  i n  a l l  e u k a r y o t e s  ( K e l l y  

a n d  S c h l e s i n g e r ,  1 9 8 2 )  . S e c o n d l y ,  s e q u e n c i n q  of h  sp7O g e n e s  f rora 

yeast  a n d  LJJQ~S~&&~ a n d  t h e  h e a t  s h o c k  i n d u c i b l e  &: dnaK 

g e n e  s h o w s  a h i g h  d e g r e e  o f  s e q u e n c e  c o n s e r v a t i o n  b e t w e e n  these 

d i s t a n t l y  r e l a t e d  o r g a n i s m s  ( C r a i g  g& =I, 1 9 8 2 ) .  T h i r d l y ,  i n  

a l m o s t  a l l  o r g a n i s m s ,  h s p 7 0  i s  t h e  f i r s t  h s p  t o  b e  d e t e c t e d  u p o n  

h e a t  s h o c k  a n d  a c c o u n t s  f o r  t h e  m a j o r i t y  o f  hsp s y n t h e s i s .  

F i n a l l y ,  i n  t h o s e  i n s t i i n c e s  w h e r e  t h e  i n t r a c e l l u l a r  l o c a t i o n  o f  

t h e  h s p s  h a s  b e e n  s t u d i e d ,  a s t r c n g  c o r r e l a t i o n  e x i s t s  b e t w e e n  

t h e  m o l e c u l a r  u e i g h t  3 n d  l o c a t i o n .  T h e  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  h s p s  

a re  c o n c e n t r a t e d  i n  t h e  n u c l e u s  ( A r r i g o  g& 21, 1 9 8 0 ;  T a n g u a y  a n d  

V i n c e n t ,  1 9 0 2 ;  G u t t t a a n  gt a&, 1 9 8 0 ;  V i n c e n t  a n d  T a n g u a y ,  1 9 7 9 ) ,  

t h e  h s p 8 0  c l a s s  i n  t h e  c y t o p l a s m  ( A r r i q o  g& qh, 1 9 8 0 ;  Loomis a n d  

W h e e l e r ,  1 9 8 2 )  a n d  t h e  h s p 7 0  c l a s s  a r e  f o u n d  b o t h  i n  t h e  n u c l e u s  

a n d  c y t o p l a s m  ( V i n c e n t  a n d  T a n g u a y ,  1 9 7 9 ;  A r r i q o  g& ql, 1 9 8 0 ;  



Guttman g& z d ,  1 9 8 0 ;  T a n ~ u a y  and  V i n c e n t ,  1 9 8 2 ;  S c h l e s i n q e r  gr 

a1 1 9 8 2 ;  V a l a z q u e z  el  32, 1 9 8 0 ) .  -- 
It  would  a p p e a r ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  s p e c i f i c  h s p s  h a v e  b e e n  

c o n s e r v e d  t h r o u g h o u t  s v o l u t i o n  a n d  that the members w i t h i n  e a c h  

class p r o b a b l y  perform s i m i l a r  h e a t  s h o c k  r e l a t e d  f u n c t i o n s ,  



TABLE 1 . 1  

?lAJOR CLASSES OF HEAT SHOCK PROTEINS * 
S p e c i e s  Low M o l e c u l a r  H s p 7 0  H s p 8 0  t o  

W e i g h t  C l a s s  C l a s s  H s p 9 0  C l a s s  

T r o u t  3 0 ,  32  

C h i c k e n  2 4 ,  35 

D i c t y o s t e l i u m  2 6  t o  32 

P o l y s p h o n d y l i u m  3  3 

T e t r a h y m e n a  2 3  t o  3 0  

C .  e l e g a n s  1 6 , 1 8 , 1 9 , 2 9  

S o y b e a n  1 6 , 1 9 , 2 1  

E. c o l i  1 6 ,  34  

:.Iam~lla l s 3 7 

. . 
,', s i z e s  a r e  i n  k i l o d a l t o n s  



C. Chapter  11 

Cloning t h e  H s ~ 7 0  Related G e n e s  of g, g l e q a n s  



I 

I. I n t r o d u c t i o n  

An i n p o r t a n t  q u e s t i o n  w h i c h  n e e d s  t o  be  a d d r e s s e d  i n  

r e g a r d s  t o  t h e  b a s i s  o f  ~ u k a r y o t i c  d e v e l o p m e n t  is h o u  d i f f e r e n t  

g e n e s  w h i c h  a r e  n o t  c l o s e l y  l i n k e d  i n  t h e  g e n o m e  a re  

c o o r d i n a t e l y  r e g u l a t e d .  T h e  m o l e c u l a r  s t u d y  of t h e  h e a t  s h o c k  

response y ~ o v i d e s  a n  e x c e i i e n t  o p p o r t u n i t y  t o  a n a l y s e  many 

a s p e c t s  o f  e u k a r y o t i c  g e n e s  s t r u c t u r e ,  o r q a n i z a t i o n  a n d  

r e g u l a t i o n  ( s e e  A s h b u r n e r  a n d  B o n n e r ,  1 9 7 9  f o r  r e v i e w ) .  I n  

Q g g p g p h i l a ,  g e n e s  e n c o d i n g  t h e  major h s p s  h a v e  b e e n  c l o n e d  a n d  

s e q u e n c e d  ( H o l r e g r e n  g& 2 2 ,  1979;  E o r a n  82 91, 1 9 7 9 ;  I n g o l i a  gt 

a&, 1 9 8 0 ;  I n g o l i a  a n d  C r a i g ,  1 9 8 2 ;  K a r c h  g& 5%. 1 9 8 1 ) .  T h e  hsp 

g e n e s  c a n  be g r o u p e d  i n t o  t h r e e  c lasses ;  t h e  f o u r  low m o l e c u l a r  

w e i g h t  h s p  genes, t h e  h s ~ 6 8  a n d  h s p 7 0  q e n e s  a n d  t h e  h s p 8 3  q e n e .  

T h e  t h r e e  c lasses o f  g e n e s  a r e  s e p a r a t e d  from e a c h  o t h e r  i n  t h e  

D r o s o e h i l a  q e n o a e  b u t  a r e  t r a n s c r i b e d  i n  r e s p o n s e  t o  h e a t  s h o c k  ----- ---- 
a n d  o t h e r  stressss. I n  a d d i t i o n  t o  t h e i r  heat s h o c k  activity, 

s e v e r a l  h s p  g e n e s  a r e  a l s o  e x p r e s s e d  a t  low l e v e l s  d u r i n g  

d e v e l o p m e n t  ( I r e l a n d  a n d  B e r q e r ,  1 9 8 2 ;  S i r o t k i n  a n d  D a v i d s o n  , 

1 9 8 0  ; C h e n e y  and S h e g a n ,  1983) .  T h e  e l u c i d a t i o n  o f  t h e  

r e g u l a t o r y  m e c h a n i s m s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t a l  a n d  

c o o r d i n a t e  i n d u c t i o n  o t  h s p  g e n e s  w i l l  a d v a n c e  t h e  u n d e r s t a n d i n q  

of t h e  d e v e l o p m e n t a l  p r o c e s s .  

I n  a d d i t i o n  t o  t r a n s c r i p t i o n a l  c o n t r o l ,  t h e  h e a t  s h o c k  

r e s p o n s e  h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n v o l v e  s e v e r a l  t y p e s  o f  

t r a n s l a t i o n a l  c o n t r o l .  W h i l e  t h e  h s p s  a r e  i n d u c e d  a t  h i q h  



t e m p e r a t u r e s ,  mRNAs n o r m a l  t o  d e v e l o p m e n t  are t r a n s l a t i o n a l l y  

s e q u e s t e r e d  u n t i l  t h e r e  is a c e t u r n  t o  n o r m a l  t e m p e r a t u r e s  

( S t o r t i  gt gl, 1980;  Y r u s e r  a n d  B e n e c k e ,  1981 ; L i n d q u i s t ,  1 9 E 1 ) .  

T h e  h s p s  a p p e a r  t o  b e  i n v o l v e d  i n  t h e i r  o u n  t r a n s c r i p t i o n a l  a n d  

t r a n s l a t i o n a l  r e g u l a t i o n  as well a s  t h a t  o f  t h e  p r e v i o u s l y  

e x i s t i n g  ratiNAs ( L i n d q u i s t  e t  a l ,  1 9 8 2 ) .  I n  &sgmg o o c y t e s ,  

h s p 7 0  e R # A  is s t o r e d  i n  a t r a n s l a t i o n a l l y  r e p r e s s e d  s t a t &  u n t i l  

i n d u c t i o n  b y  h e a t  s h o c k  ( b i e n z  a n d  G u r d o n ,  1 9 8 2 ) .  

T h e  s p e c t r u m  of h s p s  i n d u c e d  v a r i e s  f r o m  o r g a n i s m  t o  

o r g a n i s m  but t h e r e  a p p e a r s  t o  be  c o n s e r v a t i o n  of  t h e  major hsp70 

t h r o u g h o u t  e v o l u t i o n  ( K e l l y  a n d  S c h l e s i n g e r ,  1982;  B a r d u e l l  a n d  

C r a i g ,  1 9 8 4 ) .  I s o l a t i o n  c f  t h e  g e n e s  c o d i n g  f o r  t h i s  h s p  from DL 

m e l a n o a a s t e r  a n d  S, ~ g r g l g s i q g  h a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  i n  b3th ------ 
s p e c i e s  t h e y  e x i s t  a s  ~ a r t  of  a sma l l  s u l t i g e n e  f a m i l y  ( C r a i g  gg 

al 1 9 8 2 ) .  I t  was t h e r e f o r e  i n t e r e s t i n g  t o  c l o n e  a n d  a n a l y s e  t h e  -- 8 

s t r u c t u r e  a n d  e x p r e s s i o n  of h s p 7 0  r e l a t e d  g e n e s  i n  C, eleggas. 



11. M a t e r i a l s  and n e t h o d s  

C o n s t r u c t i o n  of &gatqgg Gegaafc L i b r a r i g p  IQ&~ &.g.dp ------------ 
Charon 9 ----- 

a)  G e n o w i c  D X B  P a r t i a l  D i  y e s  t i o n s .  Four nematode ysnomic  

D N A  l i b r a r i e s  uere c o n s t r u c t e d  i n t o  t h e  lambda v e c t o r ,  Charon 4 

(Wi l l i ams  and B l a t t n e r ,  1 9 7 9 ) .  These i n c l u d e d  two o f  c, e&gqaii 

B r i s t o l  ( s t r a i n  N2), and  one  each  of C2 gleqaa b e r g e r a c  ( s t r a i n  

BDf and  gz fig&qusae ( s t r a i n  6 1 6 ) .  For each  l i b r a r y ,  i n  an 80 u l  

r e a c t i o n  mix  e a c h  o f  t h e  f o l l o u i n g  was added t o  t h r e e  s e ? a r a t e  

1.5 m l  Eppendorf t u b e s ;  25 ug genomic D N A ,  8 u l  o f  10 x EcoHI 

b u f f e r ,  8 u l  of  1 mg/wl PSA and w a t e r  up t o  80 u l .  A t  t ime  z e r o  

2.5 U n i t s  of EcoRI was a d d e d  t o  t u b e  A ( f i n a l  = 0 . 1  U n i t s / u q  

D N A )  , 12.5 U n i t s  o f  EcoBI t o  t u b e  5 (0.5 U n i t s l u g  DNA) and  2 5  

U n i t s  o f  EcoRI t o  t u b e  C (1.0 Uni t s /ug  D N A ) .  A t  times of 5, 1 5 ,  

30 a n d  6 0  m i n u t e s ,  20  u l  was withdrawn from e a c h  of  t h e  t u b e s  A ,  

B and  C .  Each a l i q u o t  was poo led  and t h e  s o l u t i o n  was made 20 m M  

f o r  EDTA a n d  h e a t e d  t o  65OC f o r  1 0  minu te s .  I n  t o t a l ,  12 

d i f f e r e n t  EcoBI d i g e s t i o n s  were poo led  t o  c o n s t r u c t  each  

l i b r a r y .  T h e  poo led  D N A  was h e a t e d  t o  6S• ‹C  f o r  5 m i n u t e s  j u s t  

p r i o r  t o  s e ~ a r a t i o n  on a  0.5% a g a r o s e  g e l  run a t  15 V o l t s  f o r  

two days .  Lambda D N A  d i g e s t e d  with BamHI g i v i n q  a 1 7  k b  s a r k e r  

and w i t h  EcoRI g i v i n q  a 21 k b  marker p rov ided  s u i t a b l e  s i z e  

markers .  A f t e r  t u o  d a y s  t h e  m a t e r i a l  between a p p r o x i m a t e l y  1 5  



a n d  2 3  k b  was c u t  o u t  o f  t h e  g e l  a n d  e l e c t r o e l u t e d  i n  d i a l y s i s  

m e m b r a n e  a t  4 0  Vol t s  o v e r n i g h t .  C o n t a m i n a t i n g  a g a r o s a  u a s  

r e m o v e d  by c e n t r i f u g a t i o n  f o r  5 m i n u t e s  i n  a n  E p p e n d o r f  

m i c r o f u g e .  T h e  s u p e r n a t a n t  was c o l l e c t e d  a n d  0.1 v o l u m e s  o f  3 M 

s o d i u m  ace ta te  a n d  1 v o l u m e  o f  i s o p r o p a n o l  was a d d e d  a n d  t h e  D N A  

p r e c i p i t a t e d  o v e r n i g h t  a t  - 2 0 • ‹ C e  T h e  D N A  was t h e n  p e l l e t e d  f o r  

1 0  m i n u t e s  i n  a n  E p p e n d o r f  m i c r o f u q e ,  w a s h e d  twice w i t h  7 0 %  

e t h a n o l  a n d  a i r  d r i e d  b r i e f l y .  T h e  D N A  p e l l e t  w a s  d i s s o l v e d  i n  

4 0  u l  o f  TE b u f f e r  a n d  p r e c i p i t a t e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  T h e  

f i n a l  D N A  p e l l e t  was t h e n  d i s s o l v e d  i n  5 u l  o f  T E  b u f f e r .  T h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  D N A  u a s  e s t i m a t e d  u s i n g  DNA s t a n d a r d s  a p p l i e d  

t o  a n  a j a r o s e  p l a t e  c o n t a i n i n g  0.5 u g / m l  o f  e t h i d i u m  b r o m i d e .  

b )  L i g a t i o n  of geno i r t i c  D N A  t o  C h a r o n  4 arws, P u r i f i e d  

C h a r o n  4 arms D N A  was g e n e r o u s l y  s u p p l i e d  by I. K o v e s d i .  The 

o p t i m a l  c o n d i t i o n s  f o r  t h e  f o r a a t i o n  o f  c o n c a t a a e r s  o f  a n n e a l e d  

l a m b d a  arms a n d  i n s e r t  D K A  is  a 2:t molar r a t i o  of arms: i n s e r t  

D N A  ( D u g a i c z y k  g& gl, 1 9 7 s ) .  A s s u m i n g  a n  a v e r a g e  i n s e r t  s i z e  of 

19  k b  a n d  k n o w i n g  t h e  l a ~ b d a  a r m s  a r e  31 k b ,  t h e  r a t i o  o f  arrris 

t o  i n s e r t  r e q u i r e d  c a n  b e  c a l c u l a t e d .  T h e  l i g a t i o n  r e a c t i o n  of 

o n e  o f  t h e  gz g & s q ~  ( E r i s t o l )  l i b ra r i e s  c o n s t r u c t e a  i n  t h i s  

s t u d y  c o n t a i n e d  1.5 u g  o f  C h a r o n  4 arms a n d  0.5 u g  o f  i n s e r t  

D N A ,  T h e  o t h e r  t h r e e  l i b r a r i e s  u e r e  c o n s t r u c t e d  by l i g a t i n q  0.85 

u g  o f  C h a r o n  4 arms t o  0.25 u g  o f  i n s e r t  D N A .  T h e  l i g a t i o n s  were 

i n  6 6  m f i  T r i s  pH 7.5, 5 r E  R g C l 2 ,  5 mM DTT, 1 m f l  ATP a n d  1 U n i t  

o f  T 4  l i g a s e  i n  a 1 0  u l  r e a c t i o n  m i x  a t  t Q o C  o v e r n i g h t .  T o  t e s t  

t h e  c o m p l e t e n e s s  o f  l i g a t i o n ,  1 u l  o f  t h e  l i g a t i o n  m a t e r i a l  w a s  



r u n  o n  a 0.4% m i n i - a g a r o s e  g e l .  T h e  l i g a t e d  m a t e r i a l  r u n s  at 

l e a s t  t h e  s i z e  o f  i n t a c t  l a m b d a  D N A .  

c)  Jg v i t r o  p a c k a ~ i n a  o t  t h e  l i g a t e d  D N A .  I n  vjtrg 

p a c k a g i n g  f o r  e a c h  l i b r a r y  u a s  e s s e n t i a l l y  a s  d e s c r i b e d  by 

B a n i a t i s  g& a&. ( l 9 8 2 ) .  Gne 5 0  u l  p a c k a g i n g  e x t r a c t  w a s  t h a w e d  

o n  i c e  a b o u t  3 m i n u t e s .  I m m e d i a t e l y ,  1.5 u l  of  1 0 0  mB ATP, 2 0  u l  

o f  CH b u f f e r  a n d  t h e  l i g a t e d  D N A  s a n p l e  was a d d e d  a n d  t h e  

r e a c t a n t s  mixed v e r y  well. T h i s  w a s  t h e n  i n c u b a t e d  a t  3 7 0 C  f o r  

60 m i n u t e s .  After t h i s  time s. s e c o n d  e x t r a c t  was t h a w e d  a n d  1 0  

u l  o f  0.1 mg/m1 D # a s e  a n d  2.5 u l  o f  I !•÷ HqC12 was a d d e d  to t h e  

p r e p a r a t i o n .  T w e n t y - f i v e  u l  o f  t h i s  m i x t u r e  was a d d e 3  t o  t h e  

f i r s t  e x t r a c t ,  m i x e d  a n d  i n c u b a t e d  a t  37OC f o r  30  m i n u t e s .  T h e  

r e a c t i o n  uas s t o p p e d  by t h e  a d d i t i o n  o f  930 u l  o f  l a m b d a  d i l u e n t  

a n d  4 d r o p s  o f  c h l o r o f o r ~ .  T h e  s o l u t i o n  was s p u n  i n  a n i c r o f u q e  

a n d  the s u p e r n a t a n t  c o l l e c t e c r  and t i t r e d .  T h e  t i t r es  o f  t h e  f o u r  

l i b r a r i e s  r a n g a d  from 1.2 t o  3.4 x 1 0 6  p f u / r a l .  A s s u m i n g  t h e  

a v e r a g e  i n s e r t  s i z e  i s  1 4  k b  a n d  k n o w i n g  t h e  g e n o m e  s i z e  o f  C, 

elsqit, t h e n  t h e  p a c k a a o d  D N A  r e p r e s e n t s  b e t w e e n  285 a n d  807  -- 
g e n o m e  e q u i v a l e n t s .  T h e  t a c k g r o u n d  o f  i n t a c t  C h a r o n  4 a n d  t h o s e  

h y b r i d  p h a g e  c o n t a i n i n g  i n t e r n a l  l a m b d a  7 .0  a n d  8.0 k b  f r a q m e n t s  

was e s t i m a t e d  by p l a t i n g  1 7 6 0 0  p f u  o n  LB p l a t e s  c o n t a i n i n g  4 0  

u g / w l  o f  X-ga l .  T h e  b a c k g r o u n d  o f  p h a g e  c o n t a i n i n g  a f u n c t i o n a l  

B - g a l a c t o s i d a s e  g e n e  w a s  0 . 5 7 % .  C o n s i d e r i n g  t h a t  t h e  i n t e r n a l  

8 .0  k b  f r a g m e n t  o f  C h a r o n  4 i s  n o t  d e t e c t e d  i n  t h i s  a s s a y ,  t h i s  

f i g u r e  was d o u b l e d  t o  q i v e  a maximum b a c k s r o u n d  o f  1.04%. 



P r e e a r a t i o n  gf Ei&gp FackagLqq gxtrpctg --- ------- 
T h e  C h a r o n  4 - C1 eleqagg h y b r i d  m o l e c u l e s  p r e p a r e d  i n  t h i s  

s t u d y  were i n t r o d u c e d  i n t o  EL c o l i  u s i n g  t h e  gg ~i1g3 p a c k a q i n q  

s y s t e m  ( B e c k e r  a n d  G o l d ,  1975). Jg y&?~ p a c k a g i n g  e x t r a c t s  u e r e  

p r e p a r e d  from t h e  El ggli l a m b d a  l y s o q e n s  NS428 ( N 2 0 5 : l a m b d a  

Aamll b 2  red3 c I t s 8 5 7  S a t 7 )  a n d  NS 4 3 3  ( N 2 0 5 ; l a m b d a  Earn4 b2  r e d 3  

c I t s 8 5 7  S a m 7 )  ( S t e r n b e r g  a&. 1 9 7 7 ) .  T h e  two l y s o g e n s  p r o v i d e  

complementing f u n c t i o n s  r e g u i r e d  f o r  t h e  p a c k a q i n g  o f  l a m b d a  D N A  

i n t o  v i a b l e  p h a g e  p a r t i c l e s .  T h e s e  h y b r i d  p h a g e  c a n  t h e n  b e  u s e d  

t o  i n f e c t  gz coli a n d  e s t a b l i s h  c l o n e  b a n k s .  

P r i o r  t o  p r e p a r a t i o n  o f  the p a c k a g i n a  e x t r a c t s  t h e  N S 4 2 8  

a n d  N S 4 3 3  s t r a i n s  were s t r e a k e d  c u t  i n  d u p l i c a t e  o n  fl-9 a g a r  

p l a t e s .  T h e  p r e s e n c e  o t  t h e  c I t s 8 5 7  m u t a t i o n  was t e s t e d  b y  

i n c u b a t i n g  o n e  set  of p l a t e s  a t  32OC a n d  o n e  s a t  a t  42OC 

o v e r n i g h t .  A s  e x p e c t e d ,  n e i t h e r  s t r a i n  g r e w  a t  42OC. S i n g l e  

c o l o n i e s  u e r e  p i c k e d  f r o m  t h e  p l a t e s  g r o u n  a t  32OC a n d  u s e d  t o  

i n n ~ c u l a t e  3 0  a 1  of f l -9  r u f f e r  a n d  g r o w n  o v e r n i g h t  a t  32OC. T h e  

b a c t e r i a  were t h e n  c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  

i n  3 mls of H-9 b u f f e r .  T h e  OD600 u a s  m e a s u r e d  a n d  f o r  t h e  N S 4 3 3  

s t r a i n ,  25  O D  u n i t s  o f  c e l l s  was a d d e d  t o  e a c h  o f  t w o  5 0 0  m l  

c u l t u r e s  of H - 9  b u f f e r  p r e w a r w e d  t o  32OC. T o  a t h i r d  5 0 0  m 1  

f l a s k  of M-9 b u f f e r ,  2 5  CE! u n i t s  o f  NS428  was a d d e d  a n d  a l l  

t h r e e  c u l t u r e s  were g r o w n  a t  32OC u n t i l  a i d - l o g  p h a s e  (OD600 = 

0.3 t o  0 . 4 ) .  T h e  c u l t u r e s  were h e a t  s h o c k e d  f o r  15  m i n u t e s  a t  

4S•‹C w i t h  o c c a s i o n a l  s w i r l i n g  a n d  t h e n  g r o w n  a t  37OC f o r  2 .5  

h o u r s  w i t h  v i g o r o u s  a e r a t i o n .  A f t e r  t h i s  p e r i o a ,  t h e  c u l t u r e s  



u e r e  p o o l e d  a n d  a l l o w e d  t o  s t a n d  o n  i c e  f o r  t e n  m i n u t e s  a n d  t h e n  

t h e  b a c t e r i a  u e r e  p e l l e t & ,  w a s h e d  i n  c o l a  El-9 m i n u s  t h e  

C a s a m i n o  a c i d s  a n d  r e p e l l e t e a .  T h e  b a c t e r i a l  p e l l e t  w a s  d r a i n e d  

o f  l i q u i d  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  s i x  m l s  o f  CH b u f f e r  (CH b u f f e r  i s  

1 0  inn p u t r e s c i n e ,  1 0  iaF: s p e r m i d i n e  h y d r o c h l o r i d e ,  0.1% 

B - m a r c a p t o e t h a n o l ,  7 %  DHSO, 4 0  mB T r i s  pH 7.5, 1.5 mM ATP) . 
Q u i c k l y ,  t h e  s u s p e n s i o n  Mas a l i q u o t e d  i n t o  E p p e n d o r f  t u b e s  (50 

u l / t u b e )  a n d  d r o p p e d  i n t o  l i q u i d  n i t r o q e n .  F o r  l o n g  term s t o r a g e  

t h e  p a c k a g i n g  e x t r a c t s  u e r e  s t o r e d  a t  -80•‹C. 

S u b c l o n i n g  -------- 
D N A  f r a g m e n t s  were s u b c l o n e d  f r o m  l a m b d a  c l o n e s  i n  o r C e r  t o  

o b t a i n  smal le r  m o r e  m a n a g e a b l e  f r a q m e n t s  f o r  r e s t r i c t i o n  m a p p i n g  

a n d  t o  o b t a i n  s p e c i f i c  r e g i o n s  t o  u s e  a s  h y b r i d i z a t i o n  p r o b e s .  

P o r t i o n s  o f  t h e  6.6 k b  c l a s s  b EcoRI f r a g m e n t  s u b c l o n e d  i n t o  

pUR2 were f u r t h e r  s u b c l o n e d  i n t o  pUC12 a n d  pUC13. 

k l l  l a m b d a  c l a s s  A ,  E a n d  C c l o n e  EcoRf  f r a g m e n t s  u c r e  

s u b c l o n e d  i n t o  t h e  El s,o,li p l a s r a i d  v e c t o r ,  pUR2 ( R u t h e r ,  1 9 8 0 ) .  

T h i s  v e c t o r  s i m p l i f i e s  s u b c l o n i n g  by a l l o w i n g  t h e  d e t e c t i o n  of 

r e c o m b i n a n t  p l a s n i d s  w i t h o u t  t h e  n e e d  f o r  r e p l i c a  p l a t i n g .  

I n s & r t i o n  o f  f o r e i g n  D N A  i n t o  t h e  E c o R I  s i t e  w i t h i n  p l a s m i d  D N A  

c o d i n g  f o r  t h e  B - g a l a c t o s i d a s e  a l p h a - p e p t i d e  p r e v e n t s  

c ~ m p l e e e n t a t i o n  w i t h  a Z g e n e  d e l e t i o n  p e p t i d e  s y n t h e s i z e d  by 

t h e  h o s t  El c o l i  s t r a i n .  S i n c e  t h e  pUR2 p l a s m i d  a l s o  c o n t a i n s  

t h e  g e n e  f o r  a m p i c i l l i n  r e s i s t a n c e ,  i n s e r t i o n  of f o r e i g n  D N A  is 

d e t e c t e d  by g r o w t h  o f  w h i t e  c o l o n i e s  o n  



5-bromo-4-chloro-indolyl-6-D-galactoside ( X - g a l )  , 

i s o p r o p y l - t h i o q a l a c t o s i d c  ( I P T G ) ,  a m p i c i l l i n  (Amp) p l a t e s  over a 

b a c k g r o u n d  of b l u e  c o l o n i e s  u h i c h  r e p r e s e n t  p l a s m  i d s  e i t h e r  rrot 

c o n t a i n i n g  a n  i n s e r t  o r  k h i c h  c o n t a i n  a n  i n s e r t  t h a t  d o e s  n o t  

i n t e r r u p t  t h e  a l p h a - p e p t i d e  r e a d i n q  f r a m e  a n d  i n t r o d u c e s  n o  

h a r m f u l  s e q u e n c e s  ( R u t h e i ,  1 9 8 0 ) .  

C l o n i n g  from l a m b o a  p h a q e  i n t o  pUR2 was a s  f o l l o w s .  I n  a 

1.5 a 1  E p p e n d o r f  t u b e  one ug o f  p h a g e  D N A  w a s  n i x e d  u i t h  0 . 2  u g  

of pUR2 D H B ,  o n e  u l  o f  1 C  x  E c o R I  b u f f e r ,  5 U n i t s  of  E c o R I  a n d  

u a t e r  t o  a f i n a l  v o l u m e  of  1 0  u l  a n d  t h e  n i i x t u r e  was i n c u b a t e d  

a t  37OC f o r  2  h o u r s .  The r e a c t i o n  was s t o p p e d  b y  h e a t i n g  t o  65OC 

f o r  1 0  m i n u t e s ,  T o  t h i s  6 u l  o f  2  x L i g a t i o n  nix a n d  1 U n i t  o f  

T 4  l i g a s e  was a d d e d  a n d  t h e  m i x t u r e  i n c u b a t e d  a t  l S • ‹ C  for  two 

h o u r s  ( 2  x L i g a t i o n  N i x  is: 2.5 mH ATP, 250  u g / m 1  B S A ,  2 5  mM 

DTT, 2 5  EM M g C l 2 ,  1 2 5  r n M  T r i s  pH 7 .4 ) .  After 2 h o u r s  1 0 4  u l  of 1 

x L i g a t i o n  B i x  a n d  0 . 5  U n i t s  of  T4 l i g a s e  w a s  a d d e d  a n d  t h e  

r e a c t i o n  was l e f t  o v e r r i i q h t  a t  lS • ‹C .  

T r a n s f o r m a t i o n  of t h e  l i g a t e d  mater ia l  a n d  p r e p a r a t i o n  of  

f r e s h  c o m p e t e n t  c e l l s  was c a r r i e d  o u t  u s i n g  t h e  p r o c e d u r e  o f  

L e i l e r b e r g  a n d  C o h e n  ( 1 9 7 4 )  e x c e p t  t h a t  t h e  c e l l s  were p e l l e t e d  

i n  1 0  ran Wac1 a n d  i n c o k a t e d  i n  30 m f l  C a C 1 2 .  C o m p e t e n t  ce l l s  uere 

r o u t i n e l y  f r o z e n  a t  - 8 0 • ‹ C  t o  b e  u s e d  a t  a la ter  d a t e  ( P l o r r i s o n ,  

1 9 7 9 ) .  

I n  t h i s  s t u d y ,  p l a s m i d  pUH2 was t r a n s f o r m e d  i n t o  E. SOL 

s t r a i n  7 9 0 2  u h i l e  t h e  L U C  p l a s r a i d s  were t r a n s f o r m e d  i n t o  El c o l i  

s t r a i n  JH83 ( a r a ,  l a c - ,  F r o ,  s t r h ,  t h i ,  0 8 0 d  lac2 M I S )  



P o s i t l v e  t r a n s f o r a a n t s  uere s e l e c t e d  on L  b r o t h  p l a t e s  

c o n t a i n i n g  5 0  u g / m l  AaF,  40  u g / m l  X - g a l  a n d  1 6 0  u q / m l  I P T G .  

C l o n e s  were r e s t r e a k e d  twice o n  Amp p l a t e s  a n d  w a i n t a i n e d  a t  4OC 

o n  A a p  p l a t e s  ( 5 0  u g / m l ) .  

Isnl&Lsa nf Ehsaa EL4 

a )  L i q u i d  l y s a t e s .  A p p r o x i m a t e l y  1 x 1 O t o  b a c t e r i a  ( f r e s h  

o v e r n i g h t  of C 6 0 0 )  were i n c u b a t e d  u i t h  1 x 1 0 8  p h a q e  ( m o i = 0 . 0 1 )  

f o r  15  f n i n u t e s  a t  room t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  u a s  u s e d  t o  

i n o c u l a t e  a 2 l i t r e  f l a s k  c o n t a i n i n g  5 0 0  w l s  of # Z Y  b r o t h  

s u p p l e m e n t e d  u i t h  1 0  am HaCl a n d  g r o w n  u i t h  h e a v y  a e r a t i o n  u n t i l  

t h e  b a c t e r i a  l y s e d  ( u s u a l l y  4 t o  5 h o u r s ) .  T h e  l a m b d a  p h a g e  u e r e  

p u r i f i e d  f r o m  t h e  l y s a t e  a c c o r d i n g  t o  Y a a a m o t o  gg gt ( 1 9 7 0 )  

e x c e p t  t h a t  t h e  DNase a n d  R N a s e  s t e p s  u e r e  o m i t t e d .  P h a g e  u e r e  

f u r t h e r  p u r i f i e d  by a s i n g l e  e g u i l i b r i u a  c e n t r i f u g a t i o n  i n  0 .75 

g / m l  c e s i u m  c h l o r i d e  a t  45 k rym f o r  1 6  t o  18 h o u r s  ( H a n i a t i s  

a l ,  1 9 8 2 ) .  

b )  P l a t e  l y s a t e s .  A ~ ; p r o x i o l a t e l y  1 x 1 0 s  t o  2 x  1 0 s  p h a g e  

u e r e  i n c u b a t e d  f o r  15 m i n u t e s  i n  60  u l  o f  a C 6 0 0  o v e r n i g h t  

c u l t u r e  t h a t  had b e e n  r e s u s p e n d e d  i n  0 .5  v o l u a e s  o f  l a i n b d a  

d i l u e n t .  T n e  s o l u t i o n  was m i x e d  u i t h  2.5 mls of NZY t o p  agar, 

p o u r e d  o n t o  f r e s h  N Z Y  a g a r  p l a t e s  a n d  i n c u b a t e d  i n  c l o s e d  

p l a s t i c  c o n t a i n e r s  l i n e d  w i t h  w e t  p a p e r  t o w e l s .  T h e  p l a t e s  u e r e  

i n c u b a t e d  u n t i l  c o n f l u e n t  l y s i s  o c c u r r e d  ( u s u a l l y  8 t o  1 0  h o u r s )  

a n d  p l a c e d  i n  t h e  c o l d  u i t h  5 m l s  o f  l a m b d a  d i l u e n t  o v e r n i q h t  

( D a v i s  et a&, 1 9 8 0 ) .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  co l l ec ted  a n d  phage 



i s o l a t e d  by  p r e c i p i t a t i o n  i n  1  B NaC1, 1 0 %  p o l y  e t h y l e n e  g l y c o l  

f o l l o w e d  by C s C l  u l t r a c e n t r i f t a g a t i o n  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  

P h a g e  D N A  was i s o l a t e d  d i r e c t l y  f r o m  C s C l  u s i n g  t h e  

f o r a r a m i d e  m e t h o d  o f  D a v i s  gs rJ ( l 9 8 0 b )  e x c e p t  t h a t  a n  

a d d i t i o n a l  w a s h  w i t h  7 0 %  e t h a n o l  was p e r f o r m e d  t o  e n s u r e  n o  

f o r a a m i d e  r e m a i n e d  i n  t 6 r  D N A  p e l l e t .  I t  was f o u n d  t h a t  y i e l ~ s  

from t h e  l i q u i d  l y s a t e s  v a r i e d  e x t e n s i v e l y ,  sometimes y i e l d i n q  

b e t u e e n  100 a n d  4 0 0  u g  DN%/litre c u l t u r e  w h i l e  a t  o t h e r  times n o  

D N A  a t  a l l .  I n  c o n t r a s t ,  p l a t e  l y s a t e s  c o n s i s t e n t l y  y i e l d e d  

b e t w e e n  1 0 0  and 2 5 0  u g  D k R  f r o m  1 0  p l a t e s .  

R e s t r i c t i o n  E n z p g e  B~gg~f~go~ ----------- --- 
G e n o m i c  a n d  p l a s a i d  D N A  s a m p l e s  were d i g e s t e d  w i t h  a l a r q e  

v a r i e t y  o f  r e s t r i c t i o n  e n z y m e s  o b t a i n e d  from e i t h e r  B e t h ~ s d a  

R e s e a r c h  L a b o r a t o r i e s  o r  H e w  E n g l a n d  N u c l e a r .  S i n q l e  e n z y m e  

d i g e s t s  u e r e  p e r f o r m e d  i n  e i t h e r  h i g h ,  medium or l o w  s a l t  

b u f f e r s  as  d e s c r i b e d  c y  C a v i s  g& ( l 9 8 O b ) .  G e n e r a l l y ,  t u i c e  

t h e  r e c o m m e n d e d  a m o u n t  of e n z y m e  u a s  a d d e d  a n d  t h e  r e a c t i o n  was 

a l l o w e d  t o  p r o c e e d  f o r  tuice t h e  r e c o m m e n d e d  time. T h e s e  

c o n d i t i o n s  u s u a l l y  a s s u r e d  c o m p l e t e  d i g e s t i o n  o f  t h e  D N A .  DLA 

s a m p l e s  w h i c h  u e r e  d i g e s t e d  w i t h  t w o  o r  t h r e e  r e s t r i c t i o n  

e n z y m e s  u e r e  c a r r i e d  o u t  i n  B R L  ' corew b u f f e r  a n d  a l l  e n z y m e s  

were a d d e d  s i m u l t a n e o u s l y .  T h e s e  r e a c t i o n s  u e r e  a l l o w e d  t o  

p r o c e e d  f o r  t h r e e  t i a e s  t h e  r e c o u i m e n d e d  time w i t h  t u i c e  the 

r e c o m m e n d e d  a m o u n t  o f  e a c h  e n z y m e .  D i g e s t s  were s t o p p e d  b y  

a d d i t i o n  of 0.1 v o l u m e s  cf l o s d i n g  b u f f e r  ( l o a d i n g  b u f f e r  is  2 0 %  



g l y c e r o l  0.05% b r o m o p h e n o l  b l u e ,  1 7 8  m M  T r i s ,  1 7 8  m f i  b o r a t e  a n d  

5 nM EDTA). 

A q a r o s e  G e l  E l e c t r o ~ h o r e s i s  - ----- --- ------- ------- 
N e u t r a l  a g a r o s e  g e l s  were p r e p a r e d  i n  1 times TBE a n d  

e l e c t r o p h o r e s e d  i n  t h i s  same b u f f e r  a t  28 V o l t s  f o r  1 2  t o  1 5  

h o u r s  (TBE is 69 mB T r i s ,  89  A M  b o r a t e ,  2.5 i n M  EDTA). After 

b o i l i n g  of t h e  a g a r o s e  and  p r i o r  t o  p o u r i n g  t h e  g e l ,  e t h i d i u m  

b r o m i d e  w a s  a d d e d  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 .O u g / m l .  T h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  a g a r o s e  g e l s  v a r i e d  f r o m  0.5 t o  1 . 5 Z ,  d e p e n d i n g  

u p o n  t h e  f r a g f i i e n t  l e n g t h s  u n d e r  s t u d y .  H a r k e r  DNA was  l a a b d a  DNA 

( s t r a i n  c I 8 5 7  5am7) d i g e s t e d  w i t h  r e s t r i c t i o n  e n z y m e s  u h i c h  q i v e  

k n o v n  f r a g n i e n t  l e n g t h s  a n d  p l a s m i d  pBR322 D#A d i g e s t e d  w i t h  

H p a I I  f o r  s a a P 1  f r a g m e n t  l e n g t h  m a r k e r s .  T h e  s e p a r a t e d  D N A  

f r a g m e n t s  were v i s u a l i z e d  a n d  p h c t o g r a p h s  were t a k e n  u n d e r  a 360 

nm w a v e l e n g t h  t r a n s i l l u m i n a t o r .  

L a b e l l i q g  of EN& g ~ e b g g  ---- 
D N A  p r o b e s  were n i c k - t r a n s l a t e d  t o  a s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  

a p p r o x i m a t e l y  2 x 1 0 7  t o  2 x 1 0 8  c p m / u g  u s i n g  [ a l p h a - 3 2 P ) d A T P  o r  

[ a l p h a - 3 2 P  ]dCTP s i n g l  y o r  b o t h  s i m u l t a n e o u s l y ,  e s s e n t i a l l y  a s  

d e s c r i b e d  by Eiigby gi _a2 ( 1 9 7 7 ) .  The r e a c t i o n  was a l l o w e d  t o  

p r o c e e d  f o r  9 0  t o  1 2 0  m i n u t e s  a t  12OC and t h e n  t e r m i n a t e d  b y  

a d d i t i o n  of o n e  v o l u m e  o f  TE s a t u r a t e d  p h e n o l z s e v a g  (1 : I )  . 
U n i n c o r p o r a t e d  n u c l e o t i d o s  were r e m o v e d  by p a s s a g e  o f  t h e  

a q u l o u s  s u p e r n a t a n t  t h r o u g h  a 1.5 m l  S e p h a d e x  G25 c o l u m n .  P r i o r  



t o  h y b r i d i z a t i o n  t h e  proke was d e n a t u r e d  b y  i m ~ e r s i o n  i n  a 

b o i l i n g  u a t e r  b a t h  f o r  t e n  m i n u t e s  a n d  t h e n  r a p i d l y  c o o l e d  i n  

i c e - w a t e r .  

T r a n s f e r  pg gJtrpcr&glosg ------- 
D N A  s a m p l e s  u e r e  c o m ~ l e t e l y  d i g e s t e d  w i t h  r e s t r i c t i o n  

e n z y a e s  a n d  4 ug  p e r  l a n e  w a s  l o a d e d  o n t o  0.5 t o  1.57. a q a r o s e  

ge l s .  F o l l o u i n q  e l e c t r o p h o r e s i s  t h e  g e l s  u e r e  s o a k e d  i n  0 .25  M 

H C 1  f o r  3 0  m i n u t e s  a n d  t h e n  D N A  was t r a n s f e r  f r o a  t h e  g e l  t o  t w o  

p i e c e s  of n i t r o c e l l u l o s e  ( S c h l e i c h e r  a n d  S c h u e l l ,  NO.  B A S S ,  0.45 

usl p o r e  d i a a e t e r )  by  t h e  b i d i r e c t i o n a l  t r a n s f e r  m e t h o d  o f  S m i t h  

a n d  Summers ( 1 9 8 0 ) .  

T r a n s f e r  p& u 4  g h & g q g g & & g l o s e  -------- 
T o t a l  R N A  ( 1 7  u g )  o r  p o l y  ( A )  + R N A  ( 10  ug)  was  d e n a t u r e d  i n  

d e i o n i z e d  1 P1 g l y o x a l ,  5Ck d i m e t h y l  s u l p h o x i d e ,  1 0  m M  sod ium 

p h o s p h a t e  (pH 7.0) a t  50•‹C f o r  60  a i n u t e s  a n d  t h e n  

e l e c t r o p h o r e s e d  t h r o u g h  a 1 .1% a g a r o s e  g e l  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  

n i t r o c e l l u l o s e  u s i n g  t h e  m e t h o d  o f  Thomas  ( 1 9 8 0 ) .  A l t e r n a t i v e l y ,  

t o t a l  R N A  was  d e n a t u r e d  i n  2.2 M f o r m a l d e h y d e ,  50% f o r a a m i d e ,  1 

mf4 E D T A ,  5  m 8  s o d i u m  a c e t a t e ,  20 mB m o r p h o l i n o p r o p a n e  s u l p h o n i c  

acid (pH 7,0)  f o r  1 5  m i n u t e s  a t  5S• ‹C  a n d  e l e c t r o p h o r e s e d  t h r o u g h  

a 1.1% a g a r o s e  g e l  c o n t a i n i n g  2.2 Fl f o r m a l d e h y d e ,  1  m W  E D T A ,  5 

IUM s o d i u m  a c e t a t e ,  20 m R  m o r p h o l i n o p r o p a n e  s u l p h o n i c  acid (pH 

7.0).  E l e c t r o p h o r e s i s  was a t  70  Volts  f o r  5 h o u r s ,  Barker l a n e s  

were c u t  o f f  a n d  s t a i n e d  i n  0.5 u g / a l  e t h i d i u a  b r o m i d e  i n  0.1 N 



ammonium ace ta te ,  0.1 M E - r n e r c a p t o e t h a n o l  a s  d e s c r i b e d  by 

M a n i a t i s  p l .  ( 1 9 8 2 ) .  3 h e  r e s t  o f  t h e  g e l  was s o a k e d  i n  water 

f o r  30 m i n u t e s  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  n i t r o c e l l u l o s e  a s  d e s c r i b e d  by 

Thoinas  ( 1 9 6 0 ) .  T h e  t r a n s f e r  of R N h  f r o m  f o r m a l d e h y d e  g e l s  w a s  

a b o u t  twice a s  e f f i c i e n t  a s  f r o m  g l y o x a l  a e l s .  

Hnbr&&Lmt&n of Eggm~~ $2 gad - 
D N A  a n d  R l A  f i l t e r s  were p r e h y b r i d i z e d  a t  t h e  h y b r i d i z a t i o n  

t e e p e r a t u r e  i n  5 x S S P E ,  0 .02% SDS, a n d  2.5 x D e n h a r d t s  ( 1  x 

SSPE is  0 . 1 8  H N a C 1 ,  10 mM s o d i u m  p h o s p h a t e ,  1 m b  EDTA,  pH 7 . 4 ;  

1 x D e n h a r a t s  is  0 .02% B S A ,  0.02X F i c o l l  a n d  0.02% p o l y v i n y l  

p y r r o l i d o n e ) ,  H y b r i d i z a t i o n  was c a r r i e d  o u t  i n  a f r e s h  a l i q u o t  

o f  t h e  a b o v e  s o l u t i o n  a n d  i n c l u d e d  t h e  d e n a t u r e d ,  

n i c k - t r a n s l a t e d  p r o b e .  T h e  t e m p e r a t u r e  of h y b r i d i z a t i o n  a n d  

s u b s e q u e n t  w a s h i n g  o f  t h e  f i l t e r s  v a r i e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  

s t r i n g e n c y  a e s i r e d  f o r  e a c h  e x p e r i m e n t .  H y b r i d i z a t i o n s  u z r e  

u s u n l l y  f o r  18 ta 36 h o u r s ,  e x c e p t  where  n o t e d .  

A m g l i f i c a t i o n  qf Eergm~Ls U q r a r i g p  -- --------- 
The t i t r e  o f  t h e  l a r b d a  l i b r a r i e s  u a s  i n c r e a s e d  a b o u t  l G O O  

f o l d  b y  a m p l i f i c a t i o n  o n  LB p l a t e s .  A p p r o x i e t a t e l y  5 0 0 0  p h a g e  p e r  

p l a t e  were p l a t e d  o n  & s t r a i a  C 6 0 0  (F-, t h i - 1 ,  t h r - 1 ,  

l e u B 6 ,  lacY1, t o n A 2 1 ,  supE44) a n d  q r o w n  a t  37OC u n t i l  p l a q u e s  

u e r e  a l m o s t  c o n f l u e n t .  T h e  p l a t e s  u e r e  t h e n  p l a c e d  i n  t h e  c o l d  

a n d  o v e r l a y e d  w i t h  5 r l s  of l a m b d a  d i l u e n t  a n d  l e f t  o v e r n i g h t .  

T h e  s u p e r n a t a n t  u a s  c o l l e c t e d ,  b a c t e r i a l  d e b r i s  r e m o v e d  b y  



c e n t r i f u g a t i o n  a n d  t h e  s u p e r n a t n a t  s t o r e d  o v e r  c h l o r o f o r m  a t  

4OC. I n  t h e  case o f  o n e  c f  t h e  B r i s t o l  l i b r a r i e s ,  1 5  g e n o m e  

e q u i v a l e n t s  ( a b o u t  7 5 , 0 0 0  pf  u )  u a s  a m p l i f i e d .  F o r  t h e  o t h e r  

t h r a e  l i b r a i r e s ,  2 0  g e n o m e  ecju i v a l e n t s  ( a b o u t  1 0 0 , 0 0 0  p f u )  u a s  

amp1 i f  i e d ,  

GhIGWsomgl W~lkhnq &2 Zhe C A P E  A &2•÷&2~ 

I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  n a t u r e  o f  t h e  g e n o m e  f l a n k i n g  t h e  

c l a s s  A g e n e  a n  a t t e m p t  was wade t o  @ w a l k t  i n  b o t h  t h e  5' a n d  3 '  

d i r a c t i o n s .  T o  w a l k  i n  5 @  d i r e c t i o n  from t h e  c l a s s  A g e n e  t h e  

2.0 k b  E c o R I  f r a g m e n t  s u f c l o n e d  i n t o  pUR2 ( s u b c l o n e  HSL-135-26) 

was u s e d  t o  s c r e e n  t h e  C h a r o n  4 E r i s t o l  l i b r a r y .  f r o m  s i x  q e n o m e  

e q u i v a l e n t s ,  21 p o s i t i v e s  were s e l e c t e d  a n d  r e s c r e e n e d ,  

r e s u l t i n q  i n  t h e  f i n a l  p u r i f i c a t i o n  o f  11 p o s i t i v e s  ( a b o u t  2 p e r  

g e n o m e  equivalent). D N A  was p r e p a r e d  f r o m  f o u r  o f  t h e s e .  To w a l k  

i n  the 3 '  a i r e c t i o n  t h e  4.8 k b  f r a g m e n t  ( s u b c l o n e  HSL-151-18) 

was n i c k  t r a n s l a t e d  a n o  used t o  s c r s e n  six q e n o m e  e q u i v a l e n t s ,  

T h i r t e e n  p o s i t i v e s  were s e l e c t e d  a n d  r e s c r e e n e d ,  r e s u l t i n g  i r i  

t h e  final p u r i f i c a t i o n  o f  5 p o s i t i v e s .  D N A  w a s  p u r i f i e d  from 3 

o f  t h e s e .  A 1 1  of t h e  E c o E I  f r a g m e n t s  c o m p r i s i n g  b o t h  t h e  5 @  a n d  

3 '  e x t e n d e d  p h a g e  were s u b c l o n e d  i n t o  pUB2. T h e  f r a g m e n t  

f u r t h e s t  f r o m  t h e  c l a s s  A g e n e  i n  e a c h  case has s u b s e q u e n t l y  

been u s e d  t o  u a l k  f u r t h e r  ( K  . B e c k e n b s c h ,  u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ) .  



I s o l a t i o n  of H A  gggqaggtp E ~ g g  Aqgggsg set? ------- 
I n i t i a l l y ,  DNA f r d g a e n t s  I Mere s e p a r a t e d  o n  L o u  M e l t i n g  

P o i n t  A g a r o s e  (BRL) ana t h e  a e s i r e d  f r a g m e n t s  were c u t  o u t ,  t h e  

a g a r o s e  a e l t e d  a t  6 5 O C  anC t h e  DNA p u r i f i e d  u s i n g  t h e  

c e t y l t r i a m m o n i u r a  b r o m i d e  m e t h o d  o f  L a n g r i d g e  g& a_& (1 980). T h i s  

p r o c e d u r e  was f o u n d  t o  b e  very i n e f f i c i e n t  f o r  t h e  p u r i f i c a t i o n  

of l a r g e  DNA f r a g m e n t s  and  t o  be v e r y  time c o n s u m i n q .  S u b s e q u e n t  

D H A  f r a g m e n t  p u r i f i c a t i o n s  were p e r f o r m e d  b y  s l i c i n g  t h e  a e s i r e d  

f r a g n e n t  f r o @  a r e g u l a r  a g a r o s e  g e l ,  p l a c i n q  t h e  g e l  s l i c e  i n t o  

d i a l y s i s  t u b i n g ,  a d d i n g  e p p r o x i m a t e l y  1 . 0  m l s  of TBE a n d  

e l e c t r o e l u t i n g  t h e  D N A  a t  50 t o  60 Vo l t s  f o r  3 h o u r s .  A f t e r  t h i s  

t ima, t h e  c u r r e n t  was r e v e r s e d  f o r  t u o  m i n u t e s ,  t h e  s u p e r n a t a n t  

c o l l e c t e d  a n d  t h e  D N A  p r e c i p i t a t e d  i n  0.1  v o l u m e s  of 3.0 fi MaCl  

a n d  2.0 v o l u m e s  o f  95% e t h a n o l .  P r e c i p i t a t i o n s  u s r e  r o u t i n e l y  

f o r  20 n i n u t e s  o n  d r y  i c e  f o l l o w e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  i n  3 

e i c r o f u g e  f o r  f i v e  t n i n u t e s .  

Lambda l i b r a r i e s  % e r e  s c r e e n e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  p r o c e d u r e  

of a e n t o n  a n d  Davis ( 1 9 7 7 ) .  T h e  n u m b e r  of c l o n e s  r e q u i r e d  t o  

s c r e e n  w i t h  a 99% p r o b a b i l i t y  of o b t a i n i n s  a s i n g l e  c o p y  

f r a g m e n t  was c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  r e l a t i o n s h i p  d e r i v e a  by C l a r k e  

a n d  C a r b o n  ( 1 9 7 7 )  : 
N = &nfl-pL 

I n  ( I - f )  

w h e r e ,  N = n u m b e r  of c l o n e s  n e e d e d  t o  s c r e e n  w i t h  a p r o b a b i l i t y ,  

P  = 0.99 a n d  u h e r e ,  f = f r a c t i o n  o f  g e n o m e  u h i c h  a v e r a g e  p h a q e  



i n s e r t  o c c u p i e s .  I n  t h e  c a s e  o f  gJ.gqpqp, 
f = X  - - -  

a x l o 7  

a n d  x = a v e r a g e  C h a r o n  4 i n s e r t  s i z e .  

If t h e  a v e r a g e  C h a r o n  4 i n s e r t  s i z e  i s  a s s u m e d  t o  b e  17 ,000  bp, 

N e q u a l s  a b o u t  2 2 , 0 0 0  ~ l a q u e s .  

P o s i t i v e s  from t h e  f i r s t  s c r e e n  u e r e  p i c k e d  w i t h  t h e  small 

e n d  o f  a s t e r i l e  p a s t e u r  p i p e t t e  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  0 . 5  nils o f  

lambda d i l u e n t .  T h e  p h a g e  u e r e  p l a t e d  a t  50 t o  1 0 0  pf u p e r  p l a t e  

a n d  r e s c r e e n e d  w i t h  t h e  l a b e l l e d  p r o b e .  T h e  p o s i t i v e  f u r t h e s t  

f r o s  o t h e r  p l a q u e s  was p i c k e d  a n d  s u b s e q u e n t l y  u s e d  a s  a s t o c k  

f o r  f u r t h e r  m a n i p u l a t i o n s .  

H y b r i d i z a t i o n  C r i t e r i a  - -------- ------- 
T h e  f o l l o w i n g  t h r e e  sets of h y b r i d i z a t i o n  a n d  w a s h i n g  

c o n d i t i o n s  uere e m p l o y e d  t h r o u g h o u t  t h i s  t h e s i s :  

a )  low s t r i n g e n c y  - h y b r i d i z a t i o n  : 5 7  t o  60•‹C 

- w a s h i n g  : 47*C, 2 x SSPE 

b )  moderate s t r i n g e n c y  - h y b r i d i z a t i o n  : 6 2  t o  68OC 

- u a s h i n g  : 62  t o  68OC, 2 x SSPE 

c )  h i g h  s t r i n g e n c y  - h y b r i d i z a t i o n  : 68OC 

- u h s h i n g  : 68 t o  75OC, 0.2 x SSPE 



111. R e s u l t s  

H o m o l o g y  B3ueen CL gjggqqg qgd r n g & p q p q a s t e g  genes ------ 
T h e  s imilari t ies  i n  t y p e s  o f  p r o t e i n s  a n d  t h e  r e g u l a t o r y  

~ e c h a n i s s s  i n v o l v e d  i n  the g, gigqgas h e a t  shock response  tu 

t h o s e  d e s c r i b e d  f o r  qS gnJpaoaaspr s u g g e s t e d  t h a t  t h e r e  R a y  

a l s o  b e  c o n s e r v a t i o n  a t  t h e  D N A  l e v e l .  T o  test  t h i s ,  

n i c k - t r a n s l a t e d  D N A  p r o b e s  f o r  e a c h  o f  t h e  8, rag&papppag~ h s p s  

were h y b r i d i z e d  u n d e r  f o u  s t r i n g e n c y  c o n d i t i o n s  t o  & aggans 

g e n o m i c  DNA r e s t r i c t e d  w i t h  e i t h e r  EcoRI o r  H i n d 1 1 1  ( F i q u r e  

2 .1)  . T h e  r e s u l t s  a r e  o f  i n t e r e s t  i n  s e v e r a l  r e s p e c t s .  F i r s t l y ,  

a l l  o f  t h e  Dt melanoqqgitpg g e n e s  s h o w e d  h o m o l o g y  t o  s e q u e n c e s  i n  

t h e  C, ggqpag g s n o m i c  b l o t s .  A p p a r e n t l y ,  s o m e  s e q m e n t  o f  e a c h  

g e n e  h a s  b e e n  c o n s e r v e d  b e t w e e n  t h e  two s p e c i e s .  I n  s u p p o r t  of 

t h i s  f i n d i n g ,  t w o  GI t??sqans c O N A s  c o d i n g  f o r  h s p l 6  h a v e  been 

s e q u e n c e d  a n d  show s t r o n g  h o m o l o g y  u i t h  t h e  f o u r  l o w  m o l e c u l z r  

w e i g h t  Q1 glanopsasg~ hsp g e n e s  ( B u s s n a k  et pk, 1983). 

S e c o n d l y ,  h y b r i d i z a t i o n  cf t h e  g e n e s  e n c o d i n g  t h e  f o u r  l o w  

m o l e c u l a r  w e i g h t  h s p s  o f  wlagq~sag+ s h o v e d  t h a t  t h r e e  of 

t h e m  ( h s p 2 2 ,  h s p 2 3  a n d  hsp26) h y b r i d i z e d  t o  t h e  same se t  o f  

r e s t r i c t i o n  f r a g a e n t s  o n  t h e  I, g l e a a p s  g e n o w i c  b l o t s .  T h e  

p a t t e r n  f o r  t h e  f o u r t h  g e n e ,  t h a t  c o d i n g  f o r  h s p 2 8 ,  was q u i t e  

d i f f e r e n t  i n  t h a t  i t  h a s  a l a r g e  n u m b e r  o f  a p p a r e n t l y  h o w o l o g o u s  

s e q u e n c e s ,  m o s t  o f  u h i c h  d i d  n o t  o v e r l a p  u i t h  t h e  set of b a n d s  



F i g .  2 . 1 .  H y b r i d i z a t i o n  cf 32P-labelled Drosogfi&p h s p  q e n e s  t o  

H i n d 1 1 1  ( l a n e  1 )  a n d  EcoFI (lane 2 )  d i q e s t e d  _C, e_lgqaas DSA. 

H y b r i d i z a t i o n  s t r i n g e n ~ y  was low. 3 a r k e r s  a re  Hind111 digested 

lambda D N A ,  T h e  f i l t e r  was exposed a t  - 8 0 • ‹ C  for 2 days  to Koaak 

Blue B r a n d  f i l m  w i t h  a n  i n t e n s i f y i n g  s c r e e n ,  





s e e n  f o r  t h e  o t h e r  t h r e e  h s p s .  T h i r d l y ,  t h e  h s p 2 8 ,  h s p 8 3  a n d  

h s p 7 0  g e n e s  s h o w e d  a g r e a t  n u m b e r  of h o m o l o q o u s  s e q u e n c e s  i n  C, 

ellagag. U n a e r  h i g h e r  s t r i n g e n c y  c c n d i t i o n s  e a c h  g e n e  h y b r i d i z e d  

s t r o n g l y  t o  o n l y  a s m a l l  n u m b e r  ( t h r e e  t o  f i v e )  o f  r e s t r i c t i o n  

f r a g m e n t s .  

F u r t h e r  e v i d e n c e  t h a t  t h e  h s p 7 0  g e n e  is c o n s e r v e d  b e t u e e n  

D o  m e l a n o q a s t e r  a n d  el dsqpas is s h o u n  i n  F i g u r e  2.2. C o n t r o l  -- ---- ----- 
a n d  h e a t  s h o c k  p o l y ( A ) +  F R A s  were h y b r i d i z e d  t o  t h e  Q r o s o p h i l g  

h s p 7 0  p r o b e  u s i n g  a N o r t h e r n  b l o t .  T h e  r e s u l t  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  

p r o b e  u a s  s p e c i f i c  f o r  a h e a t  i n d u c i b l e  p o l y ( A ) +  m R N A  of 

a p p r o x i m a t e l y  2 4 0 0  n u c l e c t i d e s .  Also s h o u n  is  t h e  h y b r i d i z a t i o n  

t o  t o t a l  R N A  from h e a t  s h o c k e d  d a u e r  l a r v a e .  T h e  i n c r e a s e  i n  

h s p 7 0  h o w o X o g o u s  m R N A  i n  t h e  h e a t  s h o c k e d  R N A s  s u g g e s t s  t h a t  

e x p r e s s i o n  of t h i s  g e n e  is u n d e r  t r a n s c r i p t i o n a l  c o n t r o l ,  

c l e s l ~ s  n f  She G: 8 1 s ~ ~  BS E D  R ~ h h e b  28itmis2~ 

I n  o raer  t o  s t u d y  t h e  s t r u c t u r e ,  e x p r e s s i o n  a n d  e v o l u t i o n  

of h s p 7 0  g e n e s  a n d  t h e i r  r e l a t e d  s e q u e n c e s ,  two d i f f e r e n t  

elgqgmg ( s t r a i n  B r i s t o l )  g e n o m i c  l i b r a r i e s  were s c r e e n e d  w i t h  - 
t h e  gg&angsasaer h s p 7 0  gene p r o b e .  An i n i t i a l  s c r e e n i n g  of an  

E c o R I  t o t a l  d i g e s t  l i b r a r y  c o n s t r u c t e d  i n  l a m b d a  6 0 7  (a g i f t  of 

S O  B e k t e s h )  r e s u l t e d  i n  t h e  f i n a l  p u r i f i c a t i o n  of s e v e n  

p o s i t i v e s .  P h a g e  D N A s  were i s o l a t e d ,  d i g e s t e d  u i t h  EcoRX a n d  t h e  

c l o n e s  a n a l y s e d  by v i s u a l i z a t i o n  i n  a g a r o s e  g e l s  a n d  b y  

h y b r i d i z a t i o n  t o  t h e  g g g ~ g ~ h & l ~  p r o b e .  T a b l e  2.1 s u m m a r i z e s  

t h e s e  r e s u l t s .  W h i l e  f i v e  of t h e  s e v e n  p h a g a  c l o n e s  c o n t a i n e d  



fig. 2 . 2 .  Hy b r i d i z a t i o r .  cf  3PP-labelled QgpggghL~a hsp70 qsne to 

h e a t  shock a n C  c o n t r o l  E h A .  L e n e  1 ,  total R N A  ( 4 0  micrograms)  

from h e a t  s h o c k e 3  d a u a r  l a r v a e ;  lane 2, p o l y  A +  R N A  ( 1 0  

microgrdms) from c o n t r o l  g r o v i n q  worms; l a n e  3 ,  p o l y  A +  L N A  ( 1 0  

micrograms) from h e a t  shcckea orowinq worms. S i z e s  are i n  

nuclc?otides.  H y b r i d i z a t i c n  s t r i n g e n c y  was lou. T h e  f i l t e r  uas 

exposed a t  -80•‹C f o r  5 dzys  t o  Kodak Blue Brand film and  a n  

i n t e n s i f y i n q  s c r e e n .  





TABLE 2.1 

HSP70 POSITIVES FROM LAMBDA 6 0 7  LIBRARY 

Clone Insert Size ( k b )  Homology to hsp70 (+/ - )  



m o r e  t h a n  one i n s e r t ,  a s i n g l e  E c o R I  f r a g m e n t  was h o m o l o ~ o u s  t o  

t h e  g r o s o ~ h i l q  p r o b e  i n  €ach case. T h r e e  d i f f e r e n t  s i z e  EcoFiI 

f r a q m e n t s  r e l a t e d  t o  t h e  g ~ s o u & p  p r o b e  were f o u n d  (1.7 ,  2 .6  

a n d  2.9 k b ) .  A l l  t h r e e  r e p r e s e n t  m i n o r  h o m o l o g i e s  when c o m p a r e d  

t o  a g e n o n i c  D N A  b l o t  w i t h  t h e  same p r o b e .  

H y b r i d i z a t i o n  o f  t h e  p h a g e  i n s e r t e d  E c o R I  f r a g m e n t s  n o t  

h o m o l o g o u s  t o  t h e  Qgpsqehi&a p r o b e  t o  g e n o m i c  DNA b l o t s  s h o w e d  

t h a t  t h e y  u e r e  n o t  a d j a c e n t  t o  t h e  h s p 7 0  r e l a t e d  f r a g m e n t s  i n  

t h e  Cz elggans g e n o m e .  The 84 1.3 k b  EcoRI f r a g m e n t  c o n t a i n e d  a 

r e p e a t e d  e l e m e n t  p r e s e n t  b e t w e e n  20 t o  3 0  times i n  t h e  

g&qgmg genome.  T h e  84 1.6 k b  E c o R l  f r a g m e n t  c o n t a i n e d  a 

r e p e a t e d  e l e m e n t  p r e s e n t  b e t w e e n  50 t o  1 0 0  t i n e s  i n  t h e  C, 

e&qans genome.  T h e s e  e l e m e n t s  h a v e  n o t  b e e n  s t u d i e d  f u r t h e r .  - 
I n  o r d e r  t o  i s o l a t e  t h e  I, p&gqgns g e n o n i c  r e g i o n s  w h i c h  

s h o w e d  t h e  a o s t  h o m o l o g y  t o  t h e  D r o s o v h i l a  p r o b e ,  a n  E c o B I  

p a r t i a l  d i g e s t  l i b r a r y  was  c o n s t r u c t e d  i n t o  C h a r o n  4 ( s e e  

Ha te r ia l s  a n d  M e t h o d s ) .  Z c r e e n i n g  of f i v e  g e n o m e  e q u i v a l e n t s  

r e s u l t e d  i n  t h e  f i n a l  p u r i f i c a t i o n  of n i n e  r e c o m b i n a n t  p h a q e .  

F i g u r e  2.3a s h o w s  t h e  e t h i d i u m  b r o a i d e  s t a i n e d  p a t t e r n  of t h e s e  

p h a g e  a f t e r  r e s t r i c t i o n  w i t h  E c o R I  a n d  e l e c t r o p h o r e s i s .  

H y b r i d i z a t i o n  o f  b l o t s  o f  t h e  g e l s  w i t h  t h e  Q r o s p e h i l a  h s p 7 0  

p r o b e  s h o w e d  t h a t  a l l  n i n e  p h a q e  f e l l  i n t o  t h r e e  d i s t i n c t  

c lasses  o f  h s p 7 0  r e l a t e d  s e q u e n c e s  ( F i q u r e  2 .3b)  T h e s e  were 

d e s i g n a t e d  a s  c l a s s  A ,  B a n d  C c l o n e s .  T h e  class A c l o n e s  

c o n s i s t e d  o f  f o u r  p h a g e  c o n t a i n i n g  a common 6.6 k b  EcoRI 

f r a g m e n t  w i t h  h o m o l o g y  t a  t h e  D~sgal~u. h s p 7 0  p r o b e .  T u o  of t h e  



Figure 2 . 3 .  I s o l a t i o n  of h s p 7 0  r e l s t e d  c l o n e s  from a  g, 4egiiig 

~ e n a a i c  l i o r a r y .  A )  E t h i d i u m  bromi3e s t a i n e d  pat tern  o f  t h e  n i n e  

i s o l a t e d  p h a g e  d i g e s t e d  w i t h  EcoRI 0 )  Hybr id iza t ion  of 

3 z P - l a b e l l e d  IlgqspehLla h s p 7 0  qene t o  a b l o t  of t h e  q e 1  shown i n  

A .  Markers a r e  HindIII/EcoRI d i g e s t e d  l a a b d a  D N A .  The f i l t e r  uas 

e x p ~ s e d  t o  Kodak B l u e  Urand f i l m  f o r  6 hours.  





p h a q e  were i d e n t i c a l  ( 1 4 5  a n d  1 4 5 ) .  T h e  c l a s s  B c l o n e s  c o n s i s t e d  

o f  t h r e e  o v e r l a p p i n g  p h a g e  u i t h  a 5.2 k b  E c o R I  f r a q a e n t  i n  

common a n d  h o m o l o g o u s  t o  t h e  D r o s o ~ h i a  p r o b e .  T h e  r e m a i n i n q  

t w o ,  t h e  c lass  C ,  h a d  6.2 a n d  4.3 k b  f r a g m e n t s  w h i c h  s h o v e d  

h o m o l o g y  t o  t h e  p r o b e .  C c m p a r i s o n  of t h e  h y b r i d i z a t i o n  p a t t e r n s  

o f  t h e  p, gg&paouasteq h s p 7 0  g e n e  t o  C, gleqans g e n o m i c  C N A  a n d  

t o  t h e  f r a g m e n t  s i z e s  o f  t h e  c l a s s  A ,  B a n d  C h o m o l o g o u s  b a n d s  

r e v e a l e d  t h a t  t h e s e  f o u r  g e n o m i c  E c o R I  f r a g a e n t s  a c c o u n t e d  f o r  

t h e  a a j o r i t y  of t h e  & deqpqs g e n o a i c  s e q u e n c e s  h o m o l o g o u s  t o  

t h e  Q r o s o e h i & q  h s p 7 0  p r o t e .  

G e n o a i c  Q g q g n i z a t i o n  pf && hqglq Relate& Sgqggnus - ----- 
P h a g e  f r o m  e a c h  c l a s s  of C h a r o n  4 h s p 7 0  c l o n e  were d i g e s t e d  

w i t h  EcoRf a n d  s u b c l o n e d  i n t o  t h e  p l a s a i d  v e c t o r ,  pUR2. T h e  

i n d i v i d u a l  s u b c l o n e s  p r o v i d e d  m o r e  m a n a g e a b l e  s i z e  f r a g w e n t s  t o  

c a r r y  o u t  s u b s e q u e n t  r e s t r i c t i o n  m a p p i n g  a n d  p r o v i d e d  a m o r e  

c o n v  e n i e n t  s o u r c e  o f  L H A  f o r  p r e p a r a t i o n  o f  l a b e l l e d  p r o b e s .  

From t h e  c l a s s  A  l a m b d a  c l o n e s ,  e i q h t  s u b c l o n e s  r e p r e s e n t i n g  2 3  

k b  o f  D N A  u e r e  d e r i v e d .  S i e i l s r l y ,  s e v e n  s u b c l o n e s  f r o m  t h e  

c l a s s  B a n d  f o u r  from t h e  c l a s s  C, r e p r e s e n t i n g  2 4  a n d  20  k b ,  

r e s p e c t i v e l y ,  u e r e  o b t a i n e d .  I n  t o t a l ,  67 k b  of D N A  r e p r ~ s e n t i n g  

a b o u t  0 .1% o f  t h e  gL s&qanp g e n o m e  u e r e  s u b c l o n e d .  

R e s t r i c t i o n  a a p p i n g  a n d  s u b s e q u e n t  b l o t  h y b r i d i z a t i o n s  

s h o w e d  t h a t  a l l  t h r e e  c l a s s e s  c o n t a i n e d  s u f f i c i e n t  r e g i o n s  

h o m o l o g o u s  t o  t h e  Q ~ g s p ~ $ & &  h s p 7 0  p r o b e  t o  e n c o d e  a 7 0  

k i l o d a l t o n  p e p t i d e  ( F i g u r e  2.4) . B a s e d  o n  t h e i r  r e s p e c t i v e  



F i g u r e  2 . 4 .  R e s t r i c t i o n  a a p s  of  t h c  c l a s s  A ,  B a n d  C h s p 7 0  

r e l a t e d  c l o n e s .  T h e  t o p  line f o r  e a c h  c l a s s  i s  t h e  r e s t r i c t i o n  

map r e p r e s e n t i n g  t h e  e n t i r e  c l o n e d  r e g i o n .  I n d i v i d u a l  c l o n e s  are 

shown b e l o u .  R ( R i g h t )  a n d  L ( L e f t )  i n d i c a t e  t h e  o r i e n t a t i o n  of 

t h e  i n s e r t  u i t h i n  t h e  Charon  4 v e c t o r .  The  h e a v y  l i n e  r e p r e s e n t s  

h ~ m o l o g y  t o  t h e  DggcseghdJl h s p 7 0  g e n e .  H ,  H i n d I I I ;  E,  EcoRI; X ,  

XbaI;  0, X h o f ;  S ,  SalI; K ,  K p n l ;  0 ,  BamHI. 





r e s t r i c t i o n  m a p s ,  t h e  three g e n e s  s h o w  d i s t i n c t i v e  d i f f e r e n c e s  

a n d  t h u s  a r e  u n i q u e .  A t  t h i s  l e v e l  of  d e t e c t i o n ,  s i m i l a r i t i e s  

c a n  b e  f o u n d  b e t w e e n  t h e  c lass  A a n d  0 g e n e s .  B o t h  c o n t a i n  a n  

i n t e r n a l  500 b p  K p n I  - BaknHI f r a g m e n t .  A l s o ,  t h e  5' EcoRI - E p n f  

d i s t a n c e  i s  s i m i l a r  b e t w e e n  t h e  two e x c e p t  t h a t  t h e  c l a s s  B 

d i s t a n c e  is a b o u t  1 0 0  b p  l a r g e r .  

F i g u r e  2.5 s h o w s  t h e  r e s u l t s  o f  h y b r i d i z i n g  e a c h  o f  t h e  

c l a s s  A s u b c l o n e s  t o  b l o t s  o f  g e n o e i c  D N A  d i g e s t e d  w i t h  s e v e r a l  

r e s t r i c t i o n  e n z y m e s  ( t h e  3.0 k b  f r a g m e n t  3 '  t o  t h e  4.8 kt; 

f r a g m e n t  i s  n o t  s h o w n ) .  I n  a d d i t i o n  t o  c o n f i r m i n g  t h e  

r e s t r i c t i o n  m a p p i n g ,  t h e s e  h y b r i d i z a t i o n s  d e m o n s t r a t e d  t h a t ,  

e x c e p t  f o r  t h e  6.6 k b  a n d  4.8 k b  f r a g a e n t s ,  t h e  i n d i v i d u a l  

s u b c l o n e s  d i d  n o t  c o n t a i n  a n y  major r e p e t i t i v e  e l e m e n t s .  On a 

l o n g e r  e x p o s u r e  o f  t h e  a u t o r a d i o g r a p h ,  t h e  4.8 k b  f r a g m e n t  u a s  

f o u n d  t o  c o n t a i n  a n  e l e m e n t  t h a t  was r e p e a t e d  1 0  t o  1 2  times i n  

t h e  _C, g&ggsas g e n o m e  ( s e e  F i g u r e  3.3). T h e  6.6 k b  f r a g n e n t  a n d  

t h e  g g p s p ~ h i l a  h s p 7 0  gene b o t h  h y b r i d i z e  t o  t h e  same set o f  

g e n o m i c  Ecofff a n d  H i n d 1 1 1  f r a g m e n t s ,  s u g g e s t i n g  t h a t ,  o the r  t h a n  

h s p 7 0  r e l a t e d  s e q u e n c e s ,  t h e  6.6 k b  f r a g m e n t  c o n t a i n s  no o t h e r  

r e p e a t e d  e l e m e n t s .  A s i a i l a r  z n a l y s i s  of t h e  c lass  0 a n d  C g e n e  

f l a n k i n g  r e g i o n s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e s e  r e q i o n s  a re  a l s o  

e s s e n t i a l l y  s i n g l e  c o p y  E H A .  

From t h e  r e s t r i c t i o n  maps a n d  h y b r i d i z a t i o n  of i n d i v i a u a l  

s u b c l o n e s  trom a n y  o n e  c lass  t o  a l l  t h e  o t h e r  classes, it is 

a p p a r e n t  t h a t  n o n e  o f  t h e  t h r e e  c lasses  a r e  c l o s e l y  l i n k e d  w i t h  

e a c h  o t h e r  i n  t h e  C. g&qqpg gencme.  



Fiqt l re  2 . 5 .  Hybridization of s u o c l o n e 2  EcohT f r a g m e n t s  d s r i v e 6  

from c l a s s  A c l o n e s  t o  g ,  dgqaas q e n o w i c  D N A .  Cz d g q a n s  D N A  

was dig&sttld w i t h  e i t h e r  b a m H I  ( B )  , H i n d 1 1 1  (H) o r  EcoRI ( E )  . 
H y b r i d i z a t i o n  u a s  l o u  s t r i n g e n c y .  Barkers are H i n d 1 1 1  d i g e s t e d  

lamoda D N A .  





E a c h  &&%g egqg PLg~ggt pqcg Egg iigg&qid Genome ---- 
From t h e  g e n o m i c  b l o t  h y b r i d i z a t i o n  i t  u a s  a p p a r e n t  t h a t  

t h e  d i f f e r e n t  E c o R I  f r a g m e n t s  h y b r i d i z e d  t o  d i f f e r e n t  e x t e n t s  t o  

t h e  Q h s p ~ h i l a  h s p 7 0  p ro le .  S t r o n g e r  h y b r i d i z a t i o n  s i g n a l s  m z y  

r e p r e s e n t :  (1) t h e  p r e s e n c e  of a o r e  t h a n  o n e  c o p y  of t h e  

h o n ~ o l o g o u s  e l e m e n t  ( 2 )  w c r e  t h a n  o n e  c o p y  of t h e  f r a g m e n t  i tself  

(3) a h i g h e r  d e g r e e  o f  h c m o l a g y  t o  t h e  p r o b e .  Y e a k e r  

h y b r i d i z a t i o n  s i g n a l s  may r e p r e s e n t :  (1 ) t h e  p r e s e n c e  of 

r e s t r i c t i o n  s i t e s  w i t h i n  t h e  h o m o l o g o u s  e l e m e n t  ( 2 )  t h e  p r e s e n c e  

of i n t r o n s  o r  i n s e r t i o n s  w i t h i n  t h e  h o m o l o g o u s  e l e m e n t  (3) a 

lesser d e g r e e  o f  h o m o l o g y  t o  t h e  p r o b e .  T o  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  

t h e s e ,  t h e  p h y s i c a l  s t r n c t u r e s  o f  t h e  t h r e e  c lasses  o f  c l o n e s  

w a s  d e t e r m i n e d .  

T h e  r e s t r i c t i o n  map a n a l y s i s  s h o w e d  t h a t  e a c h  of t h e  class 

A ,  0 a n d  C c o d i n g  r e g i o n s  was p r e s e n t  o n l y  o n c e  i n  e a c h  c l o n e d  

r e g i o n .  I n  o r d e r  t o  d e t e c t  w h e t h e r  t h e s e  e l e m e n t s  are  f o u n d  a t  

o t h e r  l o c a t i o n s  i n  t h e  g1 g&ggg= g e n o m e ,  e a c h  o f  t h e  EcoRI 

s u b c l o n e s  c o n t a i n i n g  t h e  h s p 7 0  h o m o l o g o u s  r e g i o n  was h y b r i d i z e d  

t o  b l o t s  of g e n o m i c  DNA d i g e s t e d  w i t h  v a r i o u s  r e s t r i c t i o n  

e n z y m e s .  T h e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t ,  i n  e a c h  case, a l l  

h o m o l o g o u s  f r a g m e n t s  i n  t h e  g e n o m e  c a n  be  a c c o u n t e d  f o r  b y  

e x a m i n a t i o n  of t h e  r e s t r i c t i o n  m a p s  of t h e  t h r e e  g e n e s .  I n  

a d d i t i o n ,  c o m p a r i s o n  o f  t h e  h y b r i d i z a t i o n  i n t e n s i t i e s  o f  c o d i n g  

a n d  f l a n k i n g  s e q u e n c e s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e r e  was n o  d i f f e r e n c e  i n  

i n t e n s i t y .  T h u s ,  e a c h  of the class A ,  B a n d  C h s p 7 0  re la te3 



g e n e s  is a s i n g l e  c o p y  e l e m e n t .  

An a d d i t i o n a l  e ~ p e r i m e n t ~ c o n f i r m e d  t h a t  t h e  class A q e n e  is 

s i n g l e  c o p y .  A s e c o n d  l a t o r a t o r y  s t r a i n  o f  C, &ggqmg, B e r g e r a c ,  

is Known t o  d i f f e r  f r o &  t h e  w i l d  t y p e  B r i s t o l  s t r a i n  by  a b o u t  1% 

i n  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  (Emanons g_t at, 1979;  Rose e_g a,&, 1 9 8 2 ) .  

When c l o n e d  D N A  f r a g m e n t s  f r o m  o n e  s t r a i n  a re  h y b r i d i z e d  t o  

g e n o m i c  D N A  b l o t s  o f  t h e  o t h e r ,  t h e  1% s e q u e n c e  d i f f e r e n c e  

a p p e a r s  a s  r e s t r i c t i o n  f r a g m e n t  l e n g t h  d i f f e r e n c e s  (RFLDs) . 
U s i n g  t h e  i n d i v i d u a l  s u b c l o n e s  f r o m  t h e  c lass  A p h a g e  t h e  

B e r g e r a c  s t r a i n  was s e a r c h e d  f o r  RFLDs. H y b r i d i z a t i o n  o f  t h e  6.6 

k b  s u b c l o n e  ( c o n t a i n i n g  t h e  cf a s s  A c o d i n q  r e g i o n )  t o  B r i s t o l  

a n d  B e r g e r a c  g e n o a i c  D N A  s h o w e d  t h a t  a n e u  EcoRI s i t e  a p p e a r e d  

i n  t h e  B e r g e r a c  s t r a i n ,  c r e a t i n g  f r a g m e n t s  of 3.7 a n d  2.9 k b .  No 

f r a g m e n t  o f  6 .6  k b  was s e e n  i n  t h e  B e r g e r a c  s t r a i n .  I f  t h e r e  

were more t h a n  o n e  c o p y  of t h e  6.6 k b  f r a u m e n t  i n  t h e  C. g&gqpag 

g e n o m e ,  i t  v o u l d  b e  h i g h l y  u n l i k e l y  t h a t  p o i n t  a u t a t i o n s  w o u l d  

b e  introduced i n  a l l  c o p i e s  a t  i d e n t i c a l  p o s i t i o n s .  I i n t e r p r e t  

t h i s  t o  mean t h a t  g?ggpms c o n t a i n s  o n l y  o n e  c o p y  o f  the c l a s s  

A h s p 7 0  g e n e .  

From t h e  a b o v e  r e s a l t s  i t  is a p p a r e n t  t h a t  t h e  d i f f e r e n c e s  

i n  h y b r i d i z a t i o n  i n t e n s i t y  o f  t h e  I lgggp~hila h s p 7 O  p r o b e  t o  t h e  

v a r i o u s  GI g&gqpzms EcoRI f r a g m e n t s  a r e  p r o b a b l y  d u e  t o  h o m o l o g y  

d i f f e r e n c e s  ( a s  c o m p a r e d  t o  c o p y  n u m b e r ) .  T h e  6.6 k b  f r a g t n e n t  

s h o u s  t h e  g r e a t e s t  degree of h o m o l o g y  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  

e m p l o y e d .  



H l b r i d i z a t i o n  pf & qesqpgr~ C l m e ~  $2 &he E h ~ s 9 ~ h i L g  h=ZO Gene - --------- 
T o  d e t e r m i n e  t h e  h o m o l o g y  of t h e  v a r i o u s  c l o n e d  f r a g m e n t s  

w i t h  t h e  Qrpgp&l,lg h s p 7 C  gene, t h e  3 .0  k b  S a l I  f r a g m e n t  of t h e  

D r o s o ~ h i l a  p l a s r n i d  1 3 2 E 3  ( M o r a n  _e& 31, 1 9 7 9 )  was g e l  p u r i f i e d  ---- --- 
a n d  d i g e s t e d  w i t h  X h o I  and  BamHI. E a c h  o f  t h e  s e v e n  c l o n e d  C, 

g&gans E c o R I  f r a g a e n t s  e x h i b i t i n g  h s p 7 0  h o m o l o g y  were 

n i c k - t r a n s l a t e d  a n d  h  y t r i d i z e d  t o  b l o t s  o f  t h e  D ~ o s o p h i l a  

f r a g m e n t s .  F i g u r e  2.6 r e ~ r e s e n t s  t h e  e x t e n t  t o  w h i c h  t h e  E c o R I  

f r a g m e n t s  h y b r i d i z e d  t o  v a r i o u s  I&osgPhi&g h s p 7 0  g e n o s i c  

r e g i o n s .  E a c h  C, glgqpgs f r a g m e n t  s h o w e d  a u n i q u e  r e l a t i o n s h i p  

t o  t h e  D r p e ~ ~ L g  h s p 7 0  g e n e .  T h e  6.6 k b  c lass  A f r a g m e n t  

h y b r i d i z e d  s t r o n g l y  t o  k o t h  t h e  5 '  a n d  3 '  h s p 7 0  c o d i n q  r e g i o n s  

a n d  less s t r o n g l y  t o  t h e  5' n o n c o d i n g  r e g i o n .  I n  c o n t r a s t ,  the 

c l a s s  B 5.2 k b  f r a g m e n t  uas r e l a t e d  o n l y  t o  t h e  5' a n d  3 '  c o d i n g  

r e g i o n s .  No r e a c t i o n  was d e t e c t e d  t o  t h e  5' n o n c o d i n g  r e g i o n .  

T h e  6 .2  k b  c l a s s  C f r a s m e n t  h y b r i d i z e 3  t o  t h e  Qgeggph&& 5 v  

c o d i n g  r e g i o n ,  w h i l e  t h e  a d j a c e n t  4.3 k b  f r a g m e n t  was r e l a t e a  t o  

t h e  3' c o d i n g  r e g i o n .  T h e  B9 1.7 k b  f r a g m e n t  a n d  t h e  8 5  2.6 k b  

f r a g m e n t  EcoRI f r a g m e n t s  b o t h  s h o w e d  h o m o l o s y  o n l y  t o  t h e  3 '  

c o d i n g  r e g i o n .  The  84 2.9 s h o w e d  s t r o n g  h o m o l o g y  t o  t h e  5'  

c o d i n g  r e g i o n s  a n d  w e a k  h o m o l o g y  t o  b o t h  t h e  3' c o d i n q  a n d  5' 

n o n c o d i n g  ggegqg&i&a h s ~ 7 0  g e n e .  T h e  i n t e n s i t y  of h y b r i d i z a t i o n  

o f  t h e  6.6 k b  c l a s s  A ana H S L  84 2.9 f r a g m e n t s  t o  t h e  D r o s o , e h & g g  

5' n o n c o d i n g  r e g i o n  w a s  v e r y  weak a n d  may i n  f a c t  b e  t h e  r e s u l t  

of n o n - s p e c i f i c  h y b r i d i z a t i o n .  



F i q u r e  2.6. H o m o l o g y  0 2  t h e  CI g & g g a g ~  c l o n e s  t o  t h e  Qrosz2hL&g 

hsp70  qece. Each of t h e  indicated gLeqgq~ c l o n e d  f r a g m s n t n  

was h y b r i d i z e d  t a  t h z  &&gsgghi& h s p 7 3  g e n e  u h i c h  h a 3  b e e n  

s e p a r a t e d  I n t o  5' n o n - t r z n s c r i b e d ,  5 '  n o n c o d i n q  + 5' c o d i n q  a n d  

3 '  c o d i n q  p o r t i o n s .  The d a s h e d  l i n e  represents  m i n o r  h o i n o l o q y .  



---- 6.6 kb class A 

5.2 kb class B 

6.2 kb class C 



C r o s s r e a c t & a n  gf g& Clpgs h r l B  g94 g l3gpZP &lplgd C l o n e s  

T o  d e t e r m i n e  t h e  r e l a t i o n s h i p s  b e t w e e n  t h e  c l a s s  A ,  0 a n d  C 

c l o n e s ,  t h e y  were n i c k - t r a n s l a t e d  a n d  h y b r i d i z e d  t o  &gqsa~ 

g e n o m i c  D N A  d i g e s t e d  w i t h  e i t h e r  E c o R I  or H i n d I I I .  One  h a l f  of 

t h e  d o u b l e  b l o t  was w a s h e d  u n d e r  low s t r i n g e n c y  c o n d i t i o n s  a n d  

t h e  o t h e r  h a l f  u n d e r  h i g h  s t r i n g e n c y  c o n d i t i o n s .  F i g u r e  2.7 

s h o t d s  t h a t  t h e r e  is  a g r e a t  d i f f e r e n c e  b e t u e e n  t h e  h y b r i d i z a t i o n  

p a t t e r n s  b e t w e e n  h i g h  a n d  l o u  s t r i n g e n c y  w a s h e s .  Fo r  e x a m p l e ,  

t h e  c lass  11 6.6 k b  f r a g m e n t  h y b r i d i z e s  t o  a b o u t  1 5  d i f f e r e n t  

E c o R I  b a n d s  a t  low s t r i n g e n c y ,  b u t  o n 1 7  t o  i tself  a n d  t h e  5.2 k b  

c l a s s  0 f r a g m e n t  a t  h i g h  s t r i n g e n c y .  T h e  a m o u n t  o f  c r o s s r e a c t i o n  

was d e t e r m i n e d  b y  c u t t i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  b a n d  o u t  of t h e  

n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r  a n d  c o u n t i n g  i n  s c i n t i l l a t i o n  f l u i C .  Under 

h i g h  s t r i n g e n c y  c o n d i t i o n s  t h e  class A a n d  0 c l o n e s  c r o s s r e a c t e d  

a t  a b o u t  15% t h e  level s e l f - h y b r i d i z a t i o n .  T h e  c l a s s  A a n d  C 

c l o n e s  a n d  t h e  c l a s s  B arid C c l o n e s  d i d  n o t  c rossreact  a t  all 

u n d e r  h i g h  s t r i n g e n c y  c o n d i t i o n s .  T h e s e  r e s u l t s  s u q g e s t e d  t h c t  

f o r  t h e  p u r p o s e  of  N o r t h e r n  b l o t s ,  i t  s h o u l d  be  p o s s i b l e  t o  

d i s t i n g u i s h  b e t u e e n  c lasses  A a n d  C a n d  c l a s s  I3 a n d  C a R N A s ,  

w h i l e  c lasses  B a n d  B m R N A s  w i l l  crossreact. I n  o r d e r  t o  

d i s t i n g u i s h  b e t u e e n  t h e  l a t t e r  two it w o u l d  p r o b a b l y  b e  

n e c e s s a r y  t o  u s e  a 5 @  o r  3'  n o n t r a n s l a t e d  s p a c e r  a s  a p r o b e .  



F i g u r e  2.7. H y b r i d i z a t i o n  o f  ' 2 F - l a b e l l e d  c lass  A ,  B a n d  C 

p r o b e s  t o  B r i s t o l  DNA. C2 ghgqans g e n o m i c  D N A  u a s  d i g e s t e d  w i t h  

e i t h e r  H i n o 1 1 1  ( l a n e  1 )  c r  EcoRI ( l a n e  2 ) .  A)  H y b r i d i z a t i o n  a n d  

u a s h i n g  u n d e r  l o u  s t r i n g e n c y  c o n d i t i o n s .  a )  6.2 c l a s s  C s u b c l o n e  

b )  5.2 c l a s s  B s u b c l o n e  c) 4.3 c lass  C s u b c l o n e  5 )  6.6 c l a s s  A 

s u b c l o n e .  b )  H y b r i d i z a t i o n  a n d  u a s h i n g  u n d e r  h i g h  s t r i n g e n c y  

c o n d i t i o n s .  a )  1.8 k b  c D R A  b )  2.3 k b  c D N A  c) 6.2 c l a s s  C 

s u b c l o n e  d) 5.2 c l a s s  b s u b c l o n e  e)  4.3 c lass  C s u b c l o n e  f )  6.6 

c l a s s  A s u o c l o n e .  S i z e s  a r e  i n  k i l o b a s e p a i r s .  

H i g h  s t r i n g e n c y  h y b r i d i z a t i o n  c o n d i t i o n s  ( d e s c r i b e d  i n  

Mater ials  a n d  M e t h o d s )  were d e f i n e d  a s  t h o s e  h y b r i d i z a t i o n  and 

u a s h i n g  c o n d i t i o n s  u h e r e k y  t h e  c l a s s  A a n d  C and  t h e  class 3 a n d  

C h s p 7 0  h o ~ ~ o l o g o u s  r e g i o n s  d i d  n o t  d e t e c t a b l y  c r o s s r e a c t .  F o r  

these d e t e r m i n a t i o n s ,  e a c h  p r o b e  gas l a b e l l e d  t o  a s p e c i f i c  

a c t i v i t y  of b e t w e e n  1 - 2 x 1 0 8  c p m / u g  a n d  h y b r i d i z e d  t o  g e n o m i c  

D N A  b l o t s  a t  t h e  d e s c r i b e d  c o n d i t i o n s  f o r  18 t o  2 4  h o u r s .  T h e  

f i l t e r s  were e x p o s e d  t o  Kodak B l u e  B r a n d  f i l m  a t  -80•‹C for 4 8  

h o u r s  w i t h  a n  i n t e n s i f  g i n g  s c r e e n .  







S c r e e n i n g  ~f CL g&qpgz &&@fig q&lQ cggb I,i&,ayy -------- 
T h e  e x p r e s s i o n  of  t h e  c l a s s  A ,  B a n d  C g e n e s  u a s  a n a l y s e a  

by s c r e e n i n q  a c D N A  l i b r a r y  c o n s t r u c t e d  i n  l a m b d a  q t l O  (a gift 

from B. H e y e r s ) .  A b o u t  3 2 , 0 0 0  p h a g e  were s c r e e n e 2  w i t h  e a c h  o f  

t h e  c l a s s  A ,  B a n d  C p r o b e s ,  r e s u l t i n g  i n  t h e  f i n a l  p u r i f i c a t i o n  

o f  f o u r  p o s i t i v e s .  Two o f  t h e  p h a g e  c o n t a i n e d  a cD#A i n s e r t  o f  

2 .3  k b  i n  s i z e ,  w h i l e  t h e  r e m a i n i n g  t w o  h a d  1.8 k b  i n s e r t s .  

H y b r i d i z a t i o n  of t h e s e  c C N A s  t o  E c o R f  a n d  H i n d 1 1 1  q e n o a i c  D N A  

d i g e s t s  r e v e a l e d  t h a t  a l l  f o u r  were h o n o l o g o u s  t o  t h e  class A 

h s p 7 O  g e n e  ( F i g u r e  2 . 7 ) .  T h e  t w o  classes of cDNb were s u b c l o n e d  

i n t o  t h e  p l a s m i d  pUC13. R e s t r i c t i o n  m a p p i n g  o f  t h e  s u b c l o n e s  

c o n f i r m e d  t h a t  t h e y  were re la ted t o  t h e  c l a s s  A h s p 7 0  q e n e  

( F i g u r e  2 . 6 ) .  T h e  1.8 k b  c D N A  l a c k s  t h e  i n t e r n a l  K p n I  s i t e  a n a  

s e q a e n c e s  5' t o  t h i s  s i t e .  T h e  l a r g e r  2.3 k b  c D N A  c o n t a i n s  t h e  

KpnI  s i t e  and a b a u t  5 0 0  f p  5 '  t o  t h i s  site. From t h e  r e s t r i c t i o n  

map d a t a ,  the 1.8 a n d  2 .3  k b  c D N A s  h a v e  similar 3 '  tersririi, 

s u g g e s t i n g  t h a t  t r a n s c r i ~ t i o n  of t h e  c lass  A g e n e  t e r m i n a t e s  

d o w n s t r e a n  o f  t h e  S a l I  s i te  a n d  p r i o r  t o  t h e  H i n d 1 1 1  s i t e  o f  t h e  

g e n o ~ i c  c l o n e ,  If t h i s  i s  t h e  case, a n d  t h e  2.3 k b  cD#A i s  a b o u t  

100 b p  s h o r t e r  t h a n  t h e  i n t a c t  m R N A ,  t h e n  t r a n s c r i p t i o n  o f  t h e  

c l a s s  A gene s h o u l d  i n i t i a t e  a b o u t  1 0 0  b p  d o w n s r e a m  f r o m  t h e  

XbaI s i te ,  T h i s  s c e n a r i o  d e p e n d s  u p o n  t h e r e  b e i n g  n o  i n t r o n s  i n  

t h e  5' r e g i o n  of t h e  class A g e n e .  



F i g u r e  2.6. Comparison of  t h t  class A h s p 7 8  g e n o m i c  r e q i o n  d n d  

ths 1 .a ( p C e  5.2) a n 3  2.3 ( p C e  6 .2)  k b  C D E ~ A S .  T h e  r e g i o n  b e t u e e n  

t h e  a r r o u s  o f  t h e  c l a s s  8 genoinic c l o n e  r e p r e s e n t s  t h e  rsqion 

~ O ~ O ~ O ~ O U S  t o  t h e  Qypspgh&&a h s p l 0  gene .  R e s t r i c t i o n  e n z y m e s ;  X ,  

X b a I ;  B, BamHI; H ,  H i n d I I I ;  S ,  S a l I ;  E ,  EcoRI; K ,  K p n I ;  0, X h o I .  



5' 
I v 

E X K B O H S H  X 
- - - - - _ _ _  class A genomic region 

K B O H S  
- pCe6.2 cDNA 

B O H S  
p Ce 5.2 cDNA 



Tne c l a s s  A c D N A s  a r e  r e p r e s e n t e d  a t  a f r e q u e n c y  of a b o u t  

1/8000 p h a a e  i n  t h i s  l i b r a r y ,  * u h i c h  was c o n s t r u c t e d  f r o m  m R # A  

i s o l a t e d  f r o m  worms g r o w n  a t  20•‹C i n  l i q u i d  ( 8 .  R e y e r s ,  p e r s .  

cDaRi.) . R e c e n t  e v i d e n c e  s u g g e s t s  t h a t  t h e  f r e q u e n c y  o f  cD#A 

i n s e r t s  i n  t h i s  l i b r a r y  is a b o u t  10% ( D -  Holm, u n p u b l i s h e d  

r e s u l t s ) .  T h u s ,  t h e  c l a s s  A h s p 7 0  c D N A s  a r e  p r o b a b l y  p r e s e n t  a t  

a f r e q u e n c y  of a b o u t  1 / 8 C O  c D N A s .  To d a t e  I h a v e  n o t  d e t e c t e d  

c D H A s  o f  t h e  c l a s s  B a n d  C h s p 7 0  r e l a t e d  g e n e s .  

N o r t h e r n  B l o t  A n a l g s &  
-----I ---- --- 

T h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  t h r e e  h s p 7 0  c lass  g e n e s  a n d  o f  t h e  

t h r e e  E c o R I  h s p 7 0  h o m o l o g o u s  f r a g m e n t s  were a n a l y s e d  b y  

h y b r i d i z a t i o n  t o  t o t a l  R K A  f rom h e a t  s h o c k e d  a n d  c o n t r o l  worms 

( F i g u r e s  2.9 a n d  2.10).  T h e  c l a s s  A g e n e  was e x p r e s s e d  i n  

c o n t r o l  worms a n d  was i n c r e a s e d  i n  r e s p o n s e  t o  h e a t  s h o c k .  I n  

b o t h  h e a t  s h o c k e d  a n d  c o n t r o l  R N A  t h e  message was 2.4 kS i n  

s i z e .  T h e  p a t t e r n  of h y b r i d i z a t i o n  was i d e n t i c a l  t o  t h a t  szen 

f o r  h y b r i d i z a t i o n  of t h e  D r o s p p h i l a  h s p 7 0  g e n e  t o  GI e l e ~ a n s  R M A  

( F i g u r e  2 .2;  S n u t c h  a n d  E a i l l i e ,  1983) . C l a s s  C g e n e  t r a n s c r i p t s  

were f o u n d  i n  c o n t r o l  a n d  h e a t  s h o c k  R X A  s a m p l e s ,  b u t  no  h e a t  

i n d u c i b l e  i n c r e a s e  was o k s e r v e d .  T h e  m a j o r  m e s s a g e  c l a s s  was 2.6 

k b  i n  s i z e ,  A m i n o r  b a n d ,  p o s s i b l y  a p r i m a r y  t r a n s c r i p t ,  u a s  

a l s o  s e e n  a t  2.8 k b .  T r a n s c r i p t s  o f  t h e  c l a s s  B g e n e  h a v e  n o t  

b e e n  d e t e c t e d .  T h e  99 1.7 a n d  04 2.9 k b  EcoRI. f r a g m e n t  also 

a p p e a r e d  t o  b e  h e a t  s h o c k  i n d u c i k l e ,  s y n t h e s i z i n g  m e s s a q e s  o f  

2.4 a n d  2.7 k b ,  r e s p e c t i v e l y .  T r a n s c r i p t s  of t h e  0 5  



F i g u r e  2.9. H y b r i d i z a t i o n  o f  c ldss  A ,  B a n d  C s u b c l o n ~ s  t o  

c o n t r o l  ( l a n e  1 )  a n d  n e a t  s h o c k  t o t a l  R N A  ( l a n e  2 ) .  T o t a l  RWW 

( 1 7  u g )  u a s  a e n a t u r e d  i i n d  e l e c t r c p n o r e s e d  t h r o u g h  a 1 . 1 %  a j a r o s e  

g a l  c o n t a i n i n g  f o r m a l d e h y d e  a s  d e s c r i b e d  i n  Mater ia l s  a n d  

M e t n o d s .  T h e  R N A  was t r a n s f e r r e d  t o  n i t r o c e l l u l o s e  a s  d e s c r i b e d  

by  T h o m a s  ( 1 9 8 0 )  a n d  h y b r i d i z e d  t o  t h e  i n d i c a t e d  h s p 7 0  p r o b e  

l a b e l l e d  t o  a s p e c i f i c  a c t i v i t y  b e t u e e n  1 - 2  x 1 0 8  cp ra /uq .  

H y b r i d i z a t i o n  u a s  a t  6 e • ‹ C  f o r  3b h o u r s .  T h e  f i l t e r s  were w a s h e d  

u n d e r  h i g h  s t r i n g e n c y  c r i t e r i a .  Q u a n t i f i c a t i o n  o f  t h e  

h y b r i d i z a t i o n s  u a s  a c h i e v e d  b y  c u t t i n q  t h e  b a n d s  o u t  o f  t h e  

n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r  a n d  c o u n t i n g  i n  s c i n t i l l a t i o n  f l u i d .  A )  

t h e  c l a s s  a 6.6 k b  s u o c l o n e  L) t h e  c l a s s  B 5.2 k b  s u b c l o n e  C )  

t h e  c l a s s  C 4.3 a n d  6 .2  k b  s u b c l o n ~ s .  S i z e s  a r e  i n  k i l o b a s e s .  

Hybridization u a s  h i j n  s t r i n ~ e n c y .  T h e  f i l t 5 r  u a s  e x p o s e d  t o  

K ~ d a k  b l u e  b r a n d  f i l m  a t  - 8 0 a C  f o r  3 d a y s  w i t h  a n  i n t e n s i f y i n g  

s c r e e n .  





F i j u r e  2 . 1 0 .  H y ~ r i d i t a t i c n  ot the 33  1.7, B5 2.6 a n d  E 4  2 . 3  

Eco111 f r a q i n s n t s  t o  h e a t  s h o c k  ( l a n e  1 )  a n d  c o n t r o l  ( l a n e  2 )  

t o t c i l  RNk. T o t a l  R N A  ( 1 7  u g )  uas d z n a t u r s d  a n d  e l e c t r o p h o r e s e a  

t h r ~ u g h  a 1 .1% a q a r o s e  g e l  c o n t a i n i n g  f o r m a l d e h y d e  a s  d e s c r i b e d  

i n  n a t e r i a f s  a n d  M e t h o d s .  T h e  R N h  das t r a n s f e r r e d  t o  

n i t r o c e l l u l o s e  a s  d e s c r i b e d  Lg T h o m a s  (1 980) a n d  h y b r i d i z e d  t o  

t h e  i n d i c a t e d  h s p 7 0  p r o b t  l a b e l l e d  t o  a s p e c i f i c  a c t i v i t y  

b e t u e e n  1 -2  x 1 0 e  c p m / u g .  H y b r i d i z a t i o n  u a s  a t  68OC for 36 

h o u r s .  T h e  f i l t e r s  u e r t  u a s h e d  u n d s r  h i g h  s t r i n q e n c y  c r i t e r i a .  

Q u a n t i f i c a t i o n  o f  t h e  h y  t r i d i z a t i o n s  was a c h i e v e d  b y  c u t t i n g  t h e  

b a n d s  o u t  of t h e  n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r  a n d  c o u n t i n q  i n  

scintillation t l u i d .  A )  t h e  t i9  1.7  k b  EcoRI f r a g m e n t  B )  t h e  b4  

2.3 k b  E c o H I  f r a g m e n t  C )  the I35 2.6 k b  EcoRI f r a g m e n t .  S i z e s  a r e  

i n  k i l o ~ a s e s .  T h e  f i l t e r  was e x p o s 2 a  t o  Kodak b l u e  b r a n d  f i l m  a t  

-80•‹C f o r  3 d a y s  w i t h  a n  i n t e n s i f y i n g  s c r e e n .  





2.6 k b  Z c o i i I  f r a g m e n t  have  n o t  b e e n  d e t e c t e u .  

T h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n  of t h e  c l a s s  C g e n e  w a s  a n a l y s e c !  a t  

v a r i o u s  s t a q e s  o f  d e v e l o ~ m e n t  i n  worms g r o w n  a t  20• ‹C .  f i q u r e s  

2.11 a n d  2.12 s h o u  t h e  r e l a t i v e  a b u n d a n c e  of c l a s s  C q e n e  

t r a n s c r i p t s  c o m p a r e d  t o  t r o p o s y o s i n  a n d  a c t i n  t r a n s c r i p t s .  T h e  

r e l a t i v e  l e v e l  o f  e x p r e s s i o n  o f  e a c h  g e n e  was d e t e r m i n e d  b y  

c u t t i n g  t h e  b a n d s  o u t  of t h e  n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r  a n d  c o u n t i n g  

i n  s c i n t i l l a t i o n  f l u i d  ( T a b l e  2.2). T h e  t h r e e  g e n e s  e a c h  s h o v e d  

a d i s t i n c t  d e v e l o p m e n t a l  e x p r e s s i o n  p a t t e r n .  T r a n s c i p t s  o f  t h e  

t r o p o m y o s i n  g e n e  d e c r e a s e d  a b o u t  t e n  f o l d  b e t u e e n  t h e  L1 a n d  L 2  

s t a g e s  a n d  r e m a i n e d  c o n s t a n t  a t  t h i s  l e v e l  t h r o u g h o u t  t h e  res t  

o f  d e v e l o p m e n t .  T h e  c lass  C g e n e  t r a n s c r i p t s  d e c r e a s e d  a b o u t  t w o  

f o l d  f r o m  L1 t o  L 2 ,  i n c r e a s e d  a t  m i d - l a r v a l  s t a g e s  a n d  t h e n  

d r o p p e d  i n  t h e  a d u l t  s t a g e .  A c t i n  g e n e  e x p r e s s i o n  i n c r e a s e d  

t h r o u g h o u t  l a r v a l  d e v e l o ~ f f i e n  t a n d  t h e n  d e c r e a s e d  d r a m a t i c a l l y  i n  

t h e  a d u l t  s t a g e s .  

Genome W a l k i n g  i~ &hh CApgs 1 g g u i o n  ------ ----- 
I n  t h e  i n i t i a l  s c r e e n  of  t h e  C h a r o n  4 l i b r a r y ,  t h r e e  

d i f f e r e n t  p h a g e  r e p r e s e n t i n g  24  k b  o f  D N A  were i s o l a t e d  i n  t h e  

c l a s s  A r e g i o n .  I n  o r d e r  t o  e x t e n d  t h e  m o l e c u l a r  a n a l y s i s  of 

t h i s  r e g i o n ,  t h e  e n d  f r a g m e n t s  o f  t h e s e  c l o n e s  were u s e d  t o  

r e s c r e e n  t h e  C h a r o n  4 l i b r a r y .  S e v e r a l  new p h a g e  were i s o l a t e d ,  

e x t e n d i n g  t h e  r e g i o n  13  kb i n  t h e  5' d i r e c t i o n  a n d  3 k b  i n  t h e  

3' d i r e c t i o n .  T h e  e n d  f r a g m e n t s  cf t h e s e  new p h a g e  were 

s u b c l o n e d  a n d  u s e d  t o  u a l k  f o r t h e r .  T o  d a t e ,  a b o u t  60 k b  o f  D N A  



T a b l e  2 . 2  

R e l a t i v e  a b u n d a n c e  o f  c l a s s  C h s p 7 0 ,  a c t i n  a n d  t r o p o m y o s i n  

t r a n s c r i p t s  i n  t o t a l  RNA 
I 

C o u n t s  p e r  m i n u t e  P e r c e n t a g e  
Gene S t a g e  B a c k g r o u n d  Above B a c k g r o u n d  o f  L1 RNA 

C l a s s  C 
h s p 7 0  

1 

L2 

L  
3 , 4  

A d u l t  

A c t i n  

L 
3 , 4  

A d u l t  

T r o p o m y o s i n  

L 
3 , 4  

A d u l t  

N o t e :  B a n d s  f r o m  F i g u r e  2 . 1 1  w e r e  c u t  f r o m  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  

f i l t e r s  a n d  c o u n t s  p e r  m i n u t e  m e a s u r e d  b y  s c i n t i l l a t i o n  

c o u n t i n g .  



F i g u r s  2 . 1 1 .  D e v e l ~ p r a e r i t r ? l  e x p r e s s i o n  of t h e  class C hsp7Cl  aene. 

Hybr id iza t ion  of the c l a s s  C hsp70 g e n e  ( A ) ,  a  p u t a t i v e  G, 

dgpgas troijomyosin g e n e  ( 8 )  and  a  Drosoyh i la  a c t i n  g e n e  ( C )  t o  

h i o r t h 2 r n  b l o t s  of  1 7  ug of t o t a l  RtYA i s o l a t e d  from t h e  larval 

s t a q a s  L1 ( I ) ,  L2 ( 2 ) ,  L 3 + L 4  ( 3 )  and adu l t  worms. S i z e s  a r e  i n  

k i l o b a s e s .  H y b r i 3 i z a t i o n  was h i g h  s t r i n g e n c y .  T h e  f i l t e r  uas  

e x p o s e d  t o  Kodak X A R - 5  f i l m  f o r  24 hours a t  -8OOC u i t h  an 

i n t * n s i f  yinq s c r a e n .  





Figure 2.1 2. R e l a t i v e  d e v e l o p a e n t a l  s t a g e  s p e c i f i c  e x p r e s s i o n  o f  

t h e  class C h s p 7 0  g e n e ,  t h e  t r o p o m y o s i n  g e n e  a n d  t h e  a c t i n  q e n e s  

o f  cL g&gqpa~. T h e  b a n d s  s h o u n  i n  F i g u r e  2.11 were c u t  o u t  o f  

t h e  n i t r o c e l l u l o s e  filters a n d  c o u n t e d  i n  s c i n t i l l a t i o n  f l u i d .  

E a c h  g e n e  type is p l o t t e d  r e l a t i v e  t o  i t 8 s  PRNA c o n c e n t r a t i o n  i n  

L1 l a r v a e .  T h e  l e v e l  o f  e x p r e s s i o n  b e t w e e n  t h e  t h r e e  classes o f  

genes c a n n o t  b e  d i r e c t l y  c o ~ l ~ a r e d  i n  t h i s  e x p e r i m e n t .  T h e  bars 

i n d i c a t e  t h e  95% c o n f i d e n c e  limits of  cpm. 





h a s  b e e n  i s o l a t e d  i n  t h i s  r e g i o n  fT. S n u t c h  a n d  K. B e c k e n b a c h ,  

u n p u b l i s h e d  r e s u l t s )  . , 

The m o l e c u l a r  s t r u c t u r e  o f  t h e  r e q i o n  h a s  b e e n  a n a l y z e d  i n  

s e v e r a l  u a y s .  I n d i v i d u a l  p h a g e  were n i c k - t r a n s l a t e d  a n d  

h y b r i d i z e d  t o  j e n o m i c  D N A  b l o t s .  T h e  r e s u l t s  s h o w e d  t h a t  t h e  

r e g i o n  c o n s i s t s  a lmos t  e n t i r e l y  o f  s i n g l e  c o p y  s e q u e n c e s .  

P r o b i n g  o f  t h i s  r e g i o n  w i t h  t h e  s i x  Erogoehi&q h e a t  s h o c k  q e n e s  

s h o v e d  t h a t  o n l y  t h e  h s p 7 0  c l a s s  A g e n e  i s  r e p r e s e n t e d  i n  t h e  60 

k b .  To d e t e r m i n e  w h e t h e r  a n 7  o t h e r  t r a n s c r i b e d  g e n e s  are p r e s e n t  

i n  t h e  r e g i o n ,  p h a g e  r e p r e s e n t i n g  t h e  60 k b  were n i c k - t r a n s l a t e d  

a n d  h y b r i d i z e d  t o  N o r t h e r n  b l o t s  o f  h e a t  s h o c k  a n d  c o n t r o l  R N A .  

F i g u r e  2 . 1 3  s h o w s  t h a t  o n l y  t h e  l a m b d a  p h a g e  c o n t a i n i n g  t h e  

c l a s s  B h s p 7 0  g e n e  r e a c t s  w i t h  t h e  RNA. 

C o n s e r v a t i o n  gf ~ s E Z ~  GgGg E9141p B t u e e n  Nemagpqg S p e c i e s  --------- 
A s e c o n d  s p e c i e s  cf Q g g o r h a b u & f s ,  g ,  bdqpspg, i s  

m o r p h o l o g i c a l l y  i d e n t i c a l  t o  C, dgqpag. I t  u a s  t h e r e f o r e  

i n t e r e s t i n g  t o  a s k  how t h e  h s p 7 O  g e n e  f a m i l y  was c o n s e r v e d  

b e t w e e n  t h e  t u o  s p e c i e s .  F i g u r e  2.14 s h o w s  t h e  r e s u l t s  o f  

h y b r i d i z a t i o n  o f  t h e  s i x  d i f f e r e n t  h s p 7 0  f a m i l y  rae rabers  t o  C, 

briqgss DNA. T h e  r e s u l t s  a r e  q u i t e  i n t e r e s t i n g .  It i s  a p p a r e n t  -- 
t h a t  C1 qglqqgs, l i k e  c2 &eggqg, h a s  a f a m i l y  of h s p 7 0  r e l a t e d  

s e q u e n c e s .  S u r p r i s i n g ,  h c u e v e r ,  is t h e  f a c t  t h a t  n o t  a l l  CL 

eigqans h s p 7 0  g e n e s  h a v e  a c o r r e s p o n d i n g  s e q u e n c e  i n  t h e  6 ,  - 
b r i s q s a e  g e n o m e .  - 



F i g u r e  2 . 1  3 .  H o r t h ~ r n  Llc t s  u i t h  l amb3a  p h a q e  r e p r e s e n t i n a  6 0  k b  

of  c l o n a d  d 9 A  i n  t h e  class A h s p 7 0  r e q i o n .  I n d i v i d u a l  l a ~ b d a  

c lones uere n i c k  t r a n s l a t e d  a n d  h y ~ r i d i z e d  t o  c o n t r o l  (lane 1 )  

or h e a t  shock ( l a n e  2 )  t c t a l  R N A  ( 1 7  u q )  . Sizes a r e  i n  

k i l s b a s a s .  T h e  f i l t e r  v a s  e x p o s e d  t o  Kodak P A R - 5  f i lm a t  - 8 0 • ‹ C  

f ~ r  24  hours u i t h  an  i n t e n s i f y i n g  s c r e e n .  Laabda 151 c o n t a i n s  

the c l a s s  A h e a t  s h o c k  q r n e .  





F i g u r e  2 . 7 4 .  Conservat ion  of t b ?  h s p 7 0  gene f a m i l y  between 

nematode sbecies .  Each c l a s s  of hsp70 r e l a t e 3  fraqment was nick 

t r a n s l a t e d  and hybridize6 t o  g, dg~as B r i s t o l  ( l a n e  I ) ,  

Berqerac ( l a n e  2) and g2 kjgLqgsag ( l a n e  3)  qenomic D N A  which h a d  

b e e n  digested w i t h  EcoEI. A )  c l a s s  11 6 . 6  k b  fragment E )  c l a s s  E 

5 . 2  k b  fragment C )  class C 6.2 + 4 . 3  k b  fragments  D )  B4 2 . 9  k b  

Ecoiii fragment E )  B9 1 . 7  kb LcoBI fragment F) 9 5  2 . 6  kb EcoRI 

fragment G )  g, g&qaps p u t a t i v e  tropomyosin gene.  

The or3er  o f  t h e  lanes i s  reversed f o r  some probes  because 

t h e  g e l  was a  b i c l i r e c t i o n a l  t r a n s f e r .  The f i l t e r  was exposed t o  

K o ~ a n  b l u e  brand fils a t  -80•‹C f o r  3 dars  w i t h  a n  i n t e n s i f y i n q  

s craan .  





T h e  g, g l e q a n ~  c l a s s  A g e n e  h y b r i d i z e d  s t r o n g l y  t o  a 6.5 k b  

E c o E I  f r a g m e n t  i n  C, q y i s q ~ p e ~  T h i s  g e n e  i s  e x p r e s s e d  i n  g1 

b r i j p ~ g f  a s  a h e a t  s h o c k  i n d u c i b l e  a R N A  2400 n u c l e o t i d e s  i n  size --- 
(see F i g u r e  3 .9 ) .  S i m i l a r l y ,  t h e  C, gLggan2 c l a s s  C g e n e  a n d  t h e  

8 9  1.7 a n d  84 2.9 k b  EcoRI f r a g a e n t s  s h o w e d  h o m o l o q y  t o  

s e q u e n c e s  i n  t h e  gz kgiqgspg g e n o m e ,  I n  c o n t r a s t ,  t h e  C, g&gqgms 

class  B gene o n l y  s h o v e d  c r o s s - h y b r i d i z a t i o n  t o  t h e  6.5 k b  class 

A f r a g m e n t  i n  C. &iqgsps. No o t h e r  h o m o l o g y  was d e t e c t e s  i n  t h e  

C. hAggsae g e n o m e .  S i m i l a r l y ,  t h e  85 2.6 k b  E c o R I  f r a g m ~ n t  -- 
s h o u e d  n o  c o r r e s p o n d i n g  s e q u e n c e  i n  CL kraqgspg. C o n s t r u c t i o n  o f  

a & &ghgsgg g e n o m i c  l i k r a r p  a n d  s c r e e n i n g  f o r  t h e  c l a s s  A ,  E 

a n d  C h o m o l o g o u s  s e q u e n c e s  r e s u l t e d  i n  t h e  p u r i f i c a t i o n  sf 

c l o n e s  r e p r e s e n t i n g  o n l y  t h e  c l a s s  A a n d  C g e n e s .  T h i s  s u p p o r t s  

t h e  e v i d e n c e  t h a t  n o  c l a s s  ti g e n e  is p r e s e n t  i n  gI bg&=ge_. 

P r o b i n q  of  t h e  Cz h i g g ~ p g  g e n o m e  w i t h  s u b c l o n e s  

r e p r e s e n t i n g  t h e  f l a n k i n g  r e g i o n s  of t h e  c l a s s  A ,  B a n d  C genes 

s h o w e d  t h a t  n o s t  of  t h e  € r o b e s  d i d  n o t  h y b r i d i z e  t o  m&qqqag 

DIA u n d e r  m o d e r a t e  s t r i n g e n c y  c o n d i t i o n s .  T h e  e x c e p t i o n s  uere 

t h e  3' f l a n k i n g  3.0 a n d  4.8 k b  c l a s s  A EcoRI f r a g m e n t s ,  w h i c h  

s h o v e d  p a r t i a l  h o m o l o g y  to  t h e  2, g a q q s g  g e n o m e .  



I 

IV. D i s c u s s i o n  

U s i n g  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  c h i c k e n  h s p 7 0  a n d  h s p 8 9 ,  K e l l e y  

a n d  S c n l e s i n g e r ,  ( 3 9 8 2 )  s h o w e d  t h e  c o n s e r v a t i o n  o f  t h e s e  

p r o t e i n s  across  a w ide  v a r i e t y  o f  o r g a n i s m s ,  1 h a v e  e x t e n d e d  

t h i s  a n a l y s i s  by t h e  h y b r i d i z a t i o n  o f  c l o n e s  r e p r e s e n t i n g  s i x  

d i f f e r e n t  Gz &r~~ppqpsag& h e a t  s h o c k  g e n e s  t o  CL dgqga y e n o a i c  

D N A .  T h e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  o b s e r v e d  s imi la r i t i e s  b e t w e e n  

t h e  ljvg h e a t  s h o c k  r e s p o n s e s  o f  t h e  t w o  o r g a n i s m s  c a n  b e  

e x t e n d e d  t o  i n c l u d e  c o n s e r v a t i o n  a t  t h e  D N A  l e v e l .  A l l  

DroswgLlg h e a t  s h o c k  g e n e s  t e s t e d  s h o u e d  h y b r i d i z a t i o n  t o  --- 
s e q u e n c e s  i n  t h e  Cz a&gqgas genoube. T h a t  t h e  h o m o l o q o u s  C, 

e l e q a n s  s e q u e n c e s  are h e a t  s h o c k  g e n e s  is s u p p o r t e d  b y  s e v e r a l  --- -- 
l i n e s  o f  e v i d e n c e .  F i r s t l y ,  t h e  g g ~ q e h i l a  h s p 7 0  g e n e  a l s o  

h y b r i d i z e d  t o  a C_: g&qg_ns h e a t  s h o c k  i n d u c i b l e  p o l y  ( A ) +  m R N A  o f  

2.4 kb. T h e  s i z e  o f  t h e  h s p 7 0  m R N A  i s  c o n s e r v e d  b e t w e e n  PI 

w e l a n o q s & g g ,  g2 &qpg~ a n d  a s e c o n d  s p e c i e s  of n e m s t o d e ,  C, ------ 
q d q s s a e .  S e c o n d l y ,  R u s s n a k  g_t _a& (I 9 8 3 )  h a v e  s h o w n  t h a t  t u o  

d i f f e r e n t  c D # A s  e n c o d i n g  t h e  &?qqqg h s p l 6  s h a r e  c o n s i d e r a b l e  

s e q u e n c e  h o m o l o g y  t o  t h e  f o u r  D r o s o p h i l a  l o u  m o l e c u l a r  w e i g h t  

h s p s .  F i n a l l y ,  u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  s l i g h t l y  h i q h e r  s t r i n a e n c y ,  

t h e  &osog&/G h s p 8 3  g e n e  h y b r i d i z e s  s t r o n g l y  t o  a s i n g l e  3.0 k b  

EcoiiI f r a g m e n t  i n  g l e c a n s .  C h a r o n  4 p h a g e  c o n t a i n i n g  t h i s  

f r a g m e n t  ( p o t e n t i a l l y  t h e  gz e&qgns h s p 8 1  q e n e )  h a v e  r e c e n t l y  

b e e n  i s o l a t e d .  T h u s ,  s c r e e n i n g  t h e  g e n o m e s  of o t h e r  o r g a n i s m s  

w i t h  c l o n e d  h e a t  s h o c k  g e n e s  may d e m o n s t r a t e  a m o r e  g e n e r a l  



c o n s e r v a t i o n  o f  i n d i v i d u a l  h s p s  w h i c h  was n o t  e v i d e n t  by p r o t e i n  

a n a l y s i s .  , 

T h e  f a c t  t h a t  t h e  I l & q s p p h i l a  h s p 2 2 ,  2 3  a n d  26  g e n e s  s h o v e d  

a d i f f e r e n t  h y b r i d i z a t i o n  p a t t e r n  t o  C. d-mg D N A  t h a n  d i d  t h e  

h s p 2 8  g e n e  u a s  of s o m e  i n t e r e s t .  T h e s e  f o u r  g e n e s  a re  c l u s t e r e d  

i n  a 1 2  k b  r e g i o n  i n  Qggso~hiia ( C r a i g  a n d  P l c C a r t h y ,  1 9 8 0 ;  

C o r c e s  g& z d ,  1 9 8 0 ) .  A m c r e  e x t e n s i v e  a n a l y s i s  o f  t h i s  r e g i o n  

h a s  i d e n t i f i e d  t h r e e  a d d i t i o n a l  g e n e s  w h i c h  a p p e a r  t o  be 

d e v e l o p m e n t a l l y  r e g u l a t e d  ( S i r o t k i n  a n d  D a v i d s o n ,  1 9 8 2 ) .  I t  may 

b e  t h a t  t h e  h s p 2 8  s u b c l o n e  a l s o  c o n t a i n s  p o r t i o n s  o f  a n o t h e r ,  

p r e v i o u s l y  u n i d e n t i f i e d  g e n e  t h a t  is a l s o  c o n s e r v e d  b e t w e e n  

t h e s e  s p e c i e s .  A l t e r n a t i v e l y ,  t h e  h s p 2 8  s u b c l o n e  way c o n t a i n  a n  

e l e m e n t  t h a t  is r e p e a t e d  i n  t h e  Si g&eaas g e n o m e .  

I n  o r d e r  t o  f u r t h e r  s t u d y  t h e  h s p 7 0  g e n e  f a m i l y  I h a v e  

c l o n e d  GI eleqpqs s e q u e n c e s  r e l a t e d  t o  t h e  glg~gphilp h s p 7 0  

g e n e .  U n d e r  l o u  s t r i n g e n c y  h y b r i d i z a t i o n  c o n d i t i o n s  t h e  

D r o s ~ p h i l a  p r o b e  h y b r i d i z e s  t o  a b o u t  15 CL e l e a a n g  E c o R I  ---- 
f r a g m e n t s .  U n d e r  moderate s t r i n g e n c y  t h e  e r o g o v h i l a  p r o b e  is  

r e l a t e d  t o  o n l y  f o u r  C, g&ggpgs E c o R I  f r a q m e n t s .  S c r e e n i n g  of 

two GI dgqqa g e n o m i c  D C A  l i b r a r i e s  r e s u l t e d  i n  t h e  

p u r i f i c a t i o n  o f  s e v e n  o f  t h e  h o m o l o g o u s  E c o R I  f r a g m e n t s ,  

i n c l u d i n g  t h e  f o u r  most c l o s e l y  r e l a t e d  t o  t h e  Illg~~~~g p r o b e .  

H y b r i d i z a t i o n  o f  e a c h  c l o n e d  f r a g m e n t  t o  t h e  Qrosogh&&g 

h s p 7 0  g e n e  s e p a r a t e d  i n t c  5 @  n o n t r a n s c r i b e d ,  5' c o d i n g  a n d  3 '  

c o d i n g  r e g i o n s  s h o w e d  t h a t  e a c h  GI gle~as f r a g s e n t  i s  u n i q u e l y  

r e l a t e d  t o  t h e  &gspg&iJp g e n e .  T h e  c l a s s  A ,  B a n d  C c l o n e s  a n d  



t h e  84 2.9 k b  E c o R I  f r a g a e n t  s h o w  c r o s s r e a c t i o n  t o  b o t h  t h e  

hsp70 c o d i n g  r e g i o n s .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  c l a s s  A c l o n e  r eac t s  

p o s i t i v e l y  w i t h  S 1  n o n t r a n s c r i b e d  r e g i o n .  T h e  8 9  1.7 a n d  8 5  2.6 

k b  EcoRI f r a g m e n t s  s h o w e d  h o m o l o g y  o n l y  t o  t h e  3'  c o d i n g  r e g i o n .  

A s s u m i n g  t h a t  t h e s e  two c a s e s  r e p r e s e n t  g e n e s  w i t h  a n  i n t e r n s 1  

E c o H I  s i t e ,  t h e n  gsggpqp p o s s e s s e s  a t  l e a s t  s i x  a n d  p r o b a b l y  

n o t  more t h a n  n i n e  h s p 7 0  re la ted  g e n e s .  

m o l e c u l a r  a n a l y s i s  of t h e  c lass  A ,  B a n d  C h s p 7 0  c l o n e s  

s h o w e d  t h a t  e a c h  i s  p r e s e n t  o n c e  p e r  h a p l o i d  g e n o m e .  T h e  d e g r e e  

t o  w h i c h  e a c h  of t h e s e  g e n e s  is r e l a t e d  t o  t h e  m n s l l g h i l a  h e a t  

s h o c k  i n d u c i b l e  h s p 7 0  g e n e  c a n  be s u m m a r i z e d  a s  A > B > C. T h e  

b s p 7 0  g e n e  most c l o s e l y  r e l a t e d  t o  t h e  peso~hh& q e n e  ( t h e  

c lass  A )  i s  h e a t  s h o c k  inducible a s  judged by N o r t h e r n  S l o t s .  I n  

D r o s a h i l a  a n d  y e a s t ,  n e m b e r s  of t h e  h s p 7 0  q e n e  f a m i l y  w h i c h  a r e  --- 
n o t  t r a n s c r i p t i o n a l l y  a c t i v a t e d  by h e a t  s h o c k  a r e  t e r m e d  h e a t  

s h o c k  c o g n a t e s  ( h s c ;  X n g o l i a  a n d  C r a i g ,  1 9 8 2 ) .  T h e  Qroso>b i l . a  

h s c  g e n e s  are  a l s o  s t r u c t u r a l l y  d i f f e r e n t  f r o m  h s p 7 0  q e n e s  i n  

t h a t  two of t h e  t h r e e  c o g n a t e s  c o n t a i n  i n t e r v e n i n g  s e q u e n c e s .  

T h e  g&ggsqs c lass  C h s p 7 0  g e n e  a p p e a r s  t o  be a h s c  q e n e ;  

t r a n s c r i p t i o n  is  n o t  i n c r e a s e d  i n  r e s p o n s e  t o  h e a t  s h o c k ;  i t  is  

d e v e l o p m e n t a l l y  r e g u l a t e d ;  a n d  i t  may p o s s e s s  a n  i n t r o n  o f  a b o u t  

2 0 0  b p .  I n  a a n y  r e s p e c t s  t h e  r e s u l t s  r e p o r t e d  h e r e  f o r  C, 

gzgcpiii~ are  s i m i l a r  t o  t h o s e  f o u n d  i n  Qg~spDh& a n d  y e a s t .  A l l  

t h r e e  s p e c i e s  p o s s e s s  a f a m i l y  of h s p 7 0  r e l a t e d  g e n e s  i n  w h i c h  

t r a n s c r i p t i o n  of some members i s  i n d u c i b l e  b y  h e a t  s h o c k ,  w h i l e  

o t h z r s  are  t r a n c r i b e d  a t  n o r m z l  t e m p e r a t u r e s  a n d  are 



d e v e l o p m e n t a l l y  r s g u l a t e d  ( I n g o l i a  a n 3  C r a i q ,  1 9 8 2 ;  I n q o l i a  g g  

gl, 1 9 8 2 ;  C r a i g  s t  pl, 1 9 8 3 )  . I  

T h e  a v a i l a b l e  e v i d e n c e  s u y g e s t s  t h a t  t h e  c l a s s  B h s p 7 0  S e n e  

is n e i t h e r  h e a t  s h o c k  i n d u c i b l e  n o r  i s  i t  r e q u i r e d  a t  a n y  s t a q e  

d u r i n g  d e v e l o p m e n t .  C l a s s  B t r a n s c r i p t s  a r e  n o t  d e t e c t e d  e v e n  

u n d s r  c o n d i t i o n s  ( i e .  h e a t  s h o c k )  w h e r e b y  n o n h e a t  s h o c k  q e n e  

t r a n s c r i p t s  s u c h  as t h o s e  o f  t h e  c l a s s  C a n d  t r o p o m y o s i n  qenes 

a r e  r e a d i l y  d e t e c t e d .  Blso,  a r g u i n g  a g a i n s t  a n y  d e v e l o p m a n t a l  

r o l e  f o r  t h e  c l a s s  B g e n e  p r o d u c t ,  is  t h e  f a c t  t h a t  i t  i s  n o t  

f o u n d  i n  t h e  g e n o m e  of  t h e  c l o s e l y  r e l a t e d  s p e c i e s ,  & &fqqsae. 

T h e  c l a s s  b h s p 7 0  g e n e  may b e  a r e c e n t  a d d i t i o n  t o  t h e  & 

e l e g a n s  g e n o m e .  T h i s  c o u l d  b e  t h e  r e s u l t  o f  a d u p l i c a t i o n  e v e n t  --- --- 
i n v o l v i n g  a l l  o r  p a r t  of t h e  class A g e n e ,  o r  b y  a g e n e  

c o n v e r s i o n  e v e n t  b e t w e e n  t h e  c l a s s  A g e n e  a n d  a n o t h e r  l o c u s .  

A l t s r n a t i v e l y ,  t h i s  g a n e  may h a v e  b e e n  p r e s e n t  i n  t h e  a n c e s t o r  

of e l e a i i ~ s  a n d  &gdqspg  a n d  h a s  b e e n  r e c e n t l y  l o s t  from 

t h e  G I  bgiggsge g a n o s e .  I n  a n y  of t h e s e  s c e n a r i o s ,  t h e  c l a s s  i: 

g e n e  may b e  a p s a u d o g e n e .  

T r a n s c r i p t i o n  s t u d i e s  o n  c l o n e d  Drospgh&&g h s p 7 0  qenes h a v e  

i 3 e n t i f i e d  t w o  u p s t r e a m  p r o m o t e r  r e g i o n s .  O n e  o f  t h e s e ,  t h e  TATA 

b o x ,  i s  f o u n d  a b o u t  3 0  b~ 5' t o  t h e  i n i t i a t i o n  of t r a n s c r i p t i o n  

of a l l  p o l  I1 q e n e s  ( B e n o i s t  e& 21, 1 9 8 0 ) .  T h e  s e c o n d  p r o m o t e r  

e l e m e n t  is c e n t r a d  a b o u t  20 Op u p s t r e a m  o f  t h e  TATA b o x  a n d  

a p p z a r s  t o  b e  r e q u i r e d  f c r  t h e  p o s i t i v e  c o n t r o l  of h s p 7 0  

t r a n s c r i p t i o n .  P e l h a m  ( 1 9 8 2 )  h a s  d e r i v e d  a c o n s e n s u s  1 4  b p  

s e q u e n c e  w h i c h  is  f o u n d  u p s t r e a m  of  t h e  t r a n s c r i p t i o n  i n i t i a t i o n  



p o i n t  of most Qgg=pgq&Jp h e a t  s h o c k  g e n e s .  T h e  p r o m o t e r  e l e m e n t  

c o n s i s t s  of a s m a l l  c o n s e r v e d ,  i n v e r t e d  r e p e a t  u h i c h  i s  i n  t u r n  

c s n t r e d  i n  a l a r q e r ,  more v a r i a b l e  i n v e r t e d  r e p e a t .  A p o s i t i v e  

t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  u h i c h  b i n d s  t o  t h e  p r o a a o t e r  and  i s  r e q u i r e d  

f o r  h e a t  s h o c k  i n d u c i b l e  t r a n s c r i p t i o n  o f  t h e  h s p 7 0  g e n e  h a s  

b e e n  i d e n t i f i e d  ( P a r k e r  a n d  T o p o l ,  1 9 8 4 ) .  T h e  f a c t  t h a t  

t r a n s c r i p t i o n  o f  t h e  l&gse~h&lg h s p 7 0  q e n e  c a n  b e  a c c u r a t e l y  

c o n t r o l l e d  i n  a v a r i e t y  of h e t e r o l o g o u s  s y s t e m s  s u q g e s t s  t h a t  

t h e  r e g u l a t o r y  m e c h a n i s m s  g o v e r n i n g  t h e  h e a t  s h o c k  r e s p o n s e  h a v e  

b e e n  c o n s e r v e d  t h r o u g h o u t  e v o l u t i o n  ( C o r c e s  eg qd., 1 9 8 1 ;  B u r k e  

a n d  Ish. H o r o u i c z ,  1 9 8 2 ;  P e l h a m ,  1 9 8 2 ) .  T h e  Q ~ s m ~ h i L a ,  h e a t  

s h o c k  p r o m o t e r  c o n s e n s u s  s e q u e n c e  c o n t a i n s  t h e  r e c o g n i t i o n  

s e q u e n c e  f o r  t h e  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  X b a I  (TCTAGA) . E x a m i n a t i o n  

of  t h e  C. gzeqpas c l a s s  A ,  0  a n d  C p o t e n t i a l  c o d i n g  r e g i o n s  

s h o w e d  t h a t  t h e  c l a s s  B g e n e  h a s  a n  X b a I  s i t e  a b o u t  7 0 0  b p  5' t o  

t h e  i n t e r n z l  K p n I  s i t e .  T h i s  s i t e  is  a b o u t  1 0 0  S p  u p s t r e 3 a  f rom 

t h e  s t a r t  o t  t r a n s c r i p t i o n  e s t i a a t z d  by t h e  a n a l y s i s  of t h e  

c lass  A c D N A s  a n 5  8 R N A  t r a n s c r i p t s .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h i s  

XbaI s i t e  m a r k s  t h e  class A h s p 7 0  p r o m o t e r  r e g i o n .  T h i s  r a q i o n  

i s  n o u  b e i n g  s e q u e n c e d  b y  t h e  ffaxam a n d  G i l b e r t  ( 1 9 7 7 )  m e t h o d .  

T h e  c l a s s  b a n d  C g e n e s ,  u h i c h  s h o u  n o  e v i d e n c e  of h e a t  s h o c k  

i n d u c i b i l i t y ,  do  n o t  possess a n  XbaI s i t e  i n  t h e i r  5' f l a n k i n g  

r e g i o n s .  

T h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  h s p 7 0  g e n e  f a m i l y  h a s  b e e n  a n a l y s e d  

b y  N o r t h e r n  b l o t s  a n d  s c r e e n i n g  of a c D N A  l i b r a r y .  T r a n s c r i p t s  

of t h e  c l a s s  A g e n e  u s r e  detectea i n  t h e  c D N A  l i b r a r y  a t  a 



f r e q u e n c y  of  1 / 8 0 0  c D N b s .  I f  t h e  c B N A  l i b r a r y  a c c u r a t e l y  

r e f l e c t s  t h e  p o p u l a t i o n  of m R W B s  f n  v i v o ,  t h e n  t h e  c l a s s  A hsp70 

t r a n s c r i p t s  a c c o u n t  f o r  a b o u t  0.1 3% o f  t h e  p o l y  ( A )  + t r a n s c r i p t s .  

U n d a r  h i g h  s t r i n g e n c y  h y b r i d i z a t i o n  c o n d i t i o n s  I h a v e  b e e n  a b l e  

t o  3 i s t i n g u i s h  b e t w e e n  class A ,  B and  C t r a n s c r i p t s .  U n d e r  these  

c o n J i t i o n s  t h e  c lass  A a n d  B g e n e s  c r o s s r e a c t e d  t o  a b o u t  1 5  7i of 

t h e  l e v e l  o f  s e l f  h y b r i d i z a t i o n .  H o w e v e r ,  i n  h e a t  s h o c k  R N A  

c l a s s  0 t r a n s c r i p t s  a r e  n o t  f o u n d  a t  m o r e  t h a n  t h e  l e v e l  t h a t  

c a n  be a c c o u n t e d  f o r  b y  c r o s s h y b r i d i z a t i o n  t o  w i t h  t h e  c l a s s  A 

t r a n s c r i p t s .  I t  i s  t h e r e f o r e  l i k e l y  t h a t  t h i s  g e n e  i s  n o t  h e a t  

s h o c k  i n d u c i b l e .  T h e  c l a s s  C g e n e  d o e s  n o t  d e t e c t a b l y  

c r o s s - h y b r i d i z e  w i t h  t h e  c l a s s  A o r  B g e n e s  a t  h i q h  s t r i n g e n c y  

a n d  s y n t h e s i z e s  a m R N A  t h a t  is l a r g e r  t h a n  t h e  c l a s s  A gene 

t r a n s c r i p t .  I t  is t r a n s c r i b e d  a t  a l l  s t a g e s  o f  d e v e l o p m e n t  a n d  

s h o w s  a d i f f e r e n t  d e v e l o p m e n t a l  e x p r e s s i o n  p a t t e r n  t h a n  z i t h e r  

o f  2 c t i n  o r  t r o p o m y o s i n  g e n e s .  I t  u i l l  b e  i n t e r e s t i n g  t o  

d e t e r m i n e  u h e t h e r  t i s s u e  s p e c i f i c  e x p r e s s i o n  o f  t h i s  s e n e  

OCCU rs. 

T h e  c l a s s  A a n d  04 2.9 a n d  09 1.7 k b  E c o R I  c l o n e s  a l l  show 

a n  i n c r e a s e  i n  t r a n s c r i p t i o n  i n  r e s p o n s e  t o  h e a t  s h o c k .  

I r r a s p e c t i v e  o f  t h e  R H A   reparation t h e  e x p r e s s i o n  of t h e  04 2.9 

k b  f r a g ~ e n t  does n o t  i n c r e a s e  more t h a n  2 t o  3 f o l d  i n  r e s p o n s e  

t o  h e a t  s h o c k .  A s imi l a r  t y p e  o f  h s p 7 0  g e n e ,  w h i c h  is 94% 

h o m o l o g o u s  t o  t h e  m a j o r  h e a t  s h o c k  i n d u c i b l e  h s p 7 0  g e n e  a n d  

w h o s e  t r a n s c r i p t i o n  i s  i n c r e a s e d  a b o u t  t w o  t o  t h r e e  f o l d  i n  

r e s p o n s e  t o  h e a t  s h o c k  h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  y e a s t  (B. C r a i g ,  



p e r s .  comm.). I n  c o n t r a s t  t o  04 2.9 ,  3 e t e c t i o n  o f  t h e  c l a s s  A 

a n d  B9 1.7 t r a n s c r i p t s  i n  h e a t  s h o c k  a n d  c o n t r o l  H N A  d e p e n d s  

s i g n i f i c a n t l y  u p o n  t h e  RAB p r e p a r a t i o n  b e i n q  p r o b e d .  T h i s  

a p p a a r s  t o  b e  d u e  t o  a t  l e a s t  two f a c t o r s .  F i r s t ,  w h s n  p r o b i n g  

RNA i s o l a t e d  from a m i x e d  p o p u l a t i o n  o f  u o r r a s ,  I f i n d  t h a t  ac;e 

of t h e  m a j o r i t y  of worms is s i g n i f i c a n t .  T r a n s c r i p t s  o f  b o t h  t h e  

c l a s s  A a n d  39 1.7 c l o n e s  were d e t e c t e d  i n  h i g h e r  r e l a t i v e  

a m o u n t s  ( 2  t o  4 f o l d )  i n  h e a t  s h o c k e d  l a r v a e  t h a n  i n  h e a t  

shocked a d u l t s .  S e c o n d ,  how t h e  worms were h a n d l e d  d u r i n j  R N A  

i s o l a t i o n  g r e a t l y  a f f e c t s  t h e  a m o u n t  of h s p 7 0  R W A  i n  c o n t r o l  

worsts. I b e l i e v e  t h a t  t h e  p r o c e s s e s  of c o l l e c t i n g  worms o f f  NGH 

p l a t e s  a n d  c o n c e n t r a t i n g  t h e m  by l i g h t  c e n t r i f u g a t i o n  i s  

s t r e s s f u l  e n o u g h  t o  i n i t i a t e  t h e  ' h e a t  s h o c k '  r e s p o n s e .  

U n f o r t u n a t e l y ,  a l t e r n a t i v e s  s u c h  a s  g r o w i n g  t h e  worms i n  l i q u i d  

m e d i u m  or  t r e e z i n g   the^ r a p i d l y  a r e  n o t  v i a b l e  s o l u t i o n s  t o  t h i s  

p r o b l e m .  

I n  s u a w a r y ,  u h i l e  e a c h  h s p 7 0  r e l a t e d  g e n e  s h o w e d  a u n i q u e  

e x p r e s s i o n  p a t t e r n  a s  j u d g e d  b y  N o r t h e r n  b l o t s ,  i t  is p o s s i b l e  

t h a t  some c r o s s - h y b r i d i z a t i o n  d o e s  o c c u r  b e t w e e n  t h e  v a r i o u s  

c l o n e s  . Q u a n t i t a t i v e  a s s e s s m e n t  cf t h e  e x p r e s s i o n  of t h e s e  g e n e s  

u i l l  awai t  f u r t h e r  e x p e r i m e n t s  u s i n g  e i t h e r  k i n e t i c  a n a l y s i s ,  

c D N A  p r i m e r  e x t e n s i o n  o r  N o r t h e r n  b l o t s  w i t h  q e n e  s p e c i f i c  

p r o b e s .  

T h e  g e n o m i c  o r g a n i z a t i o n  of t h e  GI gl~pap h s p 7 0  q e n e  

f a m i l y  i s  q u i t e  d i f f e r e n t  from t h a t  of pz t p & p q p ~ s & g g .  CL 

elgggmg h a s  a s i n g l e  c l a s s  A g e n e  w i t h i n  a 60 k b  r e g i o n ,  a n d  



i n c l u d i n g  t h e  c l a s s  B a n d  C  genes, n o n e  o f  t h e s e  g e n e s  a r e  

l i n k e d  u i t h i n  1 0 0  k b .  In c o n t r a s t ,  most gxosqgh&&p s t r a i n s  

c o n t a i n  f i v e  n e a r l y  i d e n t i c a l  c o p i e s  of t h e  h s p 7 0  q e n e  i n  

a d d i t i o n  t o  s e v e r a l  d i v e r g e n t  h s c  g e n e s ,  A t  t h e  87A l o c u s  t w o  

h s p 7 0  g e n e s  a r e  d i v e r g e n t l y  a r r a n g e d  b e t u e e n  a s p a c e r  r e q i o n  o f  

a b o u t  1.5 kb. A t  t h e  8 7 C  l o c u s  t h r e e  h s p 7 0  q e n e s  a re  f o u n d  

w i t h i n  a 55 k b  d i s t a n c e .  Two g e n e s  e x i s t  a s  t a n d e m  r e p e a t s  a n d  

t h e  t h i r d  i n  t h e  o p p o s i t e  o r i e n t a t i o n  a b o u t  38 k b  a u a y  ( r e v i e w e d  

by I s h - H o r o w i c z  a n d  P i n c h i n ,  1 9 8 0 ) .  T h e  t h r e e  Q ~ g s g ~ h i l a  h s c  

g e n e s  a r e  a i s p e r s e d  a t  t h r e e  s e p a r a t e  c y t o l o g i c a l  l o c a t i o n s ,  

i n c l u d i n g  o n e  l o c a t e d  a b o u t  6 k b  from t h e  x a n t h i n e  d e h y d r o q e n a s e  

g e n s  ( I n g o l i a  a n d  C r a i g ,  1 9 8 2 ;  C r a i g  i& 1 9 8 3 ) .  T h e  g, 

e l e p a n s  c lass  A g e n e  is f l a n k e d  e s s e n t i a l l y  b y  s i n g l e  c o p y  D h A  -- --- 
a n d  i n  w h i c h  n o  o t h e r  h e a t  s h o c k  i n d u c i b l e  q e n e s  a re  f o u n d .  I n  

D. gghgmggastey, t h e  s p a c e r  r e g i o n  a t  87C is o c c u p i e d  by a -- 
n u m b e r  o f  t a n d e m  c o p i e s  cf m i d d l e  r e p e t i t i v e  e l e m e n t s  w h i c h  a r e  

t r a n s c r i ~ e a  b u t  n o t  t r a n s l a t e d  i n  r e s p o n s e  t o  h e a t  s h o c k  ( L i s  ey 

a&, 1 9 7 8 ) .  T h e  g e n o m i c  o r g a n i z a t i o n  o f  t h e  y e a s t  h s p 7 0  f a m i l y  

h a s  n o t  b e e n  r e p o r t e d .  

A n u m b e r  of  o t h e r  g e n e s  h a v e  b e e n  c l o n e d  f r o m  C, eleqppg. 

Host r e p r e s e n t  m u l t i g e n e  f a m i l i e s  i n  w h i c h  members a r e  b o t h  

c l u s t e r e d  a n d  d i s p e r s e d  t h r o u g h o u t  t h s  g e n o m e .  T h e s e  i n c l u d e  t h e  

y o l k  p r o t e i n  ( B l u m e n t h n l  gg  a&, l 9 8 4 ) ,  t h e  a c t i n  ( F i l e s  ef, ga, 

l 9 8 3 ) ,  t h e  major s p e r a  p r o t e i n  ( B u r k e  a n d  Ward ,  1983)  a n d  t h e  

c o l l a g e n  ( K r a m e r  g? 34, 1 9 6 2 )  g e n e  fa lai l ies .  I n  e a c h  of these  

cases, t h e  i s o l a t i o n  o f  t h e  g e n e  f a m i l y  u a s  m a d e  p o s s i b l e  by t h e  



a v a i l a b i l i t y  o f  e i t h e r  a c l o n e d  g e n e  f r o s  a n o t h e r  s p e c i e s  o r  a 

c D N W  u h i c h  c o u l d  b e  c o n s t r u c t e d  f r o m  a  d e v e l o p m e n t a l  s t a g e  

e n r i c h e d  f o r  t h e  g e n e  ~ r o d u c t .  f o r  t h e  m a j o r i t y  o f  g e n e s  

regulating t h e  d e v e l o p m e n t  o f  C. c??qans, c l o n e d  p r o b e s  w i l l  n o t  

be  a v a i l a b l e .  T h e  c l o n i n g  a n d  w o l e c u l a r  a n a l y s i s  o f  t h e s e  

i n t e r e s t i n g  g e n e s  w i l l  r e q u i r e  u n c o n v e n t i o n a l  m e t h o d s .  R o s e  22 

a 1  ( 1 9 8 2 )  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h e  f e a s i b i l i t y  o f  u s i n g  s t r a i n  D N A  -- 
p o l y m o r p h i s m ~  t o  c l o n e  r e g i o n s  o f  t h e  s, ~&gags g e n o m e  f o r  

w h i c h  g e n e  s p e c i f i c  p r o b e s  d o  n o t  e x i s t .  H o w e v e r ,  t h e  

i d e n t i f i c a t i o n  o f  g e n e s  i n  a c l o n e d  r e g i o n  is  n o t  a l w a y s  e a s y .  

N o r t h e r n  b l o t s  are n o t  s e n s i t i v e  e n o u g h  t o  d e t e c t  l o w  a b u n d a n c e  

t r a n s c r i p t s  a n d  t h e  s c r e e n i n g  of c D N A  l i b r a r i e s  i s  b o t h  t e d i o u s  

a n d  d e p e n d s  u p o n  t h e  gEne i n  q u e s t i o n  b e i n g  r e p r z s e n t e d  i n  t h e  

l i b r a r y .  

I b e l i e v e  t h a t  t h i s  p r o b l e m  c a n  b e  a d d r e s s e d  b y  u t i l i z i n q  

t h e  h y b r i d i z a t i o n  o f  c l o n e d  C. eJggaas p r o b e s  t o  g e n o n i c  b l o t s  

o f  gs &&qqspg D N A ,  Tne e v i d e n c e  p r e s e n t e d  h e r e  i n d i c a t e s  t h a t  

s0m2 p o r t i o n s  o f  t h e  gL dgqpas g e n o a e  h a v e  d i v e r g e d  

s i g n i f i c a n t l y  f r o m  C& h i q g q p e .  I t  is  r e a s o n a b l e  t o  assuse t h a t  

t h e  d i v e r g e n t  r e g i o n s  i n c l u d e  a t o s t l y  n o n c o d i n q  D N A  s e q u e n c e s  

u h i l e  t h e  c o n s e r v e d  r e g i o n s  c o d e  for  t h e  p r o t e i n s  n e c e s s a r y  f o r  

n e a a t o d e  g r o w t h  a n d  r e p r o d u c t i o n .  F o r  e x a m p l e ,  h y b r i d i z a t i o n  of 

t h o s e  h s p 7 O  c l o n e s  w h i c h  a p p e e r  t o  b e  t r a n s c r i b e d  (c lass  A ,  

class  C ,  04 2.9 a n d  8 9  1.7) t o  & &g&ggssg DNA s h o w s  h o a o l o q o u s  

s e q u e n c e s  a re  p r e s e n t  i n  t h e  1: &iqqgpe q e n o m e .  I n  c o n t r a s t ,  

n e i t h e r  t h o s e  h s p 7 0  c l o n ~ s  f o r  w h i c h  t r a n s c r i p t i a n a l  e v i d e n c e  i s  



l a c k i n g  n o r  t h e  c l a s s  A a n d  C f l a n k i n g  r e q i o n s  a p p e a r  t o  b e  

r e p r e s e n t e d  i n  t h e  C1 sgiqqgae g e n o m e .  A c o n v e n i e n t  t w o  step 

p r o c e d u r e  f o r  i d e n t i f y i n g  u n k n o u n  c o d i n g  r e q i o n s  w o u l d  b e  t o  

f i r s t  h y b r i d i z e  t h e  C, gJ=qpag p r o b e s  t o  CL baggggg q e n o m i c  DNA 

u n d e r  m o d e r a t e  s t r i n g e n c y  c o n d i t i o n s .  I f  t h e  f r a g m e n t  p r o v e d  t o  

b e  c o n s e r v e d  b e t w e e n  t h e  t w o  s p e c i e s ,  i t  c o u l d  s u b s e q u e n t l y  b e  

u s e d  t o  p r o b e  N o r t h e r n  b l o t s  a n d  s c r e e n  c O N A  l i b r a r i e s ,  T h i s  

w o u l d  s i g n i f i c a n t l y  s i m p l i f y  t h e  p r o c e s s  of s e a r c h i n g  f o r  qenes 

o n  l a r g e  r e g i o n s  of c l o n e d  D N A .  T h i s  w i l l  b e  e s p a c i a l l y  v a l u a b l e  

i n  gI ghqans, w h e r e  t h e  smal l  g e n o m e  s i z e  a n d  r e l a t i v e  l a c k  o f  

r e p e t i t i v e  D N A  make genome w a l k i n g  f e a s i b l e ,  



D. C h a p t e r  I11 

A R e g i o n  of H i g h  Sequence D i v e r g e n c e  F l a n k i n g  t h e  Class A Hsp70 

G e n e  



I. I n t r o d u c t i o n  

G e n e t i c  v a r i a t i o n  b e t w e e n  p o p u l a t i o n s  h a s  t r a d i t i o n a l l y  

b e e n  s t u a i e a  b y  a n a l y s i s  o f  p r o t e i n  s t r u c t u r a l  v a r i a t i o n .  T h e  

e v o l u t i o n a r y  i m p o r t a n c e  of m a i n t a i n i n g  l a r g e  a n o u n t s  o f  q e n e t i c  

p o l y m o r p h i s m  i n  p o p u l a t i c n s  h a s  b e e n  w i d e l y  d i s c u s s &  ( f3r  a 

g a n e r a l  r e v i e w  see N e i  and  h o e h n ,  $ 5 8 3 ) .  T h e  a d v e n t  af 

r e c o s b i n a n t  D N A  a n a l y s i s  h a s  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e s s e d  b o t h  t h e  

n u m b e r  of g e n e t i c  markers a v a i l a b l e  a n d  t h e  p r e c i s i o n  w i t h  w h i c h  

g e n e t i c  v a r i a t i o n  c a n  b e  d e t e r m i n e d .  I n  p a r t i c u l a r ,  a n a l y s i s  of 

D N A  p o l y i a o r p h i s m s  of  m i t o c h o n d r i a 1  g e n o m e s  h a s  p r o v i d e d  a u s e f u l  

m o d e l  s y s t e m  f o r  s t u d y i n g  b o t h  t h e  e v o l u t i o n  of e u k a r y o t i c  DNA 

a n d  t h e  b i o l o g y  of m i t o c h o n d r i a  ( B r o w n ,  1983;  Avise a n d  L a n s m a n ,  

1 9 8 3 ) .  

I n  t h e  n u c l e a r  g e n o e e ,  D N A  p o l y m o r p h i s ~ s  h a v e  b e e n  u s e d  t o  

c h a r a c t e r i z e  r e g i o n s  f l a n k i n g  known c l o n e d  g e n e s  a n d  for 

r a n 3 o n l y  c l o n e d  r e g i o n s .  I n  h u n a n s ,  t h e  p r e n a t a l  d i a g n o s i s  a n d  

e v o l u t i o n  o f  8 - t h a l a s s e i n i a s  h a s  b e e n  f a c i l i t a t e d  t h r o u g h  t h e  

a n a l y s i s  of p o l y m o r p h i c  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  s i t e s  (Kan  a n d  

D o z y ,  1978;  L i t t l e  22 32, 1 9 8 0 ;  K a z a z i a n  g? q&, 1 9 8 3 ) .  T h e  

l i n k a g e  o f  r e s t r i c t i o n  s i t e  p o l y a o r p h i s m s  u i t h  l o c i  k n o u n  t o  b e  

a s s o c i a t e d  u i t h  d i s e a s e  is a c o n v e n i e n t  m e t h o d  f o r  b o t h  

i d e n t i f y i n g  ca r r i e r s  o f  t h e  d i s e a s e  a n d  f o r  t h e  m o l e c u l a r  

c l o n i n g  of t h e  l o c u s  ( f o r  e x a m p l e ,  t h e  H u n t i n q t o n ' s  3 i s e a s e  

g e n e ,  G u s e l l a  d, 3 9 8 3 ) .  R e s t r i c t i o n  f r a q a e n t  l e n g t h  

p o l y ~ o r p h i s a s  h a v e  a l s o  k e e n  u s e d  t o  i n c r e a s e  t h e  n u m b e r  o f  



a v a i l a b l e  q e n e t i c  marners a n d  t o  e s t a b l i s h  a e n e t i c  l i n k a g e  m a p s  

( B o s t e i n  gt a&, 1980;  N a y l o r  22 a&, 1904;  S o l o m o n  a n d  B o d m e r ,  

1 9 7 9 ) .  Rose et p& ( 1 9 8 2 )  h a v ~  d e t a i l e d  t h e  q e n e t i c  a n d  

e v o l u t i o n a r y  p r o b l e m s  u h i c h  way b e  a d d r e s s e d  t h r o u q h  t h e  s t u d y  

o f  g e n e t i c  v a r i a t i o n  i n  n e m a t o d e  s t r a i n s .  

B n a l y s i s  of a c l o n e d  g e n e  is g r e a t l y  f a c i l i t a t e d  i f  t h e  

g e n o m i c  l o c a t i o n  o f  t h t  c l o n e d  g e n e  a n d  its n e i g h b o u r s  a r e  

k n o u n .  I n  o r d e r  t o  map t h e  c l o n e d  h s p 7 0  g e n e s  g e n e t i c a l l y ,  a 

s e a r c h  f o r  r e s t r i c t i o n  f r a g m e n t  l e n g t h  d i f f e r e n c e s  ( R F L D s )  Mas 

i n i t i a t e d  b e t w e e n  t w o  c l o s e l y  r e l a t e d  s t r a i n s  of g & g p g s .  

P r e v i o u s  s t u d i e s  i n t o  t h e  s e q u e n c e  v a r i a t i o n  b e t w e e n  t h e  B r i s t o l  

a n d  B e r g e r a c  s t r a i n s  o f  C, t?&-?qpqg h a v e  s h o u n  t h e  p r e s e n c e  of a 

n u m b e r  o f  RFLDs (Emmons g t  &I, 1979; R o s e  et a, 1 9 8 2 ) .  F o r  

r a n d o m l y  c l o n e d  D N A  f r a g a e n t s  a d i v e r g e n c e  of a b o u t  1 %  i n  

n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  m u s t  b e  a s s u m e d  i n  o r d e r  t o  s x p l a i n  t h e  

o b s a r v e d  f r e q u e n c y  o f  k f  LESS The a D s e n c e  o f  d e t e c t a b l e  p r o t e i n  

p o l y a o r p h i s m  b e t w e e n  t h e  E r i s t o l  a n d  B e r g e r a c  s t r a i n s  (E i i t l 2 r  e t  

a l ,  1981)  s u g g e s t s  t h a t  t h e  1% s e q u e n c e  d i f f e r e n c e  is 

d i s t r i b u t e d  m a i n l y  i n  n o n c o d i n g  DNA r e g i o n s .  U s i n g  B r i s t o l  a n d  

B e r q e r a c  i n t e r s t r a i n  c x o s s e s ,  t h e  R F L D s  c a n  b e  m s p p e d  t o  

c h r o m o s o m a l  l o c a t i o n s .  T h i s  s e t h o d  i n v o l v e s  a c o m b i n a t i o n  o f  

s t a n d a r d  g e n e t i c  m a n i p u l a t i o n s  a n d  h y b r i d i z a t i o n  of c l o n e d  

p r o b e s  t o  g e n o m i c  D N A  b l o t s  (Emmons $2, 1979;  Rose e t  al, 

1 9 8 2 ) .  

I n  a n  a t t e m p t  t o  i d f n t i f y  RFLDs in r e g i o n s  f l a n k i n q  t h e  

c l o n e d  h s p 7 0  q e n s s  I h a v e  f o u n d  a  r e g i o n  o f  t h e  CL deqaqs 



genome i n  which RFLDs i;rc h i c j h l y  clustered. The results s u g g e s t  

t h a t  some r e g i o n s  of t h e  y e n o a e  accuwulate a u t a t i o n s  a t  a rate  

10 t o  20  f o l d  h i g h e r  than o t h e r  r e g i o n s .  



11. H a t e r i a l s  a n d  Hethods  

S c r e e n  E3gyELag gtgpiq f o g  EELQs ----- 
F o u r  u q  p e r  l a n e  of B r i s t o l  o r  B e r g e r a c  g e n ~ m i c  D N A  uere 

d i g e s t e d  w i t h  a n  excess of Ecoi i i ,  s e p a r a t e 4  o n  0 . 6 %  aqarose qeis 

a n d  t r a n s f e r r e d  t o  n i t r o c e l l u l o s e  u s i n g  t h e  m e t h o d  o f  S m i t h  a n 8  

S u m m e r s  (1980). F i l t e r s  were hybridized u n d e r  n o i e r a t e  

s t r i n g e n c y  c o n d i t i ~ n s  t o  e a c h  of t h e  c l a s s  A ,  9 2 n d  C E c o R I  

s u b c l o n e s .  S u b s e q u e n t  ~ r c b i n g  f o r  R F L D s  e m p l o y e d  B r i s t o l  a n d  

B e r g t r a c  g e n o m i c  D N A  c o a ~ l e t e l y  d i q e s t e d  w i t h  S a l I ,  XhoX, BamHI, 

P s t I ,  SmaI, X b a I  o r  K p n l  a n d  h y b r i d i z e d  a g a i n s t  v a r i o u s  c l a s s  A ,  

0 a n d  C p r o b e s .  

N o r t  h e r n s  --------- 
cr ~ & ~ ~ P ~ s ~  s t r a i n  E e r g e r a c ,  a n d  C, hiqggqg, s t r a i n  G 1 0  

w o r m s  were h e a t  s h o c k e d  a t  3 5 O C  f o r  f o u r  h o u r s  t h e n  a l l o w e d  t o  

r e c o v e r  a t  2O0C f o r  9 0  m i n u t e s  p r i o r  t o  i s o l a t i o n  o f  t o t a l  R E A .  

C o n t r o l  worms u e r e  m a i n t a i n e d  a t  2 0 • ‹ C .  F o r m a l d e h y d e  RkA g e l s  

c o n t a i n i n g  17 ug of t o t a l  R N A  p e r  l a n e  were r u n  a s  d e s c r i b e d  i n  

C h a p t e r  XI. 



S c r e e n i n g  ~f !3g3aerpc & i & x ~ y  f g ~  C L ~ ~ H  A Qmzo~ 5 C l o n e s  ------- 
T h e  c o n s t r u c t i o n  o f  s E e c a e r a c  s t r a i n  l i b r a r y  i n t o  C h a r o n  4 

was d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  XI. F i v e  g e n o m e  e q u i v a l e n t s  u e r e  

s c r e e n e d  w i t h  t h e  B r i s t o l  c l a s s  A 6.6 k b  EcoRI f r a q i a e n t .  

T h i r t y - o n e  p o s i t i v e s  were i s o l a t e d  o n  t h e  f i r s t  s c r e e n  a n d  29 of 

t h e s e  retested p o s i t i v k  o n  t h e  s e c o n d  s c r e e n ,  I n  h o p e s  o f  

a n a l y s i n q  o n l y  t h e  class A c l o n e s ,  s e v e n  o f  t h e  p o s i t i v e s  u i t h  

s t r o n g e s t  h y b r i d i z a t i o n  s i g n a l  u e r e  g r o u n  u p  a n d  p h a g e  D N A  was 

i s o l a t e d .  

E s t i m a t i o n  of ggqggucg Diveyqpec? -------- 
F o r  e a c h  s t r a i n ,  t h e  n u m b e r  o f  r e s t r i c t i o n  s i t e  d i f f e r e n c e s  

was d i v i d e d  b y  t h e  t o t a l  number cf h e x a n u c l e o t i d e  r e s t r i c t i o n  

sites m u l t i p l i e d  by  s i x .  T h i s  value was c a l c u l a t e d  f o r  e a c h  

s t r s i n  a n d  t h e  a v e r a g e  was t a k e n  ( s e e  B e n d e r  a_&, l ! ? 8 3 a ) .  



111. R e s u l t s  

S e a r c h  f o r  E c o R X  S i t e  R F L D s  &n &kg class lLL g a ~ g  I33gh~~ ------ --- ----- --- ----- 
F i g u r e s  3.1, 3.2 a n d  3.3 s h o w  t h e  r e s u l t s  of h y b r i d i z a t i o n  

of t h e  class A ,  ti a n d  c r e g i o n  s u b c i o n e s  t o  E c o K I  d i g e s t s  o f  

B r i s t o l  a n d  B e r g e r a c  s t r a i n  DNA. F o r  t h e  c l a s s  B a n d  C g e n e s ,  

c o m p a r i s o n  of t h e  B r i s t o l  a n d  B e r g e r a c  g e n o m e s  f a r  R F L D s  s h o w e d  

t h a t  t h e  f l a n k i n g  r e g i o n s  Mere i d e n t i c a l  f o r  E c o R I  s i t e s ,  I n  

c o n t r a s t ,  c o m p a r i s o n  o f  t h e  c l a s s  l? c l o n e s  s h o w e d  a s u r p r i s i n a  

r e s u l t :  e v e r y  EcoBI s u b c l o n e  s h o v e d  a RFLD b e t w e e n  t h e  t w o  

s t r a i n s .  The n a t u r e  of  t h e  R F L C  v a r i e d  frost f r a g m e n t  t o  

f r a y a e n t .  F o r  e x a m p l e ,  s o w e  B r i s t o l  s t r a i n  f r a q m e n t s  s h i f t e d  t o  

l a r g e r  f r a g m e n t s  ( t h e  2.0, 1 . 7 ,  1 . 3  a n d  0.5 k b )  , w h i l e  o t h e r s  

u e r e  s p l i t  i n t o  two o r  wore f r a g m e n t s  i n  t h e  B e r g e r a c  s t r a i n  

( t h e  6.6,  3.0 a n 3  4.8 kb). A s u m m a r y  of t h e  v a r i ~ u s  RFLDs is 

s h o w n  i n  T a b l e  3.1. 

S e v e r a l  a s p e c t s  o f  t h e  c l ass  A b l o t  a r e  w o r t h  n o t i n q .  

F i r s t ,  t h e  4.8 k b  B r i s t o l  f r a g m e n t  c o n t a i n e d  a r e p e a t e d  e l e m e n t .  

I f  i t  i s  a s s u m e d  t h a t  e a c h  E c o R I  f r a g m e n t  c o n t a i n s  o n e  c o p y  of 

t h e  e l e m e n t  t h e n  t h e r e  are a b o u t  15  c o p i e s  i n  t h e  g, ele?ans_ 

g e n o m e .  T h e  e l e m e n t  d o e s  n o t  a F p e a r  t o  b e  h i g h l y  mobile .  O t h e r  

t h a n  t h e  4 .8  k b  s h i f t e a  t o  3 .7  a n d  4.0 k b  f r a g m e n t s ,  o n l y  o n e  

o t h z r  E c o R I  f r a g m e n t  d i f f e r s  b e t w e e n  t h e  two s t r a i n s .  S e c o n d ,  

n o n e  of  t h e  m i n o r  b a n d s  t o  w h i c h  t h e  6.6 k b  f r a g m e n t  h y b r i d i z e s  



F i g u r e  3.1-  H y b r i d i z a t i o r i  of s u b c l o n e d  EcoffI f r a g m e n t s  d e r i v e d  

frog r e g i o n s  f l a n k i n g  t h e  c l a s s  9 h s p 7 0  g e n e  t a  B r i s t o l  (N2) or  

B e r g e r a c  ( H O )  D N A  d i g e s t e d  w i t h  EcoRI. T h e  4 . 8  kb  f r a g l n e n t  

c o n t a i n s  t h e  h s p 7 0  h o m o l o g o u s  r e g i o n .  narkers ar s  H i n d 1 1 1  

d i g e s t e d  l a m b d a  D N A .  H y b r i d i z a t i o n  was c a r r i e d  o u t  u n d e r  l o u  

s t r i n g e n c y  c o n d i t i o n s .  





F i g u r e  3 . 2 .  H y b r i d i z a t i o n  o f  s u b c l o n e d  EcoRI f r a q m e n t s  d e r i v e C  

from r e g i o n s  f l a n k i n g  t h e  c l a s s  C h s p 7 0  g e n e  t o  B r i s t o l  ( N 2 )  or 

B e r g e r a c  (bO) D N A  digested w i t h  EcoRI. T h e  6 , 2  a n d  4 , 3  k b  

f r a g m e n t s  contain t h e  c o d i n g  e l e m e n t .  F l a r k e r s  are H i n d 1 1 1  

d i g s s t e d  l a m b d a  D N A .  H y b r i d i z a t i o n  was c a r r i e d  o u t  u n d e r  low 

s t r i n g e n c y  c o n d i t i o n s .  





F i g u r e  3 . 3 .  H y b r i d i z a t i o r :  of s u b c l o n e d  E c o R I  f r a q m e n t s  i t e r i v c d  

front r e g i o n s  f l a n k i n 7  t h e  class A h s p 7 0  g e n e  t o  B r i s t o l  (N2) or 

B e r q a r a c  (h0) D N A  d i g e s t e d  w i t h  EcoRI. T h e  6 . 6  k b  f r a q m e n t  

c o n t a i n s  t h e  c o d i n g  e l e m e n t .  H a r k e r s  a r e  H i n d 1 1 1  d i q e s t e 3  l a m b d a  

D N A .  H y b r i d i z a t i o n  was c a r r i e d  out under l o ~  s t r i n q e n c y  

c o n d i t i o n s .  





TABLE 3 . 1  
, 

E C O R I  R F L D S  I?? C L A S S  A E S P 7 0  R E G I O N  

B r i s t o l  F r a g m e n t  ( k b )  B e r g e r a  c F r a g m e n t  ( k b )  



were s h i f t e a  b e t u e e n  t h e  B r i s t o l  a n d  Bsrqerac q e n o m e s .  T h i r d ,  

when t h e  B r i s t o l  f r a g m e n t s  ue rd  a l i i g n e d  5' t o  3 ' ,  t h e  B e r q e r a c  

R F L D s  a p p e a r  t o  s h o w  a  l i n e a r  r e l a t i o n s h i p .  F o r  e x a m p l e ,  b o t h  

t h e  0 .5  a n d  3.0 k b  f r a g a e n t s  w h i c h  a r e  a d j a c e n t  i n  t h e  B r i s t o l  

g e n o m e ,  h y b r i d i z e d  t o  a 2.3 k b  B e r g e r a c  f r a o m e n t .  S i m i l a r l y ,  

b o t h  1.3 a n d  1.7 k b  B r i s t o l  f r a g m e n t s  h y b r i d i z e d  t o  a 3.0 k b  

f r a a m e n t  i n  B e r g e r a c .  T h i s  s u g g e s t e d  t h a t  d e s p i t e  t h e  u n u s u a l l y  

h i g h  n u m b e r  of RFLDs, t h e  g e n o m i c  o r g a n i z a t i o n  i n  t h e  c l a s s  A 

r e g i o n  is s imi la r  i n  the t w o  s t r a i n s .  

E x t e n t  pf qg&& &q ghg C l a s s  4, g ~ g  E &&i~ ------ 
B r i s t o l  a n d  B e r g e r a c  g e n o m i c  DNA was d i g e s t e d  w i t h  a 

v a r i e t y  o f  r e s t r i c t i o n  enzymes a n d  t h e  c l a s s  A ,  B a n d  C r e q i o n s  

were p r o b e d  w i t h  t h e  EcobI s u b c l o n e s .  T h e  class B an6 C flanking 

r e g i o n s  d i d  n o t  s h o w  a n y  I iFLDs  w i t h  a n y  o f  t h e  e n z y m e s  o r  p r o b e s  

t e s t e d .  FEOm t h e  n u m b e r  cf n u c l e o t i d e s  s c r e e n e d  f o r  R f L D s  (1 74 

b p  i n  t h e  c l a s s  C r e g i o n  a n d  192 b p  i n  t h e  c lass  B r e g i o n )  i t  

c a n  b e  e s t i m a t e d  t h a t  t h e  c l a s s  0 a n d  C r e g i o n s  a r e  less t h a n  1% 

d i v e r g e n t  b e t w e e n  t h e  E r i s t o l  a n d  B e r g e r a c  s t r a i n s .  

F i g u r e  3.4 s h o w s  t h e  h y b r i d i z a t i o n  o f  the 3.0 kb  c lass  R 

p r o b e  t o  B r i s t o l  a n d  B e r g e r a c  D N A  d i g e s t e d  w i t h  v a r i o u s  e n z y m e s .  

S e v e r a l  R F L D s  are o b v i o u s .  F o r  e x a m p l e ,  the B a m H I  4.6 k b  ~ r i s t o l  

f r a q m s n t  s h i f t e d  t o  a 4.3 k b  f r a g m e n t  i n  B e r g e r a c .  T h e  B r i s t o l  

P s t 1  is s h i f t e d  f r o m  a b o u t  1 9  t o  2 2  kb. T h e  B r i s t o l  X h o I  4.0 k b  

i s  s h i f t e d  t o  a b o u t  1 0  k b  i n  B e r g e r a c  a n d  t h e  5.5 k b  F r i s t o l  

X b a I  f r a g m e n t  is s h i f t e d  t o  a b o u t  1 2  k b  i n  B e r q e r a c .  S i m i l a r  



F i g u r e  3.4. H y ~ r i d i z a t i o r i  o t  t h e  3 . 0  k b  c l a s s  A s u b c l o n e  t o  

B r i s t o l  (N2) and Beryerac ( R C )  D N A  d i q e s t e d  w i t h  var ious  

r e s t r i c t i o r i  enzymes. N I  and b O  D N A  was c u t  u i t h  e i t h e r  SalI, 

X b a I ,  SaaI, XhoI, PstI, cr bamH1. Four of the six d i g e s t s  show 

c l e a r  RFLDs. Markers a r e  H i n d 1 1 1  d i g e s t e d  lambda DNA. 

Hybr i a i z a t i o n  uas c a r r i e d  o u t  under l o u  s t r i n j e n c y  c o n d i t i o n s .  



Sal Xba Sma Xho Pst Barn 
BC) N2 BGN2 BO?!2 BO N2 90 N2 SO N2 



h y b r i d i z a t i o n s  w i t h  o t h e r  c l z s s  A p r o b e s  s h o w e d  t h a t  a b o u t  50% 

o f  t h e  h e x a n u c l e o t i d e  r e s t r i c t i o n  s i t e s  were a l t e r e d  i n  the 

c l a s s  A r e g i o n  o f  t h e  B r i s t o l  and  B e r g e r a c  s t r a i n s .  O v e r a l l ,  1 5  

RFLDs were d e t e c t e d  i n  t h e  1 9 2  b p  s c r e e n e d .  T h i s  c a n  b e  e q u a t e d  

t o  a ~ i n i s u m  o f  a n  8% n u c l e o t i d e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  f l a n k i n g  

r e g i o n s  ( a s s u m i n g  t h a t  the RFLDs are d u e  t o  p o i n t  m u t a t i o n s .  

hq&Pyq& pf Chgggg C J g p g g  of ghg &rAgggc CQaz= 4 K S g z  IZZgLhg 

T h e  l a r g e  n u m b e r  of RFLDs i n  t h e  c l a s s  A h s p 7 0  r e q i o n  may 

b e  d u e  t o  a n u m b e r  of g e n o m e  a l t e r a t i o n s ,  i n c l u d i n q ;  p o i n t  

m u t a t i o n s ,  d e l e t i o n s ,  i n v e r s i o n s  a n d  i n s e r t i o n  o f  m o b i l e  g e n e t i c  

e l e m e n t s .  T h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  D N A  r e a r r a n g e m e n t s  h a v e  o c c u r r e d  

h a s  b s e n  tes ted  b y  e x a ~ i n a t i o n  o f  c l o n e d  D N A  f r o m  t h e  B e r g e r a c  

s t r a i n .  A B e r g e r a c  l i b r a r y  was c o n s t r u c t e d  i n t o  C h a r o n  4 a n d  

s e v s n  c l a s s  A h s p 7 0  c l o n e s  uere i s o l a t e d  b y  h o m o l o g y  t o  t h e  

B r i s t o l  6 .6  k b  EcoRI f r a g m e n t .  D i g e s t i o n  o f  t h e  s e v e n  p h a q e  k i t h  

E c o h I  i n d i c a t e d  t h a t  a l l  s e v e n  r e p r e s e n t e d  a s i n q l e  o v e r l a ~ p i n g  

r e g i o n .  Two of t h e  s e v e n  were r e p r e s e n t e d  twice, r e s u l t i n g  i n  

f i v e  d i s t i n c t  b u t  o v e r l a p p i n g  c l o n e s .  F i q u r e  3.5 s h o w s  t h e  

e t h i d i u m  b r o m i d e  s t a i n e d  p a t t e r n  of  t h e  B r i s t o l  a n d  B e r q e r a c  

c l a s s  A p h a q e .  I t  i s  e v i d e n t  t h a t  n o n e  of t h e  EcoRf f r a q m e n t s  is 

t h e  same s i z e  b e t w e e n  t h e  t u o  s t r a i n s .  A l l  f i v e  B e r g e r a c  p h a q e  

h a d  3.7 a n d  2.9 k b  f r a g m e n t s  i n  common. S i g n i f i c a n t l y ,  t h e  sum 

o f  t h e s e  f r a g m e n t s  e q u a l  t h e  6.6 k b  B r i s t o l  f r a g m e n t .  

F i g u r e  3.6 s h o w s  t h e  h y b r i d i z a t i o n  o f  s e v e r a l  B r i s t o l  

s u b c l o n e s  t o  b l o t s  of t h e  g e l  s h o u n  i n  f i q u r e  3.5. T h e  3.0 k b  



F i g u r e  3 . 5  E t h i d i u m  b r o m i d e  s t a i n e d  q e l  of t u o  B r i s t o l  s t r a i n  

c l a s s  A p h u q e  ( l a n e s  t an6 2 )  and f i v e  Bergerac s t r d i n  c l a s s  A 

p h a j z  ( l a n e s  3 t o  7 ) .  Earkers  are H i n d I I I /  EcoRI d i g e s t e 5  lambda 

DNA. 





F i q u r e  3.6 A n t o r a d i o q r a m  of blots of the ael s h o w n  i n  F i q u r e  3.5 

a f t s r  h y b r i d i z a t i o n  t o  t h e  3.0,  0.5, 6 . 6  a n d  1 . 3  k b  class A 

s u b c l o n 2 s .  Due  t o  t h e  o v e r l a p p i n g  n a t u r e  o f  t h e  lambda p h a q e ,  

o n l y  t h e  6.6 k b  p r o b e  h y k r i d i z e s  t o  all s e v e n  clones. Markers 

a r e  EcoRI/HindIII d i g e s t r d  lambaa DNA. 





B r i s t o l  f r a g m e n t  h y b r i d i z e d  t o  3.7, 2.3 a n d  0.5 B e r g e r a c  

f r a g a e n t s .  The 0.5 kS E r i s t o l ~ s u b c l o n e  h y b r i d i z e 3  t o  a 2.3 k b  

f r a g m e n t  a n d  t h e  6.6 k t  s u b c l o n e  c o n t a i n i n g  t h e  c l a s s  A c o d i n g  

e l e t s e n t  h y b r i d i z e d  t o  t h e  3.7 a n d  2.9 k b  f r a g m e n t s .  T h e  3.7 k b  

f r a g m e n t  t h a t  t h e  6.6 k b  p r o b e  h y b r i d i z e d  t o  i s  d i f f e r e n t  f r o m  

t h e  3.7 k b  f r a g m e n t  t o  w h i c h  t h e  3.0 E r i s t o l  p r o b e  h y b r i d i z e d .  

T h e  h y b r i d i z a t i o n s  i n d i c a t e  t h a t  u h i l e  a large n u m b e r  o f  

R F L D s  h a v e  o c c u r r e d  b a t w e e n  the t u o  s t r a i n s ,  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  

s e q u e n c e s  r e m a i n s  t h e  same. The RFLDs p r e s e n t  i n  t h e  l a m b d a  

p h a g e  were i d e n t i c a l  t o  t h o s e  w h i c h  o c c u r r e d  i n  t h e  g e n o w e .  

F u r t h e r m o r e ,  t h e  l i n e a r  a r r a n g e m e n t  o f  E c o R I  s i t e s  i n  t h e  

B e r g e r a c  a n d  B r i s t o l  p h a g e  s h o u e d  t h e  c l a s s  A h s p 7 0  r e g i o n s  o f  

t h e s s  two s t r a i n s  t o  b a  c o l i n e a r .  

R e s t r i c t i o n  &~&qg pf ghg &gqerpc clags 4 &aiag ---------- 
T h e  2 2  k b  of B e r g e r a c  c l a s s  A DNA was r e s t r i c t i o n  mapped  

w i t h  s i x  h e x a n u c l e o t i d e  x e c o g n i t i o n  e n d o n u c l e a s e s  a n d  c o m p a r e d  

t o  t h e  B r i s t o l  c l a s s  A r e g i o n  ( F i g u r e  3.7) .  T h e  r e s u l t s  s h o w e d  

t h a t  t h e r e  is a n  o v e r a l l  sequence d i v e r g e n c e  of a b o u t  6% o v e r  

t h e  1 9  k b  c o m p a r e d .  H o w e v e r ,  t h e  s e q u e n c e  d i v e r g e n c e  was n o t  

e q u a l l y  d i s t r i b u t e d  t h r o u q h o u t  t h e  r e g i o n .  F i g u r e  3 .7b s h o v s  

t h a t  5 k~ o f  D N A  f l a n k i n g  t h e  g e n e  5 '  a n d  1 2  f l a n k i n g  3' h a v e  

d i v s r g e d  by 8 a n d  7X, r e s p e c t i v e l y ,  b e t w e e n  t h e  two s t r a i n s .  I n  

c o n t r a s t ,  n o  s e q u e n c e  d i f f e r e n c e  was d e t e c t e d  w i t h i n  t h e  h s v 7 0  

c o d i n g  e l e m e n t .  T h e  n e a r e s t  d e t e c t e d  s e q u e n c e  a l t e r a t i o n  was t h e  

i n t r o d u c t i o n  of a n  E c o H I  s i t e  a b o u t  150 bp 3' t o  t h e  c o d i n q  



F i g ~ r e  3 . 7 ,  R e s t r i c t i o r .  a s p  cf the N Z  a n d  B 3  c l a s s  A h e a t  s h o c k  

genes, A ,  L i n e a r  a r r a n q ~ a e n t  of t h z  o v e r l a p p i n g  B C  p h a q e .  8, 

C o m p a r i s o n  of t h e  r e s t r i c t i o n  maps of t h e  N2 a n d  00 c l a s s  A g e n e  

r e g i o n .  A s t e r i s k s  mark sites o f  a n  R F L D  c a u s e d  by e i t h e r  

g e n e r a t i o n  or l o s s  of  a r e s t r i c t i o n  s i t e .  I n v e r t e d  t r i a n q l e  5'  

t o  t h e  c o d l n g  e l e m e n t  r e ~ r e s e n t s  site of a 200 bp i n s e r t i o n .  T h e  

t h i c k  l i n e  r e p r e s e n t s  t h e  h s p 7 0  c o d i n g  r e q i o n .  H ,  H i n d I I I ;  3 ,  

E c o R I ;  X ,  XbaI; 3 ,  XhoI; 5, SalI; k, kpn1. 
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e l e m e n t .  T h e  n e a r e s t  d e t e c t e d  a l t e r a t i o n  i n  t h e  5' f l a n k i n q  

r e g i o n  is t h e  l o s s  of  a n  Ecofir s i t e  a b o u t  1.5 k b  from t h e  c o d i n g  

e l e ~ e n t .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  f l a n k i n g  r e g i o n s  s h o v s  t h a t  a b o u t  53% 

of t h e  h e x a n u c l e o t i d e  r e s t r i c t i o n  s i t e s  are i d e n t i c a l  b e t  weer. 

t h e  t w o  s t r a i n s .  T h e  c o l i n e a r i t y  of t h e  o v e r a l l  r e g i o n  i n d i c a t e s  

t h a t  m o s t  of t h e  r e s t r i c t i o n  s i t e  c h a n g e s  are n o t  t h e  r e s u l t  o f  

large DNA r e a r r a n g e m e n t s .  

gggrgh  fog 9 g g & f S ~  T g ~ n ~ ~ g ~ g b & g  glgweqg && the Bgggegg~ C l a s s  

4 LsP7P Bas&& 
C_, dgqgas, l i k e  many o r g a n i s m s ,  c o n t a i n s  m o b i l e  q e n e t i c  

e l e w e n t s ,  t h u s ,  i t  p o s s i b l e  t h a t  t h e  RFLDs r e s u l t  f r o m  

t r a n s p o s o n  i n s e r t i o n  o r  d e l e t i o n  e v e n t s ,  The B r i s t o l  a n d  

B e r g e r a c  s t r a i n s  c o n t a i n  a p p r o x i m a t e l y  25  a n d  2 5 0  c o p i e s ,  

r e s p e c t i v e l y ,  of t h e  t r a n s p o s o n ,  T c l .  H y b r i d i z a t i o n  o f  a Tcl 

e l e m e n t  (Tcl H i n  v a r i a n t  a gift of A *  Rose) s h o w e d  t h a t  n e i t h e r  

s t r a i n  ca r r i ed  t h i s  element i n  t h e  c l a s s  h h s p 7 0  r e g i o n  ( F i g u r e  

3 . 8 )  

xhg gegeegc c&ggg & Eggs 2s gygggcgiigc i q  R&SgES@ $9 Keg& 
S h o c k  ----- 

h t  elevated t e m p e r a t u r e s  t h e  B r i s t o l  a n d  B e r g e r a c  s t r a i n s  

s y n t h e s i z e  s imilar  a m o u n t s  o f  h s p 7 0  && 14~2, i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  

B e r g e r a c  s t r a i n  h a s  a n  a c t i v e ,  i n d u c i b l e ,  h s p 7 0  g e n e  

( u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ) .  F i q u r e  3.9 s h o w s  t h e  r e s u l t s  o f  

h y b r i d i z a t i o n  of t h e  c l a s s  A g e n e  t o  h e a t  s h o c k  a n d  c o n t r o l  H N A  



Fi.j~'rt:  3 . 8 .  A u t o r d d i o q i a a  of S l o t s  o f  t h e  g e l  s h o w n  i n  F ' i q u r c  

3.5 a f t a r  h y b r i d i z a t i o n  to t h e  4.6, 1.7 a n d  2.0 k b  class A 

s u b c l o n e s  and t o  the C_, $&gqaas t r 3 n s p o s o n ,  Tcl. Rarkers a r e  

H i n J I T I /  EcoRI d i g e s t e C  l a m b d a  DNA. 





F i g ~ r e  3 . 9 .  H y b r i d i z a t i c c  of t h o  b r i s t o l  c l a s s  A h s p 7 0  T s n e  t o  

C_, g&e_qans g r i s t 3 1  ( A )  anZl Berqersc (8 )  and s, h&ggs_a_g (C) heat 

s h o c k e d  ( l a n e  1 )  a n d  ccntro l  ( lane  2 )  R N A .  Heat shock was 

carriod out  a t  35OC f o r  2.5 hours a n d  f o l l o w e d  by  recovery a t  

LO•‹C f o r  6U sinutes. S I Z E S  are in ~ i l o b a s e s .  T h e  f i l t e r  was 

e x p a s e d  t o  Kodak blue b r a n d  f i l m  a t  - 8 g • ‹ C  f o r  2 d a y s  w i t h  an 

intsnsif y i n q  scraen. 





from B r i s t o l ,  Bergerac and h l q q p g  worms. Both Cz &?qqg$ 

s t r a i n s  ana t h e  closely r e l a t e d  gyiqgsqg s y n t h e s i z e  a h e a t  

shock i n d u c i b l e  wessage 2400 n u c l e o t i d e s  i n  s i z e .  I c o n c l u d e  

t h a t  t h e  B e r g e r a c  class A gene is a c t i v e l y  t r a n s c r i b e d  i n  

response t o  h e a t  shock. 



IV. D i s c u s s i o n  

The s e q u e n c e  v a r i a t i o n  b e t w e e n  t u o  s t r a i n s  of  GI eleaanz 

n a s  b e e n  c o m p a r e d  f o r  t h r e e  c l o n e d  r e q i o n s  of t h e  q e n o m e .  

U n e x p e c t e d l y ,  t h e  D N A  f l a n k i n g  t h e  c l a s s  A h s p 7 0  g e n s  s h o w e d  a 

s e q u e n c e  d i v e r g e n c e  o f  a k o u t  7 -5%. C o m p a r a b l e  s e q u e n c e  

d i f f e r e n c e s  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  f o r  o r q a n i s m s  w h i c h  a r e  

s e p a r a t e d  f o r  m i l l i o n s  o f  y e a r s  ( f o r  exantple,  cow a n 3  s h e e p ,  

11 0 2 % ~  K o h n e  g& a&, 1 9 7 2 ;  m o u s e  a n d  r a t ,  9%. M c C a r t h y  a n 9  

F a r q u h a r ,  1972). 

I n  t h e  gl gtggpnqpgaeg O r e q o n  R a n d  C a n t o n  S s t r a i n s  a 

n u c l e o t i d e  d i f f e r e n c e  o f  a b o u t  0.4% e x i s t s  ( B e n d e r  gg p&, 

1983a) Two p r e v i o u s  studies h a v e  u s e d  r a n d o m l y  c l o n e d  D N A  

f r a g m e n t s  t o  a n a l y s e  t h e  s e q u e n c e  d i v e r g e n c e  b e t w e e n  t h e  E3ristol 

a n d  B e r g e r a c  s t r a i n s  o f  C, gLeqpas (Emmons g& d, 1979 ;  Rose et 

p l ,  1 3 8 2 ) .  T h e s e  s t u d i e s  c o n c l u d e d  t h a t  a n u c l e o t  i d e  d i f f e r e n c e  

of a b o u t  1:. e x i s t s .  Ernntons g t  gl ( 1 9 7 9 )  h a v e  p r e v i o u s l y  n o t e d  

t h a t  t h i s  a i f f e r s n c e  is r a t h e r  h i g h  f o r  two c l o s e l y  r e l a t ed  

s t r a i n s  b u t  t h a t  most of  t h e  1% n u c l e o t i d e  d i v e r g e n c e  c a n  be 

a c c o u n t e d  f o r  b y  t h e  h i g h  n u m b e r  of T c l  i n s e r t i o n s  i n  t h a  

BerGerac s t r a i n .  T h e  r e s u l t s  r e p o r t e d  h e r e  s u g g e s t  t h a t  t h e  

reported 1% s e q u e n c e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  B r i s t o l  s n d  B e r q e r a c  

s t r a i n s  of CL glgggqs v a r y  b y  as much  a s  t e n  t o  t w e n t y  f o l d  i n  

s o m s  r e g i o n s  of t h e  g e n o a e .  F o r  e x a m p l e ,  i n  t h e  c l a s s  B a n d  2 

h s p 7 0  r e q i o n s  o f  t h e  g e n o m e  n o  d e t e c t a b l e  d i v e r g e n c e  o c c u t r e d  

Also, o t h e r  r e s e a r c h e r s  h a v e  n o t  d e t e c t e d  a n y  R F L D s  i n  l a r W  



r e g i o n s  of t h e  gL eJ..qqqg g e n o m e  f l a n k i n q  t h r e e  c l o n e d  m y o s i n  

g e n e s  (G. B e n i a n  a n d  R .  k a t e r s t o n ,  p e r s .  comm.). I n  c o n t r a s t ,  

t h e  c l a s s  h h s p 7 0  g e n e  f l a n k i n q  r e g i o n s  s h o w e d  a h i g h  d e q r e e  o f  

s e q u e n c e  d i v e r g e n c e .  I n  c o n t r a s t  t o  t h e  two p r e v i o u s  s t u d i e s  of  

s e q u e n c e  d i v e r q e n c e  b e t w e e n  t h e  B r i s t o l  a n d  B e r g a r a c  s t r a i n s ,  

n o n e  o f  t h e  R f L D s  d e t e c t e d  i n  t h e  c lass  A h s p 7 0  r e q i o n  was t h e  

r e s u l t  o f  T c l  i n s e r t i o n s .  

R F L D s  s a y  b e  g e n e r a t e d  by a n y  of s e v e r a l  a e c h a n i s m s  

( K a z a z i a n  p i ,  1 9 8 3 ) .  P o i n t  m u t a t i o n s  map a l t e r  t h e  

r e c o g n i t i o x ~  s e q u e n c e  o f  r e s t r i c t i o n  e n z y m e s ,  c a u s i n q  e i t h e r  t h e  

l o s s  o r  g e n e r a t i o n  o f  a r e s t r i c t i o n  site.  I n  t h i s  case, t h e  RFLD 

a p p e a r s  as  a c h a n g e  from a s i n g l e  r e s t r i c t i o n  f r a g m e n t  t o  t u o  

smaller f r a q m e n t s  w h o s e  t o t a l  l e n g t h  is e q u a l  t o  t h e  l a r q e r .  A 

clear  e x a m p l e  o f  w h e r e  this h a s  o c c u r r e d  i n  t h e  c l a s s  A h s p 7 0  

r e g i o n  was t h e  6.6 k b  B r i s t o l  E c o R I  f r a g m e n t  s h i f t e d  t o  2 . 3  a n d  

3.7 k b  f r a g m e n t s  i n  S s r g e r a c .  Many o t h e r  e x a m p l e s  o f  p o i n t  

m u t a t i o n s  s e e m e d  t o  h a v e  o c c u r r e d  i n  t h i s  r e g i o n ;  h o u e v e r  thc  

h i g h  n u m b e r  of R F L D s  m a k e s  t h e i r  i d e n t i f i c a t i o n  more d i f f i c u l t .  

F o r  e x a m p l e ,  t h e  l o s s  o f  t h e  EcoRI  s i t e  d e f i n i n g  t h e  3 '  e n d  o f  

t h e  0.5 k b  B r i s t o l  f r a g m e n t  w o u l d  n o r m a l l y  h a v s  r e s u l t e d  i n  t h e  

a d j a c e n t  3.0 k b  f r a g m e n t  b e c o m i n g  3.5 k b  i n  B e r q e r a c .  I n  f a c t ,  

t u o  a d d i t i o n a l  E c o R I  f r a g m e n t s  wers g e n e r a t e d  0 . 5  k b  a p a r t  a n d  

i n  a d d i t i o n ,  t h e  d i s t a l  3.0 k b  EcoKI  s i t e  was l o s t  i n  t h e  

corresponding B e r q e r a c  f r a g m e n t .  T h i s  g e n e r a t e d  t h r e e  ned 

f r a g m e n t s  o f  2.3, 0.5 a n d  3.7 k b  i n  t h e  B e r q e r a c  s t r a i n .  T h e  

f a c t  t h a t  o t h e r  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  s i t e s  were c o n s e r v e d  i n  this 



r e g i o n  a r q u e s  t h a t  t h e  RFLDs  o b s e r v e d  a r e  d u e  t o  a n  u n u s u a l l y  

h i g h  n u ~ b e r  o f  p o i n t  a u t a t i o n s ,  

RFLDs niay a l s o  b e  g e n e r a t e d  by i n s e r t i o n  o r  d e l e t i o n  

e v e n t s .  In t h e s e  i n s t a n c ~ s ,  B f L D s  a p p e a r  a s  t h e  g e n e r a t i o n  o f  a 

new b s n d  e i t h e r  l a r g e r  or  s m a l l e r  t h a n  t h e  o r i g i n a l  fragment.  A 

p o s s i b l e  i n s t a n c e  o f  w h e r e  t h i s  t y p e  o f  e v e n t  o c c u r r s d  i n  t h e  

c l a s s  A h s p 7 0  r e g i o n  was 5' t o  t h e  h s p 7 0  c o d i n q  e l e m e n t .  T h e  

l o s s  o f  t h e  EcoRI s i t e  b e t w e e n  t h e  B r i s t o l  1.7 a n d  1 . 3  k b  

f r a g m e n t s  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  create a  3.0 k b  f r a g m e n t  i n  

B e r q a r a c .  I n  f a c t ,  a 3.2 kb f r a g m e n t  was o b s e r v e d ,  s u q g e s t i n q  

t h e  p o s s i b i l i t y  of a 2 0 0  bp i n s e r t i o n .  L e i g h  Brown ( 1 9 8 3 )  h a s  

s h o u n  t h a t  a h i g h  f r e q u e n c y  of i n s e r t i o n / 3 e l e t i o n  e v e n t s  h a s  

o c c u r r e d  5 '  t o  t h e  c o d i n g  e l e m e n t s  a t  t h e  8 7 8  h e a t  s h o c k  l o c u s  

i n  n a t u r a l  p o p u l a t i o n s  of qgqelegpsagy. o n e  c l a s s  o f  

i n s e r t i o n  e l e m e n t s  c o n s i s t s  o f  1 0 0  t o  2 0 0  bp  f r a g m e n t s .  T h e  

s e c o n i i  c l a s s  is  c o m p r i s e 6  o f  known t r a n s p o s a b l e  e l e m e n t s .  

BFLDs aay also b e  g e n e r a t e d  by t h s  u n e q u a l  c r o s s o v e r  

b e t w e e n  t a n d o m l y  r e p e a t e d  e l e m e n t s  ( S p r i t z ,  1 9 0 1 )  o r  b y  uene 

c o n w a r s i o n  e v e n t s  ( S l i y h t o n  g? ql, 1 9 8 0 ) .  T h e  d e t e c t i o n  of t h e s e  

t y p e s  o f  RFLDs i n  t h e  c l a s s  A h s p 7 0  r e g i o n  u o u l d  r e q u i r e  

e x t e n s i v e  D N A  s e q u e n c e  a n a l y s i s .  I n  s u m m a r y ,  t h e  a a j o r i t y  of 

RFLDs i n  t h i s  r e g i o n  a p p e a r  t o  be t h e  r e s u l t  of many p o i n t  

m u t a t i o n s  w i t h  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  o n e  2 0 0  b p  i n s e r t i o n  e v e n t  

h a s  o c c u r r e d  5' t o  t h e  c o d i n q  r e g i o n .  

R e s u l t s  m a r k e d l y  s i m i l a r  t o  t h o s e  r e p o r t e d  h e r e  h a v e  

r e c e n t l y  b e e n  s h o w n  t o  e x i s t  a t  t h e  m a i z e  a l c o h o l  



d e h f d r o g e n a s e - 1  ( A d h - 1 )  f o c u s  ( J o h n s  g& d, 1 9 8 3 )  . C o m p a r i s o r i  of 

20 k b  of D N A  f l a n k i n g  s e v e n  ~ b h - 1  a l l e l e s  s h o w e d  t h a t  a n y  t u o  

a l l t l e s  v a r i e d  by  b e t s e e n  5 a n d  1 2 %  i n  n u c l e o t i 3 e  s e q u e n c e .  As 

s h o u n  h e r e  f o r  t h e  c l a s s  A h s p 7 0  r e g i o n ,  n o  s e q u e n c e  d i f f e r e n c e  

was d e t e c t e d  i n  t h e  Adh-1  c o d i n g  r e g i o n .  T h e  a u t h o r s  s u g g e s t  

f o u r  h y p o t h e s e s  t o  e x p l a i n  t h e  h i g h  l e v e l  o f  s e q u e n c e  d i v e r q e n c e  

i n  t h e  Adh-1 f l a n k i n g  r e g i o n s .  I w i l l  d i s c u s s  t h e s e  

p o s s i b i l i t i e s  w i t h  r e g a r d s  t o  t h e  GI g & h w ~  c lass  A h s p 7 0  

r e g i o n .  

F i r s t l y ,  t h e  a u t h o r s  s u g g e s t  t h a t  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  

Adh-1 g e n e  is l o c a t e d  i n  a r e g i o n  of m o b i l e  DNA e l e m e n t s .  In 

y e a s t ,  i t  h a s  b e a n  s h o w n  t h a t  t r a n s p o s a b l e  e l e m e n t  m o b i l i z a t i o n  

i s  a s s o c i a t e d  w i t h  D N A  r e a r r a n g e m e n t s  s u c h  a s  d e l e t i o n s ,  

t r a n s l x a t i o n s ,  a u p l i c a t i o n s  a n d  i n v e r s i o n s  ( C h a l e f t  a n d  F i n k ,  

1 9 8 0  ; R o e d e r  a n d  Fink, 1 9 8 0 )  . S i n c e  n o  c o p i e s  of t h e  t r a n s p o s o n ,  

T c ~  ( t h o u g h t  t o  b e  t h a  o n l y  t r a n s p o s a b l e  e l a m e n t  i n  E, deqan_g; 

Emmans gt  $A, 19133) exist i n  t h e  Cz deqqag c l a s s  a h s p 7 3  

r e g i o n ,  t h e  m o b i l i z a t i o n  of t r a n s p o s a b l e  e l e m e n t s  does n o t  

e x p l a i n  t h e  h i g h  s e q u e n c e  d i f f e r e n c e .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  o n l y  

r e p e t i t i v e  e l e m e n t  i n  t h i s  r e g i o n ,  t h a t  f o u n d  i n  t h e  B r i s t o l  4.8 

k b  E c o R I  f r a g m e n t ,  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  b e  h i q h l y  mob i l e .  

S e c o n d l y ,  J o h n s  2% a& ( 1 9 8 3 )  s u g g e s t  t h a t  p e r h a p s  t h e y  h a v e  

i n a d v e r t e n t l y  s e l e c t e d  f c r  t h e  h i g h  s e q u e n c e  d i v e r q e n c e  b y  

s e l t c t i n g  f o r  s t u d y ,  seven Adh-1 a l l e l e s  w h i c h  e x h i b i t  u n i q u e  

m o l a c u l a r  a n d  b i o c h e m i c a l  p r o p e r t i e s .  I n  t h e  case  of  t h e  zz 
e l e q a n s  c l a s s  A h s p 7 0  gene ,  t h e  B r i s t o l  a n d  B e r q e r a c  s t r a i n s  --- --- 



werz n o t  s t l e c t e d  f o r  study oecause of a n y  ~ a r t i z u l a r  p h n n o t y p i c  

d i f f e r e n c e s .  T h e y  a r e  t h e  two common l a b o r a t o r y  s t r a i n s  of  CL 

eLe_&an_s- 
T h e  t h i r d  a n d  f o u r t h  e x p l a n a t i o n s  s u q g e s t e d  b y  J o h n s  & 21 

(1983) a r e  t h a t  t h e  d o m e s t i c a t i o n  o f  @ a i Z e  i n v o l v e d  major 

g e n o m i c  r e a r r a n g e m e n t s  o f  n o n c o d i n g  D N A  o r  t h a t  t h e  h i q h  level 

of s e q u e n c e  d i v e r g e n c e  reflects a l a r g e  a m o u n t  of v a r i a t i o n  i n  

t h e  p r o g e n i t o r s  of maize. I n  b o t h  of t h e s e  cases i t  would  b e  

e x p e c t e d  t h a t  n a n r  o t h e r  r e g i o n s  of t h e  g e n o m e  w o u l d  e q u a l l y  

s h o u  a h i g h  a a n o u n t  of s e q u e n c e  d i v e r g e n c e .  I n  t h e  case  of c_% 

f?lezaa~, t h i s  i s  c l e a r l y  n o t  t h e  case-  Wo RFLDs a r e  d e t e c t e d  

b e t w e e n  t h e  B r i s t o l  a n a  E e r g e r a c  c l a s s  B a n d  C h s p 7 0  r e q i o n s ,  

n o r  i n  a l a r g e  n u m b e r  of  o t h e r  c l o n e d  r e g i o n s  ( A .  R O S E ,  K. 

B e c k e n b a c h ,  D .  B a i l l i e ,  F e r s .  coma .) . 
1 h a v e  a t t e m p t e d  t o  r u l e  o u t  s e v e r a l  o t h e r  mechanisms f o r  

t h e  occurrknce of  t h i s  h i g h  s e q u e n c e  d i v e r g e n c e .  I s o l a t i o n  of 

t h e  c o r r e s p o n d i n g  class k h s p 7 Q  g e n e  f r o m  a B e r g e r a c  q e n o r a i c  

l i b r a r y  a n a  h y b r i d i z a t i o n  of B r i s t o l  D N A  f f  a n k i n g  p r o b e s  showed 

t h a t  t h e  hsp70 c o d i n g  e l e m e n t  u a s  s u r r o u n d e d  by e s s e n t i a l l y  t h e  

same D N A  i n  b o t h  s t r a i n s .  T h i s  i n d i c a t e d  t h a t  n o  l o c a l i z e d  ~ P i a  

r e a r r a n g e m c n t s  h a v e  o c c u r r e d .  I n  a d d i t i o n ,  I h a v e  mapped t h e  

c l a s s  A h s p 7 0  g e n e  t o  c h r o m o s o m e  IV i n  b o t h  s t r a i n s ,  i n d i c a t i n c  

t h a t  no aa Jo r  D N A  r e a r r a n g m e n t s  h a v e  o c c u r r e d  ( s e e  C h a p t e r  IV). 

Two r e c e n t  s t u d i e s  on gI w & a n o q a _ s t e r  h a v e  a n a l y s e d  t h e  

a l c o h o l  a e h y d r o g e n a s z  ( K r e i t a a n  1 9 6 3 )  a n d  t h e  8 7 h  h e a t  s h o c k  

l o c i  ( L e i g h  B r o w n ,  1983)  fo r  s e q u e n c e  v a r i a t i o n  i n  a l a rge  



n u m b e r  o f  i n d i v i 3 u a l  c h r c w o s o m e s .  5 0 t h  h a v e  c o n c l u d e d  t h a t  

d i f f e r e n t  r e g i o n s  o f  t h e  g e n o m e  may b e  s u b j e c t  t o  d i f f e r s n t  

m u t a t i o n  r a t e s  o r  s e l e c t i v e  c o n s t r a i n t s .  We p r o p o s e  t h a t  t h e  

i n c r e a s e d  f r e q u e n c y  of RFLDs a r o u n d  t h e  g h e ~ p ~  class  A h s p 7 0  

g e n s  is a r e f l e c t i o n  o f  its u n i q u e  c h r o m a t i n  d o m a i n  i n  g o n a d a l  

t i s s u e  ( S n u t c h  a n 3  B a i l l i e ,  1 9 8 4 ) .  

I t  is q e n e r a l l y  t h o u g h t  t h a t  e u k a r y o t i c  D N A  e x i s t s  a s  a 200 

t o  300  A 0  c h r o m a t i n  f i t r e  w h i c h  i s  f o l d e d  i n t o  l o o p e d  d o s a i n s  

( f o r  r e v i e w  see C h a e b o n ,  1 9 7 6 )  . E v i d e n c e  s u q q e s t s  t h a t  e a c h  

l o o p e d  d o m a i n ,  c o n t a i n i n g  b e t w e e n  4 5  a n d  9 0  k b  o f  DNA ( B e n y a  jati 

a n d  Y o r c e l ,  1 9 7 6 ;  P i n o n  and  S a l t s ,  1 9 7 7 ) ,  may c o r r e s p o n d  t o  

i n d i v i d u a l  t r a n s c r i p t i o n  u n i t s  ( K o r g e e ,  1 9 7 7 ;  Lamb a n d  D a n e h o l t ,  

1 9 7 9 ) .  I t  h a s  a l s o  b e e n  shown by e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  and  

b i o c h e m i c a l  a n a l y s i s ,  t h a t  g e n e s  w h i c h  a r e  a c t i v e  or  p o t e n t i a l l y  

a c t i v e  h a v e  a l t e r e d  p r o p e r t i e s  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e s e  c h r a m a t i n  

d o m a i n s  exist i n  a d e c ~ n d e n s e d ,  e x t e n 3 e d  f o r m  ( Y a i n t r a u b  and 

G r o u d i n e ,  1 9 7 6 ;  Gare l  a n 6  A x e l ,  1 9 7 6 ;  Howard & p l ,  1 9 8 1 ;  

A n d s r s s o n  g g  pi, 1 9 8 0 ;  F o e ,  1 9 7 8 ) .  T r a n s c r i p t i o n  o f  t h e  h s p 7 0  

g e n s  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  h e a t  s h o c k  i n d u c i b l e  i n  a l a r q e  n u m b e r  

o f  s p e c i e s  (see C h a p t e r  I )  . I t  i s  f o u n 3  i n  a l l  a d u l t  t i s s u e s  

t e s t e d ,  i n c l u d i n g  s i q n i f i c a n t l y ,  t h e  g o n a d  ( L e w i s  gt d, 1 9 7 5 ;  

Z i s l s l e rwan  et d, 1 9 8 3 ;  Currie a n d  u h i t e ,  1 9 8 3 ) .  I t  w o u l d  

t h e r e f o r e  b e  e x p e c t e d  t h a t  t h i s  p a r t i c u l a r  d o m a i n  i s  i n  a n  

a c t i v e  o r  p o t e n t i s l l y  a c t i v e  c o n f i g u r a t i o n  a t  a l l  times. ue 

p r o p o s e  t h a t  m a i n t e n a n c e  o f  t h e  a c t i v e  c o n f i g u r a t i o n  o r  a c t u a l  

t r a n s c r i p t i o n a l  a c t i v i t y  i n  t h e  q e r t a l i n e  t i s s u e  w i l l  b e  



c o n i i u c i v e  t o  i n c r e a s e d  m u t a t i o n a l  e v e n t s  u h i c h  c a n  be p a s s e d  

o n t ~  t h e  n e x t  g e n e r a t i o n .  , 

I f  t h i s  p r o p o s a l  i s  cor rec t ,  u e  u o u l O  p r e 3 i c t  t h a t  t h e  

i n c r e a s e d  a c c u m u l a t i o n  of  m u t a t i o n a l  e v e n t s  w o u l d  cesse a b r u p t l y  

a t  t h e  b o u n d a r i e s  o f  t h e  h s p 7 0  d o m a i n .  S c r e e n i n g  f o r  RFLDs i n  

t h e  r s g i o n  o b t a i n e d  by u a l k i n g  5' a n d  3'  from t h s  o r i g i n a l  c l a s s  

A c l o n e d  r e q i o n  ( C h a p t e r  11) s h o w e d  t h a t ,  as  p r e d i c t e d ,  t h e  

o c c u r r e n c e  of  RFLDs f a l l s  o f f  d r a ~ a t i c a l l y  i n  t h e  limits o f  t h i s  

r e g i o n  (K- B e c k e n b a c h ,  u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ) .  T h e  r e g i o n  o f  h i ? h  

s e q u e n c e  d i v e r g e n c e  i s  a t o u t  3 0  k b  i n  l e n g t h ,  w i t h  t h e  c l a s s  

h s p 7 0  c o d i n g  r e g i o n  l o c a t e d  a t  a b o u t  t h e  m i d p o i n t  of t h i s  

d i s t a n c e ,  

I f  t h i s  p r o p o s a l  i s  correc t ,  we u o u l d  a l s o  e x p e c t  t h a t  

o t h e r  w i l d  t y p e  s t r a i n s  cf C, &gang u o u l d  a l s o  s h o u  a h i q h  

a a o u n t  of s e q u e n c e  d i v e r g e n c e  i n  t h e i r  c l a s s  A f l a n k i n q  r e q i o n s .  

A l i l m i t e d  c o m p a r i s o n  o f  t h e  s e q u e n c e  d i v e r g e n c e  b e t w e e n  E r i s t o l ,  

B e r g e r a c  a n d  s e v e n  w i l b  t y p e  s t r a i n s  s h o w e d  t h a t  t h e  B r i s t o l  

s t r a i n  a n d  t h e  w i l d  t y p e  s t r a i n s  p o s s e s s e d  i d e n t i c a l  r e s t r i c t i o n  

P a t t e r n s  f o r  t h e  c l a s s  k h s p 7 0  f l a n k i n q  r e g i o n s .  H h i l e  t h i s  

a n a l p s i s  w a s  l i m i t e d ,  i t  a p p e a r s  t h a t  t h e  s e q u e n c e  d i v e r g e n c e  i n  

t h e  c lass  A r e g i o n  i s  n o t  a s  g r e a t  i n  o t h e r  s t r a i n s  a s  i t  is  i n  

B e r g e r a c .  

It may b e ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  t h e  B e r g e r a c  g e n o m e  p o s s e s s e s  

some u n i q u e  f e a t u r e s  u h i c h  h a v e  a l l o w e d  t h e  RFLDs t o  a c c u ~ u l a t e  

i n  t h i s  r e g i o n  o r  t h a t  t h e  p r o p o s e d  t h e o r y  ( S n u t c h  a n d  B a i l l i e ,  

1 9 8 4 )  is c o r r e c t  a n d  r e f l e c t s  soaie u n u s u a l  a n d  s e v e r e  s t rgss  



t h a t  has occurred on t h e  Bergerac s t r a i n .  I t  w i l l  b e  i n t e r e s t i n g  

t o  know w h e t h e r  o t h e r  g e r m l i n e  expressed a e n e s  s h o w  a s i m i l a r  

phenomenon. 



E. C h a p t e r  IV Molecular n a p p i n g  of the C l a s s  A HSP70 Gene 



I. I n t r o d u c t i o n  

The r e l a t i v e  s i m p l i c i t y  o f  a o l e c u l a r  c l o n i n g  t e c h n i q u e s  has 

p r o d u c e d  a w e a l t h  of i n f o r m a t i o n  c o n c e r n i n g  t h e  s t r u c t u r e ,  

e x p r e s s i o n  a n &  e v o l u t i o n  of a l a r g e  n u m b e r  of e u k a r y o t i c  q e n e s .  

I d e a l l y ,  t h e  d i s s e c t i o n  of e u k a r ~ o t i c  g e n e s  is t h r o u g h  a 

m ~ l e c u l a r  g e n e t i c  a p ? r c a c h  w h e r e b y  m u t a t i o n s  i n  a q e n e  a re  

c o r r e l a t e d  t o  t h e  c o r r e s ~ o n d i n g  D N A  s e q u e n c e s *  I n  many cases, 

h o w e v e r ,  t h e  p h y s i c a l  a n a l y s i s  o f  c l o n e d  q e n e s  h a s  p r o c e z d e d  

i n d e p e n d e n t l y  of s t a n d a r d  g e n e t i c  a n a l y s i s .  

T h e  m a i n  o b s t a c l e  t c  t h i s  c o m b i n e d  a p p r o a c h  i n  o r g a n i s m s  

a m e n d a b l e  t o  b o t h  m o l e c u l a r  a n d  g e n e t i c  a n a l y s i s  is  i n  

c o r r e l a t i n g  c l o n e d  g e n e s  t o  g e n e t i c  l o c i  and  vice pgysg. I n  

pgsppi&ll, t h i s  o b s t a c l e  h a s  b e e n  o v e r c o m e  b~ t h e  &g s i t u  

h y b r i d i z a t i o n  of l a b e l l e 6  n u c l e i c  a c i d s  t o  p o l y t e n e  c h r o m ~ s o u t e s  

( G a l l  a n d  P a r d u e ,  1 9 6 9 ) .  E l e g a n t  e x a m p l e s  of t h e  p o t e n t i a l  o f  a 

n o l z c u l a r  q e n e t i c  a p p r o a c h  i n c l u d e  t h e  b i t h o r a x  c o m p l e x  ( B e n d e r  

a&, 1 9 8 3 a )  t h a  x a n t h i n e  d e h y d t o g e n a s e  g e n e  ( B e n d e r  et af, 

1 9 8 3 b ;  A C h o v n i c k  p e r s .  cownt.) a n d  t h e  d o p a  d e c a r b o x y l a s e  q e n e  

( G i l b e r t  d, 1 9 8 4 )  O n c e  t h e  c h r o a o s o m a l  l o c a t i o n  a n d  

o r i e n t a t i o n  of a c l o n e d  F r o b e  is k n o w n  i t  is p o s s i b l e  t o  ' w a l k '  

i n t ~  n e i g h b o u r i n g  r e g i o n s ,  e x t e n d i n g  the w o l e c u l s r  g e n e t i c  

a n a l y s i s  ( R e n d e r  g& pi, l 9 8 3 a , f t ) .  

I n  o t h e r  g e n e t i c a l l y  well d e f i n e 3  o r q a n i s m s  s u c h  as s, 
c e r e v i s i a e  a n d  tL & e g p q ~ ,  %p S ~ & E  h y b r i d i z a t i o n  t o  c h r o e o s o m e s  -------- 
is impractical* In t h e s e  i n s t a n c e s ,  l i n k e d  r e s t r i c t i o n  f r a q m e n t  



l e n q t h  d i f f e r e n c e s  h a w t  keen  used t o  c o r r e l a t e  c l o n e 3  qenes t o  

g e n s t i c  rnarKers ( P e t e s  ana Bos' te in ,  1 9 7 7 ;  O l s o n  d, 1 9 7 9 ;  

R o s e  e_g a&, 1 9 8 2 ;  F i l e s  g t  s i r  1983) .  

I n  g, e&gqpims, t h t  a s s i s n u t e n t  o f  c l o n e d  p r o b e s  t o  s ~ e c i f i c  

c h r o u t o s o m a l  l o c a t i o n s  r e q u i r e s  t w o  f a c t o r s .  F i r s t ,  a c l o n e d  

f r a g m e n t  o f  D R A  w h i c h  e x h i b i t s  a RFLD b e t u e e n  t h e  B r i s t o l  and 

B s r q e r a c  s t r a i n s .  S e c o n d ,  i t  r e q u i r e s  t h e  c o n s t r u c t i o n  o f  h y b r i d  

s t r a i n s  w h i c h  are h o m o z y g o u s  f o r  e i t h e r  B r i s t o l  o r  Bergerac a t  a 

k n o u n  l o c i  w h i l e  r e m a i n i n g  r a n d o m l y  h e t e r o z p g o u s  a t  a l l  o t h e r  

r e g i o n s  of t h e  g e n o m e .  

I n  t h i s  s t u d y ,  f o u r  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s  were p e r f o r m e d  i n  

a n  a t t e m p t  t o  l o c a l i z e  the  c l a s s  A hsp70 g e n e  o n  t h e  GI d g g m s  

g e n a t i c  map. T h i s  u o r K  was  c a r r i e d  o u t  f o r  s e v e r a l  r e a s o n s :  ( 1 )  

t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  c l a s s  A hsp70 g e n e  is r e l a t e d  t o  a n y  

p r e v i o u s l y  d e f i n e d  g e n e ;  (2) t o  l n a r k  i t s  c h r o a o s o r a a l  p o s i t i o n  i n  

o r d e r  t h a t  f l a n k i n g  qznes c o u l d  i s o l a t e d  a n d  c h a r a c t e r i z e d ;  (3 )  

t o  p r o v i d e  a n  i n i t i a t i o n  p o i n t  f o r  w a l k i n q  i n t o  g e n e t i c a l l y  well 

d e f i n e d  r e g i o n s ;  ( 4 )  t o  m a r k  its c h r o r a o s o m a l  p o s i t i o n  i n  o r d e r  

t h a t  p o i n t  m u t a t i o n s  o f  t h e  h s p 7 0  c lass  A g e n e  be i s o l a t e d  and 

c h a r a c t e r i z e d .  



11. mate r i a l s  a n d  n e t h o d s  

I n i t i a l l y ,  i n  o r d r r  t o  p l a c e  t h e  c l a s s  A RFLDs t o  a 

s p e c i f i c  c h r o m o s o m e ,  t h e  3.0 k b  c l a s s  A p r o b e  was b l o t t e d  t o  D N A  

r e p r e s e n t a t i v e  o f  i n d i v i d u a l  B r i s t o l  c h r o m o s o m e s .  T h e s e  s p e c i f i c  

c h r o m o s o m a l  D N A s  were c o n s t r u c t e d  by a  n u m b e r  o f  c o w o r k e r s  f o r  

u s e  i n  a p r e v i o u s  s t u d y  ( R o s e  22,  1 9 8 2 ) .  E s s e n t i a l l y ,  each 

c h r o m o s o m e  s p e c i f i c  s t r a i n  was c o n s t r u c t e d  b y  c r o s s i n q  B r i s t o l  

males h e t e r o z y q o u s  f o r  a r e c e s s i v e  v i s i b l e  a u t a t i o n  t o  w i l d  type 

B e r q e r a c  h e r m a p h r o d i t e s .  T h e  p r o g e n y  f r o m  t h i s  c r o s s  u e r z  

s e l f c r o s s e d  a n d  F2 p r o g e n y  s h o w i n g  t h e  v i s i b l e  m u t a t i o n  u e r e  

s e l a c t e d .  T h e s e  w o r m s  were h o m o z y g o u s  f o r  t h e  B r i s t o l  c h r o m o s o m e  

i n  t h e  r e g i o n  of t h e  v i s i b l e  m u t a t i o n  a n d  a a y  b e  h o m o z y g o u s  o r  

h e t e r o z y q o u s  B r i s t o l  a n d  B e r q e r a c  f o r  a l l  o t h e r  r e q i o n s  o f  t h e  

g e n o m e .  To e n s u r e  t h e  c t h e r  r e q i o n s  of t h e  q e n o m e  u e r e  r a n d o m l y  

r e p r e s e n t e d ,  a b o u t  200  i n d i v i d u a l s  were g r o u n  u p  and they were 

p o o l e d  p r i o r  t o  i s o l a t i o n  o f  C N A  (Rose al, 1 9 8 2 ) .  When 

h y b r i d i z e d  t o  E c o R I  digested D N A  o f  i n d i v i d u a l  c h r o m o s o m a l  

p r e p a r a t i o n s  t h e  3.0 k b  p r o b e  s h o w e d  b o t h  t h e  B r i s t o l  and 

B e r q e r a c  p a t t e r n s  i n  e q u a l  a m o u n t s  f o r  a l l  c h r o m o s o m e s  t e s t e d  

e x c a p t  f o r  c h r o m o s o m e  21.  T h i s  i n d i c a t e d  l i n k a g e  o f  t h i s  c l o n e d  

r e g i o n  t o  c h r o m o s o m e  11. 

I n  o r d e r  t o  m o r e  p r e c i s e l y  map t h e  c l a s s  A g e n e  o n  

c h r 3 m o s o m e  I V ,  t h r e e  f a c t o r  c r o s s e s  u e r e  c a r r i e d  o u t  b e t w e e n  t h e  

B r i s t o l  s t r a i n  wcz22 gnc- l l  a n d  t h e  S e r g e r a c  s t r a i n ,  b e t u e e n  

t h e  B r i s t o i  s t r a i n  yqs121 dgp-3 a n 3  t h e  Beraerac s t r a i n  a n d  



b e t w e e n  t h e  B r i s t o l  s t r a i n  g9~=-& g ~ y = $  a n d  t h e  B e r g e r a c  s t r a i n .  

F i q u r e  4.1 o u t l i n e s  t h e  g e n e r a b l  p r o c e 3 u r e  f o l l o w e d  i n  t h i s  type 

o f  a n a l y s i s .  F o r  e x a m p l e ,  i n  t h e  case o f  t h e  ~ ~ 2 6  ENl1+Lk 

IJJS-~ l33l++ r e c o m b i n a n t s ,  e a c h  r e c o m b i n a n t  c o n t a i n s  B e r a e r a c  

s t r a i n  c h r o m o s o m e  D E A  t o  t h e  r i g h t  o f  t h e  c r o s s o v e r  p o i n t  a n d  

B r i s t o l  s t r a i n  c h r o ~ l o s o m e  DNA t o  t h e  le f t .  I f  t h e  RFLD is 

l o c a t e d  b e t w e e n  t h o  two ~ a r k e r s ,  t h e n  soae  r e c o m b i n a n t s  w i l l  

s h o u  t h e  B r i s t o l  p a t t e r n  w h i l e  o t h e r s  w i l l  show t h e  B e r g e r a c  

p a t t e r n ,  T h e  r e l a t i v e  f r e q u e n c y  of e a c h  RFLD t y p e  r e f l e c t s  t h e  

map d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e  m a r k e r s  a n d  t h e  RFLD. I f  a l l  

r e c o m b i n a n t s  s h o w  o n e  o r  t h e  o t h e r  p a t t e r n ,  t h e n  t h e  RFLD i s  

l o c a t e d  e i t h e r  v e r y  c l o s e  t o  t h e  m a r k e r s  o n  t h e  i n s i d e  o r  b e y o n d  

t h e m  a t  a n  u n d e t e r m i n 9 d  d i s t a n c e .  

T o  p o s i t i o n  t h e  c l o n e d  f r a g m e n t  r e l a t i v e  t o  u n c - 2 2  ( t h e  

m a r k e r  u s e d  t o  c o n s t r u c t  t h e  c h r o m o s o m e  &V_ s p e c i f i c  D N A )  t h e  3.0 

k b  p r o b e  was b l o t t e d  t o  CKA f r o m  r e c o m b i n a n t s  i n  t h e  qgc~22 t o  

u n c - Z L  r e g i o n .  T h e  c o n s t r u c t i o n  o f  t h e s e  s t r a i n s  h a s  b e e n  ---- 
d e s c r i b e d  ( ~ o g a l s k i ,  1 9 8 4 ) .  B r i e f l y ,  from a c r o s s  b e t w e e n  

u n c - 2 2 _ ( g z l  ggcz3L~g&d2L& + + B r i s t o l  (N2) @ a l e s  a n d  B e r g e r a c  ------ 
( B O )  h e r r a a p h r o d i t e s ,  P I  pnc-22 gqc_AIL Ef3_(fi g9 ( + I  i n d i v i d u a l s  

wers s e l e c t e d ,  T h e s e  were a l l o w e d  t o  self a n d  Bgikl g n c - 3 l L  

u n c - 2 2  u n c - 3 1  r e c o m b i n a n t s  were s e l e c t e d  u s i n g  n i c o t i n e .  f r o m  ------ ------ 
t h e s e ,  s i x  i n d i v i d u a l  EgJ+J u ~ = 3 1 L  El319 unc-31  r e c o m b i n a n t s  

were selected a n d  D N A  u a s  i s o l a t e d  f r o m  t h e  r e c o m b i n a n t s  w h i c h  

were p o o l e d  j u s t  p r i o r  t c  DNA p r e p a r a t i o n .  The 3.0 k b  p r o b e  was 

h y b r i d i z e d  t o  t h i s  D N A ,  ~ o s i t i o n i n q  i t  r e l a t i v e  t o  g n c - 2 2  a n d  



F i g u r e  4.1. T h e  g e n e t i c  ~ r o t o c o l  f o r  c o n s t  r u c t i n q  3-f a c t o r  

crossGs .  T h e  exaiaple shokn i s  f o r  the p c ~ 2 6  t o  ~ E Y = K  r e q i o n  on 

chromosome IV. Sae  M a t e r i a l s  e n d  Methods f o r  d e t a i l s .  T h e  D N A  

from i n d i v i d u a l  unn=Z4*s a n d  q&y=3's i s  d i g e s t e d  w i t h  EcoRX a n d  

s e p d r a t e d  by a q a r o s e  g~ l e l e c t r o p h o r e s i s .  T h e  DNA i s  t r a n s f e r r e d  

t~ n i t r o c e l l u l o s e  a n d  r ,rcbed f o r  t h e  r e s t r i c t i o n  f r aqmen t  l e n g t h  

d i f f e r e n c e  (RFLD). If t h e  RFLD is  between t h e  two visible 

m a r k e r s ,  t h e n  some r e c o m b i n a n t s  w i l l  show t h e  B e r q e r a c  p a t t e r n  

a n d  o t h e r s  w i l l  show t h e  B r i s t o l  p a t t e r n .  



BERGERAC 

Pick Unc-26 and Dpy-4 recombinants 

and 

For each recombinant: progeny test five F2's and select a single F3 homozygote 

prepare DNA prepare DNA 



u n c - 3 1 .  ------ 
To p o s i t i o n  t h e  class A 3 0  k d  h s p  g e n e  r e g i o n  r e l a t i v e  t o  

u n c - 3 1  a n d  ggy9, 21 r e c o m b i n a n t  s t r a i n s  were c o n s t r u c t e d  s s  ------ 
f o l l o w s .  B a r g e r a c  h e r s a p h r o d i t e s  were c r o s s e d  t o  m1=3llg&Q?L 

&E=% ml&thlL 5 2 N2  ales a n d  v i r g i n  F1 h e r s a p h r o d i t e s  were 

p i c ~ e d  a n d  s e l f c r o s s e d .  T h o s e  p l a t e s  w h i c h  s h o w e d  n o  Dpy U n c e s  

i n  t h e  F2 uere d i s c a r d e d .  T h o s e  w h i c h  s e g r e q a t e d  Dpy U n c ' s  were 

s c r e e n e d  a n d  gnc=a  M J + L L  g n c - 3 1  gey=s r e c o m b i n a n t s  were 

s e l e c t e d .  These u e r e  s e l f c r o s s e d  a n d  s i x  F 3  worms h a v i n g  t h e  

u n c - 3 1  p h e n o t y p e  u e r e  s e t  u p  i n d i v i d u a l l y  from e a c h  r e c o m b i n a n t  ----- 
( p o t e n t i a l  g e n o t y p e s  were uqc1~3t E4Ql+u gnc-31 agr-4 o r  

h o m o z y g o u s  unc=al i33l++L !mc=Jl Ei3eL). E a c h  p l a t e  w a s  t h e n  

s c r e e n e d  f o r  Dpy U n c e s  a n d  i f  p r e s e n t  t h e  p l a t e  was d i s c a r d e d .  

One  p l a t e  trom e a c h  s e t  of s i x  u h i c h  s h o w e d  o n l y  ygcwzl l33l+LL 

u n c - 3 1  l33l+J u a s  used a s  a s t o c k  f o r  D N A  p r e p a r a t i o n s .  T u e n t y  ------ 
o n e  i n d i v i d u a l  racorsbinants  w a r e  i s o l a t e d .  F o r  e a c h ,  1 3  h i q h  

p a p t o n e  p l a t e s  were s e t  u p  u i t h  i n d i v i d u a l  worms a n d  c u l t u r e d  a t  

18OC u n t i l  m o s t  of t h e  f o o d  w a s  e x h a u s t e d .  D N A  v a s  p r e p a r e d  f r o m  

s i x  o f  t h e  p l a t e s  w h i l e  t h e  r e m a i n i n g  s e v e n  p l a t e s  u s r e  p o o l e d  

t a g e t h e r  a n d  t h e  D N A  i s o l a t e d  t h r o n q h  CsC1.  T h e  c l a s s  A 3.0 k b  

p r o ~ e  was h y b r i d i z e d  t o  CNA from t e n  i n d i v i d u a l  r e c o a b i n a n t s  a n d  

t o  t h e  p o o l e d  s a m p l e  o f  a l l  2 1  r e c o m b i n a n t s .  

To p o s i t i o n  t h e  c l a s s  A r e g i o n  r e l a t i v e  t o  p~cz26 and 

ggy=4, s i x t y  r e c o m b i n a n t  s t r a i n s  were c o n s t r u c t e d  as f o l l o w s .  

B e r g e r a c  h e r m a p h r o d i t e s  uere c r o s s e d  t o  gg==g6&2QzL 

&y=Slel-&g$lL 2 N2 males a n d  v i r g i n  h e r m a p h r o d i t e s  were p i c k e d  



a n d  s e l f c r o s s e d .  P l a t s s  u h i c h  d i d  n o t  s h o w  any Dpy Uncts were 

d i s c a r d s d .  T h o s e  c o n t a i n i n g  D p y  Uric's were s c r e e n e d  a n d  b o t h  

uric-26 89L'LL uscr2h d~rr!! a n d  BQl2t hxz!iL u ~ = &  dex-4 ------ 
r e c o m b i n a n t s  werz s e l e c t e d .  T h e s e  were s e l f c r o s s e d  a n d  f i v e  

p h e n o t y p i c a l l y  Unc o r  Dpy were s e t  u p  f r o m  e a c h  U n c  o r  D p y  

r e c o m b i n a n t ,  r e s p e c t i v e 1  y. Any p l a t e  w h i c h  s e q r e g a t e d  Dpy Uric's 

wers d i s c a r d e d .  3 n e  p l a t e  from each s e t  w h i c h  s e g r e q a t e ?  o n l y  

uric-26 BWLL us26 m ~ t l  o r  agfzr iierrg B U ~ L  G E Y = ~  w a s  ------ 
selected a n d  o n e  worm y i c k e a  and used t o  e s t a b l i s h  a s t o c k .  

T h i r t y  gqc=26 EO~+JL 2 2 ~ ~ 2 6  gQJ+L and t h i r t y  mltl SEYSL BPltk 

dey=Y r e c o m b i n a n t s  were i s o l a t e d .  F o r  e a c h ,  t e n  h i q h  p e p t o n e  - 
p l a t e s  were s e t  u p  w i t h  i n d i v i d u a l  worms  a n d  c u l t u r e d  a t  1 8 0 C  

u n t i l  t h e  f o o d  s u p p l y  r a s  a l a o s t  e x h a u s t e d .  D N A  p r e p a r a t i o n s  

u e r s  c a r r i e d  o u t  o n  5 4  of t h e s e  r e c o m b i n a n t s .  T h e  DNA was 

d i g z s t e d  w i t h  E c o R I  a n d  probed  w i t n  t h e  c l a s s  A 3*0 k b  p r o b e .  

D N A  samples were s e p a r a t e d  t h r o u g h  0.8% a q a r o s e  g e l s  a n d  

t r a n s f e r r e d  t o  t u o  p i e c e s  o f  n i t r o c e l l u l o s e  u s i n g  t h e  

b i d i r e c t i o n a l  t r a n s f e r  m e t h o d  ( S m i t h  and  S u m m e r s ,  t 9 8 O ) .  T h e  

f i l t e r s  were p r o b e d  w i t h  t h e  3.0 k b  c l a s s  A f r a g e e n t  t h a t  u a s  

n i c k - t r a n s l a t e d  t o  a s p e c i f i c  a c t i v i t y  of b e t w e e n  1 - 2 x 108  

cpnt /ug.  



111. R e s u l t s  

L i n k a s s  gf t h e  gLgss 4 BSiZQ s ~ p  pgghosogg ----- 
O f  t h e  many  R F L D s  i n  t h e  c l a s s  A r e g i o n ,  t h e  3.0 k b  E c o H I  

f r a g m e n t  was c h o s e n  f o r  u s e  a s  a p r o b e .  T h i s  f r a g m e n t  r e p r e s e n t s  

s i n g l e  c o p y  DNA ( u n l i k e  t h e  6.6 k b  o r  4.8 k b  f r a g m e n t s )  a n d  

s h i f t s  t o  t h r e e  b a n d s  i n  B e r g e r a c ,  t u o  of w h i c h  a r e  smal ler  t h a n  

t h e  3.0 a n d  t h e r e f o r e  R a k i n g  a n  e a s y  d i s t i n c t i o n  b e t w e e n  

c o m p l e t e  a n d  p a r t i a l  g e n o m i c  d i g e s t s .  F i g u r e  4.2 s h o w s  t h e  

r e s u l t s  o f  h y b r i d i z a t i o n  of t h e  3.0 k b  p r o b e  t o  D N A  h o r n o z y q o u s  

f o r  i n d i v i d u a l  B r i s t o l  c h r o m o s o m e s .  T h e  p a t t e r n  s h o w e d  b o t h  t h e  

B r i s t o l  a n d  B e r g e r a c  p a t t e r n s  i n  a b o u t  e q u a l  a m o u n t s  f o r  

c h r o m o s o m e s  I- ILLr 9 a n d  t h e  r e c i p r o c a l  t r a n s l o c a t i o n  err. T h e  

= r n  was c h r o m o s o m e  &x l a n e  h o w e v e r  s h o u e d  t h a t  t h e  B r i s t o l  p a t t -  

p r e s e n t  i n  a f a r  g r e a t e r  i n t e n s i t y  t h a n  t h e  B e r q e r a c  p a t t e r n .  

P o s i t i o n  pf 4 G e n e  B&p&Atg Lp g3=22 a n d  gnc-21 ------- 
T h e  h y b r i d i z a t i o n  p a t t e r n  o f  t h e  3.0 k b  class A p r o b e  t o  

t h e  c h r o m o s o m e  LY DNA s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  p r o b e  was n o t  c lo se ly  

l i n k e d  t o  g g ~ 3 2 .  T h e  p o s i t i o n  of t h e  c l a s s  A r e g i o n  p r o b e  was 

n e x t  p o s i t i o n e d  r e l a t i v e  gptz22 a n d  gssz41 o n  t h e  r i g h t  a r m  o f  

c h r o m o s o m e  pJ. F r o m  a crcss  b e t w e e n  B e r g e r a c  hermaphrodites a n d  

unc-22 u n c - 3 1 L  2 + N2 males, T. R o g a l s k i  i s o l a t e d  s i x  ------ ----- 
r e c o m b i n a n t  worms from t h e  F 3  q e n e r a t i o n  w h i c h  h a d  t h e  q e n o t y p e  



F i g u r e  4 . 2  H y b r i d i z a t i o n  of 3 z P - l a b e l l e d  Bristol 3 . 0  k b  class A 

p r o b e  to  DNA h o m o z y g o u s  for i n d i v i d u a l  B r i s t o l  c h r o m o s o m e s .  I ,  

c h r ~ w o s o m e  I ;  111, c h r o a c s o a e  111; IV, c h r o a o s o u i e  IV; V, 

c h r o m o s o m e  V; eT1, t r a n s l o c a t i o n  b e t w e e n  c h r o a o s o ~ e  V an6 

c h r o m o s o m e  111 ( R o s e n b l u t h  a n d  B a i l l i e ,  l 9 8 1 )  ; u n c  31 ,  pooled 

DNA from six I3312 pq~=Jll I33Jz+ gnc=al r e c o m b i n a n t s .  N2, 

B r i s t o l ;  B O ,  B e r g e r a c .  H y b r i d i z a t i o n  u a s  m o d e r a t e  s t r i n q e n c y .  

T h e  f i l t e r  was e x p o s e d  a t  - 8 0 • ‹ C  for  2 d a y s  to  KoSak  B l u e  B r a n d  

f i l m  a n d  a n  i n t e n s i f y i n g  s c r e e n .  



unc 
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B31:L uncm31L •’331+L gsr=ll.  L a c h  o f  t h e s e  s t r a i n s  c o n t a i n s  -- 
Berjerac c h r o m o s o m e  &x t c  t h e  ' l e f t  o f  t h e  c r o s s o v e r  p o i n t  a n d  

B r i s t o l  c h r o w o s o n e  t o  t h e  r i g h t .  T h e  worms s h o u l d  b e  r a n d o m  

B e r j e r a c  a n d  B r i s t o l  f u r  a l l  o t h e r  c h r o m o s o ~ e s .  E a c h  r e c o m b i n a n t  

was g r o w n  o n  p l a t e s  s e p a r a t e l y  a n d  t h e  worms p o o l e d  j u s t  p r i o r  

t o  t h e  i s o l a t i o n  of DNA. F i g u r e  4 .2  s h o w s  t h e  r e s u l t s  of 

h y b r i 3 i z a t i o n  o f  t h e  3.0 k b  p r o b e  t o  t h e  p o o l e d  D N A  ( l a b e l l e d  

u n c - 3 1 )  . O n l y  t h e  B r i s t o l  p a t t e r n  o c c u r r e d .  T h i s  i n d i c a t ~ d  t h a t  ------ 
t h e  c l a s s  A r e g i o n  was l o c a t e d  e i t h e r  v e r y  close  t o  t h e  l e f t  o f  

u n c - 3 1  ( l e s s  t h a n  1 /6  of t h e  gn5122 t o  g1c-31 d i s t a n c e )  o r  t o  ------ 
t h e  r i g h t .  

P o s i t i o n  qf CLpsp Eggs g g i ~ g a s  2 u n c - 3 1  a n d  &gy-3 ------- 
T h e  c l a s s  A g e n e  was f u r t h e r  p o s i t i o n e d  o n  c h r o n o s o a r e  b y  

p r o b i n g  r e c o m b i n a n t s  i n  t h e  r e q i c n  qic=Zl t o  T w e n t y  o n e  

r e c 3 a b i n a n t s  w i t h  t h e  g e n o t y p e  gqc-31 B u z L L  gscrll l33ltt were 

i s o l a t e d ,  g r o w n  u p  o n  plates a n d  DhlA was p r e p a r e d  from 1 2  

i n d i v i d u a l  r e c o m b i n a n t s  and  a p o o l e d  s a m p l e  from a l l  2 1  

r e c o m b i n a n t s ,  F i g u r e  4 . 3  s h o w s  t h e  h y b r i d i z a t i o n  p a t t e r n  o f  t h e  

3.0 k b  p r o b e  t o  a i g h t  i n d i v i d u a l  r e c o a b i n a n t s  a n a  t h e  p o o l e d  D N A  

s a m p l e .  All eiqht i n d i v i d u a l  r e c o m b i n a n t s  s h o u e d  t h e  B e r q e r a c  

p a t t a r n ,  I n  a s e p a r a t e  e x p e r i m e n t  t h e  D N A  from 2 o t h e r  

r e c o m b i n a n t s  was p r o b e d  a n d  a l s o  s h o w e d  t h e  B e r g z r a c  p a t t e r n .  

H y b r i d i z a t i o n  t o  t h e  p o o l e d  DNA s a m p l e  from all 2 1  r e c o m b i n a n t s  

s h o v e d  m o s t l y  t h e  B e r g e r a c  p a t t e r n ,  b u t  a d i s t i n c t  3.0 k b  

f r a g a e n t  r e p r e s e n t i n g  t h e  B r i s t o l  p a t t e r n  a l s o  o c c u r r e d .  



F i g u r e  11.3. Hybridizat ior .  of the  b r i s t o l  c l a s s  A 3 - 0  k b  probe? to 

unc-31 i331++&mwi=31 f33_(+l recoab inants .  B r i s t o l ,  (N2) ; Rerqerac, ------ 
(Bo) ; poolaG D N A  f ~ o m  2 1  recombinants ( l a n e  1 )  ; i n d i v i d u a l  

racombinants,  l a n e s  2 - 9 0  Note the smal l  amount o f  B r i s t o l  

p a t t s r n  i n  the pooled sample. Hybridizat ion s t r i n q e n c y  w a s  

modzrate. T h e  f i l t e r  was exposed a t  - 8 0 • ‹ C  f o r  5 3 a y s  to Kadak 

B l u t  Brand f i l m  a n d  an i n t e n s i f y i n q  s c r e e n .  S i z e s  are i n  

k i l u b a s e p a i r s .  





T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  c l a s s  A q e n e  r e g i o n  w a s  far t o  

the r i g h t  of !xic=Zl and t o  t h e  l e f t  o f  d ~ y - 4  ( s e e  D i s c u s s i o n )  . 

Ess&&&on of GLgss & w a g  p~ggm to ggc=28 a n d  gep11Y 

I n  order  t o  map t h e  c l a s s  A g e n e  t o  a n  a c c u r a t e  p o s i t i o n  

n e a r  &err+, a l a r g e  r e c o n b i n a t i o n  e x p e r i m e n t  was set  up .  I n  t h e  

p r e v i o u s  two m a p p i n g  e x p e r i m e n t s  o n l y  o n e  set  of p o s s i b l e  

r e c a r b i n a n t s  u a s  i s o l a t e d ,  I n  t h i s  a n a l y s i s  b o t h  u n c  a n d  dpy 

r e c o a b i n a n t s  u e r e  selected. T h i r t y  i i ~ u  R Q e L  &E=Y a n d  

24 i33I+lL gguiz2& EgJ+l r e c o m b i n a n t s  were i s o l a t e d  a n d  DNA 

was p r e p a r e d  f r o m  10  p l a t e s  o f  e a c h .  F i g u r e  4.4 s h o w s  t h e  

r e s u l t s  of h y b r i d i z a t i o n  of t h e  3.0 k b  p r o b e  t o  1 2  u n c - 2 6 ' s  a n d  

1 2  &gy=g8s, S i m i l a r  p r o b i n g  of a l l  54 r e c o m b i n a n t s  s h o w e d  t h e  

f o l l o w i n g  r e s u l t s .  F i r s t ,  a l l  30 g u z 4 , @ s  s h o u e a  B r i s t o l  p a t t e r n .  

S e c o n d ,  2 of 24  qgc=24*s s h o u e d  t h e  B r i s t o l  p a t t e r n ,  t h e  o t h e r  

22  h a v i n g  the B e r g e r a c  p a t t e r n .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  

class A g e n e  was 1 / 2 7  of t h e  u n c - 2 6  t o  eey-4 map d i s t a n c e ,  

n e a r e s t  t o  &EL*. 



F i g u r e  4 . 4 .  H y b r i d i z a t i o n  o f  3 . 0  B r i s t o l  c l a s s  A p r o b e  t o  WII=?Q 

BO~ZLL~IJ=ZP i33:L a n 3  g ~ ~ = 4 [  B Q ~ ~ L  &J=% r e c o m b i n a n t s .  A )  -- 
T u e l  ve i n d i v i d u a l  & E X = ~  r e c o m b i n a n t s  (1 a n e s  1 - 1  2 )  A l l  show t h e  

B r i s  to1 (#L) p a t t e r n .  6 )  T w e l v e  i n d i v i d u a l  r e c o a b i n a n t s  

( l a n e s  1-12) Two of t w e l v e  s h o w  t h e  Bris to l  p a t t e r n .  

H y b r i d i z a t i o n  u a s  a t  h i g h  s t r i n g e n c y .  T h e  f i l t e r s  were e x p o s e d  

a t  -80• ‹C for  2 d a y s  t o  Kadak XAR-5 b r a n d  f i l a  a n d  a n  

i n t e n s i f y i n g  s c r e e n .  Sizes a r e  i n  k i l o b a s e p a i r s .  







IV. D i s c u s s i o n  

T h e  r e s u l t s  c l e a r l y  s h o k  l i n k a g e  o f  t h s  c lass  A h s p 7 3  u e n e  

t o  c h r o m o s o m e  u. A l l  o f  t h e  c h r o m o s o m e s  t e s t e d  e x c e p t  f o r  

c h r o n o s o m e  s h o v e d  b o t h  t h e  B r i s t o l  a n d  B e r q e r n c  p a t t e r n s  ( t h e  

X u a s  n o t  t e s t e d ) ,  i n d i c a t i n g  r a n d o m  a s s o r t a r e n t .  T h e  small 

a m o u n t  ot B e r g e r a c  f r a g m e n t  F r e s e n t  i n  t h e  B r i s t o l  c h r o a ~ s o m e  ZE 

D N A  p r e p a r a t i o n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  g e n e  u a s  n o t  c l o s e l y  l i n k e d  

t o  t h e  g e n e t i c  m a r k e r  used f o r  t h e  s e l e c t i o n  of c h r o a o s o i a e  LV 

DNA ( u n c - 2 2 ) .  U s i n g  a s i m i l a r  a p p r o a c h ,  n o  r e c o m b i n a t i o n  away 

f r o m  t h e  m a r k e r  u a s  seen f o r  t h e  a c t i n  g e n e  c l u s t e r  w h i c h  maps 

a b o u t  t w o  map u n i t s  f roin dpy=fl ( F i l e s  g$ 22, 1 9 8 3 )  . 
T o  test w h e t h e r  t h e  c l a s s  A g e n e  was t o  t h e  r i g h t  or l e f t  

o f  uacr22, a t h r s e  f a c t o r  c r o s s  b e t u e e n  B r i s t o l  9~1~22 un~n=21 

a n d  t h e  B e r q e r a c  s t r a i n  u a s  c a r r i e d  o u t .  I n  t h i s  case s i n c e  a l l  

s i x  821'1 g n c - 3 1 L  I33l:l ~KJI~~ r e c s a b i n a n t s  s h o w e d  t h e  B r i s t o l  

p a t t e r n ,  t h e  3.0 k b  p r o b e  i s  e i t h e r  w i t h i n  a p p r o x i m a t e l y  0.18 

map u n i t s  (1 /6  o f  t h e  gnr1=22 t o  q g ~ z  map d i s t a n c e )  t o  t h e  l e f t  

o f  gnc-31 o r  t o  t h e  r i g h t  of it. 

T h e  3 .0  k b  p r o b e  was f u r t h e r  p o s i t i o n e d  r e l a t i v e  u n c - 3 1  a n d  

&el=g. T h e  D N A  f r o m  t e n  i n d i v i d u a l  uric-31 mg=zf BQI+L 

r e c o m b i n a n t s  a n d  a  p o o l e d  D N A  s a m p l e  f r o m  21 r e c o m b i n a n t s  was 

p r o b z d  u i t h  t h e  c l a s s  A 3.0 k b  p r o b e .  A l l  t e n  i n d i v i 3 u a l s  s h o w e d  

t h e  B e r g e r a c  p a t t e r n  w h i l e  t h e  p o o l e d  D N A  s h o u s d  m o s t l y  t h e  

B e r g e r a c  a l o n g  w i t h  a s m a l l  a m o u n t  of t h e  B r i s t o l  p a t t e r n .  This 

i n d i c a t e d  t h a t  a t  l e a s t  o n e  a n d  p r o b a b l y  n o t  m o r e  t h a n  t u o  o f  



t h e  pc=31  r e c o m b i n a n t s  w h i c h  uere n o t  a n a l y s e d  i n d i v i d u a l l y  h a d  

t h e  B r i s t o l  p a t t e r n .  T w o  c o n c l d s i o n s  c a n  b e  m a d e  from these 

d a t a :  ( 1 )  t h a t  t h e  c l a s s  A g e n e  i s  b e t w e e n  pgc-2l- a n d  &L=Y ( 2 )  

t h e  gene is w i t h i n  a b o u t  2 / 2 1  of t h e  ga~=Zl  &py -Y  d i s t a n c e ,  

c l o s e s t  t o  dgy-$ ( a b o u t  0.4 map units t o  t h e  l e f t  of d p y - 4 ) .  

I n  t h e  f i n a l  m a p p i n g  e x p e r i m e n t  b e t w e e n  u n c - 2 6  a n d  & Q Z = ~ ,  

b o t h  t h e  urrc== g g p u  p_n~=26 &Ql+L a n d  B O k L  &==4_L B O I + L  @L=U 

r e c o m b i n a n t s  were i s o l a t e d  a n d  a n a l y s e d .  T h a  results  s h o v e d  t h a t  

w h i l e  a l l  3 0  i&y=& r e c o n t t i n a n t s  h a d  t h e  B r i s t o l  p a t t e r n ,  t u o  o f  

2 4  of t h e  pic=& r e c o m b i n a n t s  h a d  t h e  B r i s t o l  p a t t e r n ,  f r o m  

t h e s e  r e s u l t s ,  i t  i s  a p p a r e n t  t h a t  t h e  c lass  A g e n e  s a p s  q u i t e  

c l o s e  t o  &y-4_. T h e  d i s t a n c e  o f  t h e  c l a s s  A g e n e  from &y=Y c a n  

b e  e s t i m a t e d  t o  b e  a b o u t  0.1 reap u n i t s  (95% c o n f i d e n c e  limits; 

0.01 t o  0.4). K n o w i n g  t h a t  t h e  g1 fsgpqgg g e n e t i c  sap c o n s i s t s  

o f  a b o u t  300 map u n i t s  a n d  t h a t  t h e  h a p l o i d  g e n o s e  s i z e  i s  8 x 

1 0 7  bop., t h e  n u m b e r  o f  b a s e  p a i r s  p e r  map u n i t  c a n  b e  e s t i m a t e d  

t o  be a b o u t  2 6 7 , 0 0 0 .  T h i s  w o u l d  p l a c e  t h e  c lass  A h s p 7 0  q e n e  

a b o u t  2 7 , 0 0 0  base p a i r s  to  t h e  l e f t  of c&p=g. I f  t h i s  is 

c o r r e c t ,  t h e n  we Bay h a v e  a l r e a d y  c l o n e d  t h e  &i=$ l o c u s  i n  the 

6 0  k b  o f  i s o l a t e d  D N A  i n  t h i s  r e g i o n .  N o r t h e r n  b l o t  a n a l y s i s  d i d  

n o t  d e t e c t  a n y  t r a n s c r i p t s  o t h e r  t h a n  t h o s e  of t h e  class A g e n e  

i n  t h i s  r e g i o n ,  h o w e v e r ,  low a b u n d a n c e  t r a n s c r i p t  w o u l d  n o t  h a v e  

b e e n  d e t e c t e d  i n  t h i s  a n a l y s i s .  

I t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  t h e r e  is  a n  a l t e r n a t e  e x p l a n a t i o n  

f ~ r  t h e  f i n d i n g  t h a t  t u o  of t h e  24  g&c-&& r e c o m b i n a n t s  possess 

t h e  B r i s t o l  p a t t e r n .  I t  is p o s s i b l e  t h a t  t h e  c l a s s  I h s p 7 0  q e n e  



i s  t o  t h e  far r i g h t  o f  GEES end  a s e c o n d  r e c o m b i n a t i o n  a v e n t  

p r o 3 u c e d  t h e  t u o  B r i s t c l  p a t t e r n s .  F o r  s u c h  a n  e v e n t  t o  h a v e  

o c c u r r e d  w i t h  a f r e q u s n c y  o f  2 i n  2 4 ,  t h e  c lass  A g e n e  w ~ u l d  b e  

a p p r o x i m a t e l y  29 s a p  u n i t s  t o  t h e  r i g h t  of g g ~ = u  (95% c o n f i d e n c e  

limits; 4.0 t o  9 2 . 0 ) .  This i s  u n l i k e l y  s i n c e  agyy- i s  t h e  most 

d i s t a l  i a a r k e r  f o u n d  o n  c h r o s o s o s e  A t  most t h e  c h r o m o s o m e  

p r o b a b l y  e x t e n d s  o n l y  t w o  t o  t h r e e  map  u n i t s  p a s t  &EL='). 

T h e  u s e  of RFLDs i n  m a p p i n g  c l o n e d  g e n e s  h a s  become v e r y  

v a l u a b l e  i n  c o r r e l a t i n g  g e n e t i c  a n d  m o l e c u l a r  d a t a  i n  C. 

e&gpgs. I n  a d d i t i o n  t o  t h e  p r e v i o u s l y  m e n t i o n e d  a c t i n  g e n e s ,  - 
t h e  5s r D N A  c l u s t e r  h a s  b e e n  m a p p e d  o n  c h r o m o s o m e  1 n e a r  u n c - 5 2  

[ D .  H e l s o n ,  p e r s .  coma.) a n d  two yolk p r o t e i n  genes, YP3 a n d  

YP4, h a v e  b e e n  l a c a l i z e d  t o  t h e  g c h r o a o s o a e  (T .  B l u a e n t h a l ,  

p e r s .  comm.) . I n  a d d i t i o n ,  m a n y  c o p i e s  of t h e  t r a n s p o s o n  T c l  

h a v e  b e e n  mapped t o  v a r i o u s  c h r o m o s o m a l  p o s i t i o n s  (A .  Rose; K .  

B e c k e n b a c h ;  D m  Moermdn, p r s .  comm.). 

K n o I d l ~ j  t h e  c h r o a o s o w a l  l ~ c a t i o n  of t h e  c l a s s  A h s p 7 0  g e n e  

g r e a t l y  f a c i l i t a t e s  i t s  p o t e n t i a l  f o r  q e n e t i c  a n a l y s i s .  T h e  

r e g i o n  n e a r  &y-fl c a n  lae s c r e e n e d  f o r  l e t h a l ,  v i s i b l e  a n 3  

c o n d i t i o n a l  m u t a t i o n s  i n  a n  a t t e m p t  t o  select m u t a n t s  i n  t h e  

h s p 7 0  g e n e .  I f  s u c c e s s f u l ,  t h i s  type of a n a l y s i s  w o u l d  h e l p  

i d e n t i f y  b o t h  t h a  b i o c h e m i c a l  a n d  d e v e l o p m e n t a l  f u n c t i o n s  of t h e  

c l a s s  A gene  p r o d u c t .  



F i g u r e  4 . 5 .  T h e  r e g i o n  a r o u n d  &qri=i2 31  ifi C, Qeqais. $ ~ y = 3  i n  

t h e  ~ o s t  d l s t a l  a a r k e r  cc  t h e  r i q h t  c h r o m o s ~ m e  I V .  T h e  relative 

p o s i t i o n s  or n o n e s s e n  t i a f  g e n e s  a n  2 several deficiencies and  

d u p l i c a t i o n s  i s  s h o u n .  The p o s i t i o n  of t h ~  class A hsc70 g e n e  

( w i t h  95% c o n f i d e n c e  l i m i t s )  is shoun. 





G e n e s  c o d i n g  f o r  s e v e n  of  t h e  Dhgspghl~q gg&ng~~qs,ts~ h s p s  

h a v e  b e e n  mapped c y t o l o g i c a ~ l  y by h y b r i d i z a t i o n  o f  c l o n e d  probes 

t o  p o l y t e n e  c h r o m o s o a e s  ( S p r a d l i n g  g3, 1 9 7 7 ;  H e n i k o f f  a n d  

H e s e l s o n ,  1 3 7 7 ;  A r t a v a n i s - T s a k o n a s  e& pt, 1 9 7 9 ;  H o l w g r e n  gl., 

1 9 7 9 ;  Corces e$ $1, 1 9 8 0 ;  C r  a i q  a n d  M c C a r t h y ,  1 9 6 0 ) .  A t t e n t p t s  t o  

i s o l a t e  m u t a t i o n s  i n  t h e  l&pssi~h&l~ h s p  g e n e s  h a v e  n o t  

s u c c e e d e d .  G a u s z  8% sf (1981) c o u l d  n o t  d e t e c t  v i s i b l e ,  l e t h a l  

o r  t e m p e r a t u r e  s e n s i t i v e  m u t a t i o n s  i n  t h e  h s p 7 0  g e n e .  S i m i l a r l y ,  

u s i n g  t h r e e  d i f f e r e n t  t a u t a g e n s ,  R o h l e r  a n d  P a r d u e  ( 1 9 8 4 )  c o u l d  

n o t  d e t e c t  a n y  v i s i b l e  or  l e t h a l  m u t a t i o n s  a f f e c t i n g  t h e  93D 

h e a t  s h o c k  l o c u s ,  S e v e r a l  e x p l a n a t i o n s  f o r  t h e  f a i l u r e  t o  d e t e c t  

m u t a t i o n s  a t  t h e s e  l o c i  i n c l u d e :  ( I )  t h a t  t h e  h s p  g e n e s  are 

n o n a s s e n t i a l  ( 2 )  t h a t  o t h e r  l o c i  c a n  c o m p e n s a t e  f o r  t h e  l o s s  o f  

t h e  h s p  g e n e  p r o d u c t  (3 )  t h e  s c r e e n i n g  e x p e r i m e n t s  u e r e  n o t  

c a r r i e d  o u t  u n d e r  c o n d i t i o n s  i n  w h i c h  t h e  g e n e  p r o d u c t s  a r e  

r e q u i r e d .  

T h e  c o n s e r v a t i o n  of  a 93C-like l o c u s  i n  d i s t a n t l y  r e l a t o t 3  

D r o s o e h i l a  s p e c i e s  a n d  t h e  c o n s e r v a t i o n  of h s p 7 0  from ----- -- 
p r o k a r y o t e s  t o  h i g h e r  e u k a r y o t e s  a r g u e s  a q a i n s t  a n o n e s s e n t i a l  

r o l e ,  T h e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e s e  r e s u l t s  may i n v o l v e  a 

c o a b i n a t i o n  o f  t h e  l a s t  two e x p l a n a t i o n s .  It is p o s s i b l e  t h a t  

m u t a t i o n s  i n  t h e  h s p 7 0  g e n e  c a n  b e  c o m p e n s a t e d  f o r  by o t h e r  

l o c i .  F o r  e x a r a p l e ,  b y  t h e  i n c r e a s e d  s y n t h e s i s  of t h e  h s p 6 3  qene 

p r o d u c t  o r  p e r h a p s  by a s l i g h t  i n c r e a s e  i n  e i t h e r  t h e  s y n t h e s i s  

o r  s t a b i l i t y  o f  t h e  h s ~ 7 0  c o q n a t e  q e n e  p r o d u c t s .  A l t e r n a t i v e l y ,  

L o o r a i s  a n d  W h e e l e r  ( 1 9 8 2 )  h a v e  i s o l a t e d  s e v e r a l  D&c_tyo_g&eL&u_ql 



m u t i i n t s  u h i c h  have  l o s t  t h e  a b i l i t y  t o  s h o w  a t h e r r n o t o l e r a n c e  

e f f e c t ,  T h e s e  m u t a n t s  d o  n o t  s j n t h e s i z e  t h e  l o w e r  m o l e c u l a r  

u e i j h t  h s p s .  It  seems, t h e r e f o r e ,  t h a t  u n d e r  t h e  r i g h t  s e l e c t i o n  

c o n d i t i o n s ,  m u t a t i o n s  u h i c h  a f f e c t  h s p s  s y n t h e s i s  c a n  be 

i s o l a t e d .  

T h e  r e q i o n  o n  c h r o m o s o m e  42 d e f i n e d  b y  t h e  d e f i c i e n c y  gDfZ 

i s  t h e  most e x t e n s i v e  g e n e t i c a l l y  c h a r a c t e r i z e d  r e q i o n  i n  CL 

e l e p a n s  ( H o e r w a n ,  1 9 8 0 ;  E o e r m a n  a n d  B a i l l i e ,  1 9 7 9 ;  R o g a l s k i ,  --- --- 
1 9 8 4 ;  R o g a l s k i  g& a&, l 9 E Z ) .  T h e  1.5 map u n i t  r e g i o n  c o n t a i n s  a n  

e s t i m a t e d  34  g e n e s ,  i n c l u d i n g  t h e  m u s c l e  q e n e ,  9 ~ 2 2 .  A b o u t  70 

a l l ~ l e s  a n d  s e v e r a l  i n t e r n a l  d e l e t i o n s  o f  gnc-22 h a v e  been 

i s o l a t e d ,  m a k i n g  t h i s  g e n e  a n  e x c e l l e n t  c a n d i d a t e  f o r  m o l e c u l a r  

g e n e t i c  d i s s e c t i o n  ( R o g a l s k i ,  l 9 8 4 ) ,  Y h i l e  i t  i s  p o s s i b l e  t o  

w a l k  t h e  e s t i m a t e d  1 . 5  x 1 0 6  b p  from t h e  c l o n e d  h e a t  s h o c k  

r e g i o n  t o  qqc=a by p i c k i n g  u p  a series o f  o v e r l a p p i n q  c l o n e s ,  a 

q u i c k e r  m e t h o d  is t o  ' j u m p '  a c r o s s  l a r q e  d i s t a n c e s  by t h e  u s e  of 

d e f i c i e n c e s  or  i n v e r s i o n s  ( B e n d e r  g& a&, 1 9 8 3 a . b ) .  A l o n g  t h i s  

l i n a ,  a n u m b e r  o f  d e l e t i o n s  i n  t h e  ~ I L E - Z ~  t o  r s q i o n  h a v e  

b e e n  i s o l a t e d  a n d  c o w o r k e r s  a r e  c o n t i n u i n q  t o  i s o l a t e  wore 

( F i g u r e  4.4; G. M i l d ,  D. B a i l l i e ,  L. D o n a t i  p e r s ,  comm.). O n c e  

t h e  r i g h t  h a n d  b r e a k  p o i n t  of  t h e  d e l e t i o n  is f o u n d ,  a t o t a l  

d i g e s t  E c o R I  l i b r a r y  c a n  b e  c o n s t r u c t e d  i n t o  an i n s e r t i o n  v e c t o r  

s u c h  a s  l a m b d a  G t l O .  T h i s  l i b r a r y  w o u l d  b e  s c r e e n e d  f o r  t h e  

r e c o m b i n a n t  f r a g m e n t  c o n t a i n i n g  t h e  d e l e t i o n  b r e a k  p o i n t  a n d  t h e  

w a l k  c o u l d  b e  c o n t i n u e d  i n t o  t h e  m c - u  r e g i o n ,  T h e  o r i e n t a t i o n  

of t h e  walk c o u l d  be m o n i t o r e d  by b l o t t i n g  c l o n e d  f r 3 s m e n t s  



a g a i n s t  a n y  of  t h e  d e f i c i e n c y  C N A s  whose b r e a k  p o i n t s  flank 

u n c - 2 2 ,  3 ------ 
A n o t h e r  b e n e f i t  o f  d e t e r m i n i n g  t h e  l o c a t i o n  of t h e  c l a s s  A 

h s p 7 0  g e n e  is t h a t  i t  p r o v i d e s  a ~ h r 0 ~ 0 ~ 0 @ a l l y  p o s i t i o n e d  c l o n e d  

m a r k e r ,  3 .  S u l s t o n  a n d  c o w o r k e r s  a t  C a a b r i d q e  a re  a t t e m p t i n q  t o  

p h y s i c a l l y  a a p  t h e  e n t i r e  g&qpgg g e n o m e  u s i n g  r a n d o m l y  

i s o l a t e d  cosa id s .  I n  o r d e r  t o  correla te  t h e  v a s t  a m o u n t  o f  

r e s t r i c t i o n  m a p  d a t a  t o  t h e  g e n e t i c  ssp ,  s p e c i f i c a l l y  m a p p e d  

c l o n e d  m a r k e r s  a re  r e q u i r e d .  T o u a r d s  t h i s  e n d ,  t h e  c lass  A h s p 7 0  

g e n e  w i l l  p r o v i d e  a d e f i n i t i v e  ~ a r k e r  o n  t h e  r i g h t  arm of 

c h r o m o s o m e  &I. 



F. Summary ahd C o n c l u s i o n s  

The major aim of t h i s  t h e s i s  was t o  d e m o n s t r a t e  t h e  

p o s s i b i l i t y  of u t i l i z i n q  C1 dgqpas a s  a model s y s t e m  f o r  t h e  

s t u d y  of t h e  h e a t  s h o c k  r e s p o n s e  i n  a h i g h e r  e u k a r y o t e .  My 

r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  _C2 gleqqa~ is a s u i t a b l e  o r g a n i s m  i n  u h i c h  

t o  a n a l y s e  many  a s p e c t s  cf t h e  h e a t  s h o c k  r e s p o n s e ,  i n c l u d i n c ,  

h s p  g e n e  o r g a n i z a t i o n ,  r e q u l  a t i o n  a n d  e v o l u t i o n .  

C u l t u r i n g  o f  g, &eqagg o f  t e m p e r a t u r e s  a b o v e  2g• ‹C r e s u l t e d  

i n  t h e  i n c r e a s e d  s y n t h e s i s  o f  a t  l e a s t  n i n e  p o l y p e p t i d e s .  T h e  

m a j o r  i n d u c i b l e  h s p  has a n  a p p a r e n t  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  7 0  

k i l ~ d a l t o n s .  A s imi l a r  h s p  i s  f o u n d  i n  a l l  o r g a n i s m s ,  i n c l u d i n g  

p r o k a r y o t e s .  The c o n s e r v a t i o n  o f  h s p 7 0  t h r o u g h o u t  e v o l u t i o n  

s u g q e s t s  t h a t  t h e  s t ress  r e l a t e d  f u n c t i o n  of t h i s  p o l y p e p t i d e  is 

f u n d a m e n t a l  t o  t h e  s t r u c t u r e  a n d / o r  r e q u l a t i o n  of a l l  ce l l s .  

T h e  i s o l a t i o n  o f  s e q u e n c e s  h o w o l o g o u s  t o  t h e  Q r o ~ o p h i l a  

h s p 7 0  g e n e  f r o m  a gsggags g e n o l r i c  l i b r a r y  s h o u e d  t h a t  zz 
f&gpgs p o s s e s s e s  a sma l l  m u l t i g e n e  f a m i l y  of h s p 7 0  r e l a t e d  

s e q u e n c e s .  T h e  N o r t h e r n  b l o t  a n a l y s i s  of h s p 7 0  q e n e  e x p r e s s i o n  

c o n d u c t e d  i n  t h i s  t h e s i s  u o r k  t a k e n  t o q e t h e r  w i t h  t h e  s t u d y  of  

h s p l 6  g e n e  e x p r e s s i o n  c a r r i e d  o u t  by R u s s n a k  & a_& ( 19031 ,  

s u g g e s t s  t h a t  t h a  h e a t  s h o c k  r e s p o n s e  is r e q u l a t e d ,  a t  l e a s t  i n  

p a r t ,  a t  t h e  l e v e l  of t r a n s c r i p t i o n .  T r a n s c r i p t s  of t h e  h e a t  

s h o c k  i n d u c i b l e  c l a s s  A ,  04 2.9 a n d  89 1 . 7  g e n e s  w e r p  a l s o  

d e t e c t e d  i n  worms c u l t u r e d  a t  2 0 0 C .  I t  is p o s s i b l e  t h a t  t h i s  

r e s u l t  i s  d u e  t o  c r o s s r e a c t i o n  of t h e s e  p r o b e s  w i t h  h e a t  s h o c k  



c o g n a t e  t r d n s c r i p t s  o r  t h a t  t h e s e  t r a n s c r i p t s  a re  s y n t h e s i z e d  a s  

a r z s u l t  o f  t h e  stresses i n v o l v e d  i n  c o l l e c t i n q  u o r m s  o f f  a q a r  

p l a t e s .  It i s  a l s o  p o s s i t l e  t h a t  t h e s e  g e n e  p r o d u c t s  a re  

r e q u i r e d  d u r i n g  n s m a t o d e  d e v e l o p m e n t  o r  t h a t  t h e  t r a n s c r i p t s  a r e  

n o t  t r a n s l a t e d  a t  c o n t r o l  t e m p e r a t u r e s .  An e x a c t  q u a n t i t a t i v e  

a n d  q u a l i t a t i v e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  e x t e n t  t o  w h i c h  e a c h  o f  

t h e s e  g e n e s  is t r a n s c r i b e d  u n d e r  c o n t r o l  a n d  h e a t  shock 

c o n d i t i o n s  w i l l  r e q u i r e  m e t h o d s  u h e r e b y  n o  c r o s s r e a c t i o n  b e t w e e n  

f a m i l y  m e m b e r s  c a n  o c c u r  ( f o r  e x a m p l e ,  cDNA p r i m e r  e x t e n s i o n ) .  

I n  a d d i t i o n ,  f u r t h e r  a n a l y s i s  o f  h s p  i n d u c t i o n  c o u l d  b e  c a r r i e d  

o u t  u t i l i z i n g  i n h i b i t o r s  o f  R N A  a n d  p r o t e i n  s y n t h e s i s  ( f 3 r  

e x a a p l e ,  L i n d q u i s t ,  1 9 8 0 ) .  

A t  l e a s t  o n e  family member, t h e  c l a s s  C q e n e ,  i s  n o t  

t r a n s c r i b e d  i n  r e s p o n s e  t o  h e a t  shock a n d  a p p e a r s  t o  b e  

d e v e l o p m e n t a l l y  r e g u l a t e d .  T a k e n  t o g e t h e r  w i t h  t h e  f i n d i n s  t h a t  

s o i n s  h s p 7 0  f a m i l y  members o f  yea s t  a n d  grgsghi&g a r e  a l s o  

e x p r e s s e d  d u r i n g  d e v e l o p s e n  t ( I n q o f i a  gh pt, 1982 ; I n q o l i a  a n d  

C r a i g ,  1 9 8 2 ;  C r a i g  iii, 1 9 8 3 ) ,  t h e s e  r e s u l t s  e m p h a s i z e  t h e  

b i o l o g i c a l  i m p o r t a n c e  o f  t u a i n t a i n i n g  d i s t i n c t  t y p e s  of h s p 7 0  

g e n e s .  

T h e  f i n d i n g  t h a t  t h e  c l a s s  B ( a n d  p o s s i b l y  t h e  8 5  2.6 E c o R f  

f r a g m e n t )  h s p 7 0  g e n e  is  n o t  c o n s e r v e d  b e t u e e n  & e l e g a ~ z  a n d  

b r i q q g g g  is v e r y  i n t e r e s t i n g .  T h e r e  a re  s e v e ~ a l  p o s s i b i l i t i e s  --- 
f o r  t h i s  f i n d i n g ,  i n c l u d i n g  t h a t  t h e  c l a s s  8 q e n e  i s  a 

p s e u d o g e n e .  T h e  c l a s s  B g e n e  may b e  a r e c e n t  a 5 d i t o n  t o  t h e  

g&qqqs g e n o m e  t h r o u g h  a g e n e  c o n v e r s i o n  o r  d u p l i c a t i o n  e v e n t .  



h l t a r n a t i v e l y ,  t h i s  g e n e  Kay be q u i t e  a n c i e n t  a n d  h a s  r e c e n t l y  

b e e n  l o s t  from t h e  C1 Bgjqg~pg g e n o m e .  A d i s t i n c t i o n  b e t w e e n  

t h e s e  p o s s i b i l i t i z s  w i l l  a w a i t  t h e  n u c l e o t i a e  s e q u e n c i n g  o f  t h i s  

g e n s .  

T h e  f a c t  t h a t  most 6 ,  fleqpas s e q u e n c e s  do n o t  h y b r i 3 i z e  t o  

t h e  CL qg&qgsag g e n o m e  u n d e r  m o d e r a t e  s t r i n q e n c y  c o n d i t i o n s  i s  

a l s o  i n t e r e s t i n g .  Y h i l e  these two s p e c i e s  h a v e  b e e n  r e f e r r e d  t o  

a s  t w i n  s p e c i e s  ( D o u q h e r t y ,  1 9 5 3 ) ,  l i t t l e  is k n o w n  a b o u t  t h e i r  

t r u e  e v o l u t i o n a r y  s e p a r a t i o n .  It is p o s s i b l e  t h a t  e i t h e r  t h e s e  

two s p e c i e s  d i v e r g e d  t e n s  of m i l l i o n s  of y e a r s  a g o  or t h a t  t h e  

ra te  of  n u c l e o t i 3 e  s u b s t i t u t i o n  is h i g h e r  i n  n e m a t o d e s  t h a n  i n  

o t h e r  o r g a n i s m s  (Emmons  & 21, 1 9 7 9 ) .  

T h e  discovery of t h e  h i g h  l e v e l  of n u c l e o t i a e  s e q u e n c e  

d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  B r i s t o l  a n d  B e r g e r a c  s t r a i n s  o f  GI 

e l e p a n s  i n  r e g i o n s  f l a n k i n g  t h e  c l a s s  A g e n e  is i n t e r e s t i n g .  T h e  --- --- 
a c t u a l  e x t e n t  of t h i s  d i v e r g e n c e  s h o u l d  b e  d e t e r n i n e d  b y  D N A  

s e q u e n c i n g  - T h e  t h e o r y  p r o p o s e d  f o r  t h i s  u n u s u a l  o c c u r r e n c e  

(Snatch a n d  R a i l l i e ,  1 9 8 4 )  s h o u l d  b e  t e s t e d  b y  d e t e r m i n i n g  

w h e t h e r  t h e  c l a s s  A g e n e  is i n d e e d  i n d u c i b l e  i n  g e r m l i n e  t i s s u e  

a n d  b y  c o m p a r i n g  t h e  s e q u e n c e  v a r i a t i o n  b e t w e e n  t h e  B r i s t o l  a n d  

B e r j e r a c  g e n o m e s  f o r  o t h e r  h e a t  s h o c k  g e n e s .  

S e v e r a l  r e g i o n s  o f  t h e  gz g i g g s  g e n o m e  h a v e  b e e n  

e x t e n s i v e l y  c h a r a c t e r i z e d  g e n e t i c a l l y  ( R o s e ,  1 9 7 9 ;  n o e r n r a n ,  

1 9 7 9 ;  R o g a l s k i ,  1 9 8 4 ) .  T h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  

c lass  h h s p 7 0  g e n e  o n  c h r o w o s o m e  n e a r  a=-4, s h o u l d  p e r m i t  

t h e  g e n e t i c  a n a l y s i s  o f  t h i s  r e g i o n .  



I, P r o p o s a l s  f o r  F u r t h e r  Research 

T h e  e x p e r i m e n t s  c a r r i e d  o u t  i n  t h i s  t h e s i s  p r o v i d e  t h e  

f o u n d a t i o n  f o r  f u t h e r  m o l e c u l a r  g e n e t i c  a n a l y s i s  of t h e  GI 

%Lgqpms h e a t  s h o c k  r e s k o n s e .  The f o l l o w i n q  e x p e r i m e n t s  are 

s u g g e s t e d  a s  a m e a n s  o f  f u r t h e r i n g  t h i s  a n a l y s i s ,  

1. S e q u e n c e  t h e  5 '  n o n c o d i n g  r e g i o n s  o f  t h e  c l a s s  A ,  9 a n d  

C g e n e s ,  s e a r c h i n g  f o r  s e q u e n c e s  u h i c h  resemble t h e  Qggssgh&&g 

c o n s e n s u s  h e a t  s h o c k  p r o m o t e r .  

2 .  S e q u e n c e  the e n t i r e  c o d i n g  r e g i o n s  of t h e  c l a s s  A ,  5 a n d  

C c l o n e s  i n  o rde r  t o  d e t e r m i n e  b o t h  t h e i r  r e l a t i o n s h i p s  u i t h  

e a c h  o t h e r  a n d  u i t h  t h e  y e a s t  a n d  Q r p s q ~ & & g  h s p 7 0  g e n e  

f a m i l i e s .  

3. D e t s r r n i n e  t h e  t r a n s c r i p t i o n  i n i t i a t i o n  p o i n t s  of t h e  

t r a n s c r i b e d .  h s p 7 0  g e n e s -  T h i s  c o u l d  b e  a c c o m p l i s h e d  b y  u s i n q  t h e  

t e c h n i q u e s  of S-1 m a p p i n g  o r  c D N A  p r i m e r  e x t e n s i o n .  

4. D e t e r m i n e  t h e  i n d i v i d u a l  e x p r e s s i o n  p a t t e r n s  of  t h e  

h s p 7 0  related g e n e s  u n d e r  b o t h  h e a t  s h o c k  a n d  c o n t r o l  

c o n a i t i o n s ,  T h i s  c o u l d  b e  a c c o m p l i s h e d  u s i n q  q e n e  s p e c i f i c  

p r o b e s  f o r  N o r t h e r n  b l o t s  o r  b y  c D N A  p r i m e r  e x t e n s i o n .  

5. I s o l a t e  o v e r l a p p i n g  c l o n e s  i n  t h e  c lass  B a n 3  C reqions 

a n d  ' w a l k '  i n  b o t h  d i r e c t i o n s .  A s  t h e  u a l k  p r o g r e s s e s ,  s c r e e n  

t h e  B e r g e r a c  s t r a i n  f o r  FFLDs a n d  t h e n  u s e  t h e m  t o  p l a c e  t h e s e  



g e n e s  o n  t h e  C, g&gqpgs g e n e t i c  map. 

6 .  Continue w a l k i n g  i n  the 5'  a n d  3 '  d i r e c t i o n s  i n  t h e  

c l a s s  A r e q i o n .  S e a r c h  f o r  o t h e r  g e n e s  u s i n q  t h e  t e c h n i q u e  of 

s c r e e n i n g  t h e  C, gdqqgpg g e n o m e  f o r  h o m o l o q o u s  r e q i o n s  a n d  t h e n  

u s i n g  t h e s e  f r a g m e n t s  a s  p r o b e s  f o r  N o r t h e r n  b l o t s  a n d  f o r  

s c r e e n i n g  c D N A  l i b r a r i e s .  

7 .  S c r e e n  t h e  C h a r o n  4 l i b r a r y  f o r  l a m b d a  c l o n e s  

r e p r e s e n t i n g  t h e  B9 1 . 7 ,  R5 2.6 a n d  B4 2.9 k b  E c o R I  f r a q m e n t s  

a n d  a n y  r e m a i n i n g  m e m b e r s  o f  t h e  GI dezas h s p 7 0  g e n e  f a m i l y .  

C h a r a c t e r i z e  t h e  p u r i f i e d  g e n e s  a s  f o r  t h e  c lass  A ,  B a n d  C 

c l o n e s .  

8. Use d e f i c i e n c i e s  i n  t h e  dey=% r e g i o n  as a m e s n s  o f  

c l o n i n g  t h e  g e n e t i c a l l y  well d e f i n e d  u_nczZ2 r e q i o n .  

9. I s o l a t e  l e t h a l ,  s t e r i l e  a n d  c o n d i t i o n a l  m u t a t i o n s  

f l a n k i n g  g a - 4  a s  a m e a n s  o f  i a e n t i f y i n q  o t h e r  g e n e s  i n  t h i s  

r e g i o n .  C o t r e l a t a  t h e  g e n e t i c  map u i t h  t h e  c l o n e d  DNA 

r e s t r i c t i o n  map.  

10 .  S e q u e n c e  t h e  class A r e g i o n s  w h e r e  t h e  s t r a i n  s p e c i f i c  

h i g h  l e v e l  o f  s e q u e n c e  d i v e r g e n c e  d r o p s  o f f  s i g n i f i c a n t l y .  

11. D e t e r m i n e  t h e  t i s s u e  a n d  d e v e l o p m e n t a l  e x p r e s s i o n  of 

p a t t e r n s  o f  a l l  h s p 7 0  f a m i l y  members. 

1 2 .  A n a l y s e  t h e  c h r c a a t i n  s t r u c t u r e  o f  t h e  h s p 7 0  q e n e  

f a m i l y  u s i n g  D N A s e - 1 .  
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