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1.
Az egyetemi doktori értekezés rovid dttekintése

(A hspé68 szerepe a hotoleranciiban)

A stresszhatdsok elleni védekezés univerzdlis mddja az un. stresszvdlasz, mely a
stresszgénekrol 4dtirddo stresszfehérjék (dltaldnosabban hosokkproteinek) eroteljes, gyors,
dtmeneti szintézisével jar egyiitt (1).

A hosokkfehérjék (hsp-ek) hozzdsegitik a sejteket a stressz kdrositd hatdsainak
kivédéséhez és a stresszkoriilményekhez valé alkalmazkoddshoz.

A sresszhatdsok okozta sériilések kivédhetdk vagy csokkenthetok, ha a sejteket
elozetesen pl. egy enyhébb hokezelésben részesitjiik. Ekkor ugyanis kialakul a hotlrés
képessége (termotolerancia), mely maximum néhdny napig tart (termotolerdns periddus) (2). A
termotolerdns sejt nemcsak a letdlis hOstresszel, hanem egyéb (kémiai stresszorok, UV vagy
rontgen sugdrzds) kezelésekkel szemben is ellendllobb mint a nem tolerdns (3).

Az egyedi hsp-ek szerepének jelentOsége a termotolerancia kialakuldsdban fajonként ill.
szOvetenként specifikusan véltozik €s jelenleg is intenziv kutatdsok tdrgydt képezi.. Az egyedi
hosokkproteinek  szerepének pontosabb megismerésében az in vitro fenntarthato
stresszvdlaszaddsi képességben deficiens sejtvonalak - melyekbdl csak kevés létezik - nagy

segitséget jelentenek.



Eredmények osszefoglaldsa

Doktori disszertdciom tdrgydt a hsp68 indukcidban deficiens patkdny hepatéma
varidns(ok) stresszvdlaszdnak jellemzése €s "alkalmazhatdsdgdnak bemutatdsa" képezte. Hsp68
indukcidban deficiens sejtvonalak alkalmazdsdval mddunkban 4llt a hsp7o csaladba tartozo
hoindukdlhaté hsp68 hotiroképesség (termotolerancia) kialakuldsdban jdtszott szerepének

tanulmdnyozdsdra.

Kisérleteink azt a nézetet tdmasztottak ald mely szerint a hsp68 Kkitiintetett szerepet
jdtszik patkdny hepatéma varidnsaink termotolerancidjdnak kialakuldsdban.

Sikeriilt egy olyan kisérleti rendszert létrehoznunk, melyben a termotolerancia €s a
hsp68 kapcsolatdt tudtuk vizsgdlni. Erre a lehetdséget a hsp68 indukcidban sejt (klon 2) ill.
stresszorspecifikusan (H56) deficiens patkdny hepatdma varidnsok teremtették meg. A csokkent
hsp68 indukciét mutatd sejtek deficiencidjanak mértéke kiillonbozott egymdstol, ami lehetove
tette a termotolerancia kivaltdsdhoz sziikséges hsp68 mennyiségének becslését is.

A deficiencia lehetséges okait vizsgdlva megdllapitottuk, hogy az nem a hsp szintézis
megvdltozott kinetikdjdnak eredménye és nem fiigg Ossze a tobbi fO hsp indukcidjdnak
megvdltozdsdval. A deficiens sejtek fo hosokkproteinjeinek indukcidja a Faza 968 sejtéhez
hasonléan intenziv marad.

Termotolerancidt tudtunk kivdltani az intenziv hsp68 indukciét mutatd sejtekben hovel
és kémiai stresszorok alkalmazdsdval egyardnt. Mivel a honek és a ndtrium arzenitnek
feltehetben mdsok a sejtekben a célpontjai, ez azt jelenti, hogy sejtjeink tobbféle
mechanizmuson keresztiil is képesek termotolerancidt kifejleszteni. Az alkalmazott stresszor
természetétdl fliggetlentl (hd, ndtrium arzenit) mindegyik esetben fontos szerepe volt a hsp68-
nak hiszen a termotolerancia kialakuldsa korreldlt a hsp68 indukcidjdval, sot annak indukcids

szintjével.
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Rendszerilinkben az dltalunk vizsgdlt hsp-ek kozt csak a hsp68 szintjében volt kiildnbség,
ezért Ugy gondoljuk sejtvonalainkndl ez a protein a termotolerancia megjelenésében
meghatdrozd szerepet jdtszik. Funkcidjdt sem a konstitutiv és egyben hoindukdlhaté hsp70 sem
a tobbi hsp nem tudta dtvenni.

A sejtekben a differencidcids dllapottdl és a glukokortikoid érzékenységtdl fliggetleniil
jelent meg a termotolerancia, amibdl arra kovetkeztetiink, hogy ezen tulajdonsdgok nem

jatszanak jelentds szerepet a hotlroképesség megszerzésében.
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Az aldbbi témakor szorosan kapcsolddik doktori disszertdciom tdrgykoréhez. Az itt
osszefoglalt anyag az 1994 évben sikerrel megpdlydzott OTKA pdlydzatom célkitlizéseit és

lényegi kivonatdt tartalmazza.

2.
Multidrog rezisztencia (MDR) indukaildsa és vizsgdlata patkdny hepatéoma

sejtvonalakban

Elsoként a daganatos sejtek elpusztitdsdt célzé kemoterdpids kezeléseknél figyelték meg,
hogy bizonyos tumortipusokban rezisztencia fejlodott ki egy sor strukturdlisan és funkciondlisan
eltérdo vegyiilettel szemben. Ez a jelenség a multidrog rezisztencia (MDR), mely sokszor a
multidrog rezisztencidt okozd glikoproteint (Pgp vagy P170) kédolé MDR gének aktivédcidjdval
jar egyiitt (1). A Pgp 1280 aminosavbdl 4ll6 tobbnyire 170 KDa molekulatomegl molekula,
mely a sejtek membrdnjdba dgyazédva tandem duplikdlt struktdrdt alkot: a két homolog,
egyenként hat transzmembrdn €s egy nukleotidkotd (Walker motivum) doménbol dllo
molekulafelet egy kapocsrégid koti ossze (2). Szerkezete alapjdn nagyfokid hasonldsdgot mutat
tObb bakteridlis és eukaridta transzportfehérjével (3), igy pl a cisztikus fibrozis transzmembrdn
reguldtor fehérjével (CFTR)(4). Jellegzetes ATP kotd régidja és domén organizdcidja alapjdn
tagja az ABC (ATP Binding Casette) transzporter fehérjecsalddnak (5).

A multidrog rezisztens fenotipus megjelenése igen gyakran a Pgp aktiv drog eltdvolito
tevékenységének a kovetkezménye. ATP hidrolizis segitségével a sejtekbdl kifelé pumpdlva
meggdtolja a drogok sejten beliili felhalmozdddsdt (6). A multidrogtranszporter Pgp pontos
mikodési mechanizmusa nem ismert. Szdmos esetben kimutattdk, hogy az aktiv Pgp

foszforildlt. A foszforildciét a humdn karcinoma sejtekben a protein kindz C (7), mig a humdn
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leukémia sejtekben egy (j tipisi membrdnkapcsolt protein kindz végzi (8). Legutdobb a humdn
karcinoma sejtek Pgp foszforildcids helyeinek azonositdsdrdl is beszdmoltak (9). Mikodését
djabban Osszefiiggésbe hozzdk a térfogat reguldlt, ATP fiiggd klorid csatorndkkal (10).

A Pgp kémiai szempontbdl a drogok igen széles skdldjdval képes kolcsonhatdsba 1épni:
kiilonbozd rdkellenes szerekkel mint pl aktinomicin D, doxorubicin, etopozid (VP-16),
tenipozid (VM-26), vinblasztin, vinkrisztin ill. egyéb drogok (kolhicin, puromicin, etidium-
bromid). A pumpa drogszelektivitdsdt a transzmembrdn régié szerkezetében bekovetkezett
vziltbza’.s, pl. Gly-185 - Val-185 pontmutdcié megvaltoztathatja (11). A drogfelvétel telithetd,
sOt az egyes drogok egymdst kompetitiv mddon kiszorithatjdk (12). Ebbdl kindulva a
klinikumban antagonistdkkal (verapamil, ciklospsorin A) terhelik le az efflux pumpdt, aminek
kovetkeztében madr nem lesz képes a citosztatikumok kipumpdldsdra (13-14). Sejttenyészetekben
a multidrog rezisztens fenotipus megnyilvdnuldsa egyéb mddszerekkel is visszaszorithaté: pl.
ribozimos hasitdssal inaktivdlhatéak a Pgp mRNS-ek (15) vagy liposzomdkba burkolt antiszensz
oligonukleotidokkal gdtolhaté meg a Pgp fehérjék képzddése (16-17).

Nem minden multidrog rezisztens sejtvonal rendelkezik azonban a Pgp drog efflux
pumpdval. A nem Pgp kozvetitett multidrog rezisztens fenotipus kialakuldsa szdmos esetben
Osszefligg néhdny enzim megvdltozott aktivitdsdval. Megfigyelték példdul az oxidativ
stresszfolyamatokbdl jél ismert glutation-S-transzferdz (GST) enzim aktivitds novekedését ill. a
xenobiotikus anyagcserefolyamatok citokrom P450 enzimjeinek aktivitds csokkenését (18).
Legjobban tanulmdnyozottak a DNS topoizomerdz II (topo II) enzim mennyiségi €s minOségi
megvdltozdsdval kapcsolatos folyamatok. A topo II a nukledris mdtrixban, tobb genetikailag
kiilénbozd izoforma (p170 vagy 11O ill. p180 vagy IIB) alakjdban fordul eld, melyek mind
biokémiailag, mind drogérzékenységiikben eltérnek egymdstél (19-20). A topo II
ldncszétkapcsold és djraegyesito tevékenysége folytdn képes a DNS mindkét szdldn topoldgiai
véltozdsokat létrehozni. Kozremikodése elengedhetetlen a replikdcios villa eldrehaladdséhoz,
igy a DNS megkettdzodéséhez. Drogszenzitiv sejtekben bizonyos interkalativ antitumor drogok

(aktinomicin D, m-AMSA), ill. a nem interkalativ epipodofillotoxinok (VP-16, VM-26) a



topo II mikodését a lancszétkapcsold 1épésben blokkoljdk olyan mddon, hogy stabilizdljak a
torott szdlvégekbol majd hozzdjuk kovalaensen beko6tdodd topo II enzimekbol dllo komplexek
képzodését ("cleavable" komplex). Ennek az lesz a kovetkezménye, hogy a topo II nem lesz
képes levdlni a DNS-rol és igy nem valdsulhat meg a szdlijraegyesitd (ligdlds) 1€pés (21-22).
Drogrezisztens sejtekben a topo II mennyiségének vagy drogkotd képességének megvdltozdsa
folytdn nem, vagy csak kevés szdmu "cleavable" komplex jon létre. (23).

Néhdny esetben sem a Pgp efflux pumpdval, sem a topo II kiilonb6z0 véltozdsaival nem
hozhat6 Osszefiiggésbe a multidrog reziszcia megjelenése. Elofordul, hogy médosul a multidrog
rezisztenss sejtek fehérje vagy sejtmembrdn lipid Osszetétele (24). Multidrog rezisztens
sejtvonalakban a membrdnfluiditdsnak mind csokkenésérdl, mind ndvekedésérdl beszdmoltak
(25). Multidrog rezisztens humdn leukémia sejtekben észlelték egy Pgp-al nem analdg, p150
elnevezési membranalkotd fehérje foszforildcids dllapotvdltozdsdt is (26). "Fagyasztva-toréses”
eljardssal multidrogrezisztens sejtekben kimutattdk az intramembrdn partikulumok szdmdnak és
nagysdgdnak megvdltozdsat (27).

A multidrog rezisztencia kialakuldsdnak komplex jellegére utal, hogy legtobbszor a fenti
vdltozdsok koziil tobb egyiittesen vezet a multidrog rezisztencia megjelenéséhez.

A multidrog rezisztencia gén konstitutiv expresszidjat figyelték meg funkcidjukndl fogva
toxikus stressznek kitett szovetekben (mdj, bél, vese)(28-29). Rendlis karcinéma sejtekben a
hostressz €s a ndtrium-arzenit (NaAs) kezelés a multidrogtranszporter Pgp mRNS-ek
mennyiségének novekedését vdltotta ki. A novekedés a multidrogtranszporter fehérje
mennyiségében is megmutatkozott és a sejtek vinblasztinnal szembeni dtmeneti rezisztencia
novekedéséhez vezetett (30). Humdn hepatokarcinéma sejtekben NaAs-el szintén Pgp mRNS
akkumuldcié novekedést sikeriilt kivdltani (31). Mindezek arra engedtek kovetkeztetni, hogy a
kornyezeti stressz képes a multidrog rezisztencia gén expresszidjdt szabdlyozni (32-34).

A multidrog rezisztencia gén stressz indukdlta transzkripcids aktivitdsdért a promoter
régiéban elhelyezkedd hosokk konszenzus elemek (HSE) felelosek. Ez megerOsitette azt a

feltételezést, hogy a multidrog rezisztencia gén egy stresszgén (35). Stresszhatdsra a



stresszgének indukcidja a hosokk-elemekhez specifikusan kotddd hdsokk-faktor aktivdcidjan
keresztiil valdésul meg (36). A kozelmultban jelent meg egy hepatokarcinoma sejtekkel
kapcsolatos tanulmdny, mely leirja, hogy quercetinnel a multidrogrezisztencia gének
transzkripcidja gatolhatd (37). A quercetin a HSF-hoz kotddve megakaddlyozza a stresszgének

expresszidjdhoz elengedhetetlen HSF aktivaciot.

Korabbi munkacsoportom az dltalunk izoldlt, differencidcids dllapotban, tumorképzés
tekintetében és hormonérzékenységben eltérd patkany hepatdma sejtvonalak molekuldris szint
stresszvdlaszdval foglalkozik. Vizsgdlataink kozéppontjdban a hosokkfehérjék homérséklet
emelkedéssel szembeni tilélésben jdtszott szerepe dll. Mivel a hovel szembeni ellendlloképesség
tanulmdnyozdsdra csak kevés megfeleloen jellemzett horezisztens sejtvonal dllt rendelkezésre,
sorozatos hokezelésekkel stabil, horezisztens patkdny hepatoma sejtvonalakat dllitottunk elo. A
varidns sejtek egymdst6l mind ho mind kiillonb6zd drogokkal szembeni érzékenység
tekintetében eltértek. Izoldltunk néhdny olyan sejtvonalat, amelyek ismert rdkellenes szerekkel
szemben kiilonbozd mértékli rezisztencidt mutattak.

Feltételezéslink szerint bizonyos horezisztens sejtvonalaink drogokkal szembeni
csOkkent érzékenysége a multidrog rezisztencia transzporter fehérjét kdédolé multidrog
rezisztencia gének aktivitdsvaltozdsdval magyardzhaté. Ugy gondoljuk, hogy a horezisztens
sejtek elodllitdsakor alkalmazott sorozatos hokezelések a multidrog rezisztencia gén mikodését
is kivdltottdk. Elgondoldsunk alapjdul a multidrog rezisztencia génmikoédés hostressz dltali
indukdlhatésdga képezi, amit a multidrogrezisztencia gének promoter régidjaban taldlhatd
hosokk elemek tesznek lehetové.

Vizsgdlataink azt mutattdk, hogy a sziiloi hoé€rzékeny sejtekhez képest megnétt a
horezisztens sejtek drogrezisztencidja is.

Mind a hoérzékeny sziiloi sejtvonalakbdl /klon 2/ mind a horezisztens szarmazékokbol
/klén 2 (10x80), klén 2 (10x80)T1/, kilonbdzd drogokkal /kolhicin, doxorubicin, puromicin/

tobb drogrezisztens sejtvonalat izoldltunk. Izoldldsi eljardsunk alapjdt az képezte, hogy a
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sejteket folyamatosan egyre ndvekvd drogkoncentrdcidji tiapoldatban tenyésztettiikk. Hosszabb
ido elteltével (3-6 honap) a sejtek drogrezisztencidjdnak kialakuldsdt, drogstresszt kovetden a
sejtek koloniaképzo képessége alapjdn ellenoriztiik. Ugyanezzel a mddszerrel tobb honapos nem
szelektiv koriilmények kozott valé fenntartds utdn megvizsgdltuk a drogrezisztens varidnsok
drogrezisztencidjdnak stabilitdsat is. Eredményeink szerint a sejtek drogrezisztencidja stabil és a
nem szelektiv kortilmények kozt vald fenntartdst kovetden sem csokken.

A legrezisztensebb sejtvonalakbdl klénokat izoldltunk /pl. klén 2(10x80)T 1kol1000kl1-
2-3, klon 2kol2000kI2-3/ melyek felhaszndldsdval az elkdvetkezokben a multidrog rezisztencia
kialakuldsdnak lehetséges okait kivdnjuk vizsgalni.

Northern analizissel Ossze kivanjuk hasonlitani a drogrezisztens és a sziiloi
drogszenzitiv sejtvonalak multidrog rezisztencia génexpresszidjdndt. Specifikus cDNS
prébédkkal, a fenti technika felhaszndldsdval Ossze szeretnénk hasonlitani a drogrezisztens €s
sz{iloi sejtek multidrog rezisztencia génjének alapszintjét €s stresszindukdlhatdsdgdt (hostressz,
NaAs kezelés, kiilonb6ozd drogokra adott stresszvdlasz). Amennyiben a multidrog rezisztencia
mRNS szintben kiilonbséget taldlunk a sziildi és drogrezisztens sejtek kozt, vizsgdlatainkat
kiterjesztenénk a Pgp kimutatdsdra is. A sejtek fehérje analizisét mind stressz mind
stresszmentes korlilmények kozott radioaktiv metioninnel torténd jelolést kovetd egy és két-
dimenzidés poliakrilamid gélelektoforézis segitségével végeznénk. Sziikség esetén a Pgp
azonositdsdt specifikus ellenanyag segitségével tennénk meg. A fehérjeszintl vizsgdlatok
egyben rdvildgitandnak a drogérzékeny és drogrezisztens sejtek egyéb fehérjéinek konstitutiv
szintjében ill. stressz indukdlhatdsdgdban bekovetkezett vdltozdsokra is. A sziildi és
drogrezisztens sejtek membrdnlipid Osszetételének analizisével a membrdnfluiditdsban
bekovetkezett vdltozdsokat vizsgdlndnk (SZBK Biokémia Intézettel egylittmikodve). Azt, hogy
a drogrezisztencia a sejtek csokkent drogakkumuldcidjdval, vagy egyéb (pl. detoxifikdcids,
citoplazmatikus fehérjékhez kotott vagy topo II vdltozdssal kapcsolatos) mechanizmusokkal dll-
e Osszefliggésben, radioaktivan jelolt drogokkal (vinblasztin) valé inkubdcid utdn, a beépiilt

radioaktivitds mérésével vizsgdlndnk. A drogszenzitiv €s drogrezisztens sejtekbdl szomatikus
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sejthibrideket hozndnk létre annak érdekében, hogy eldonthessiik recessziv, vagy domindns
tulajdonsdg-e a multidrog rezisztencia. A szomatikus sejthibridek drogérzékenységét hasonléan
a sziiloi sejtekéhez a kiilonbozo drogok jelenlétében mutatott koloniaképzés nyomonkdvetésével
vizsgdlndnk. A szomatikus sejthibridek multidrog rezisztencia génexpresszidjat Northern-
analizissel ill. fehérje gélelektroforézissel néznénk. Irodalombdl ismert, hogy a multidrog
rezisztencia megjelenése egybeeshet bizonyos kromoszéma modifikdciokkal ezért tervezziik a
szenzitiv  és  drogrezisztens sejtvonalak kromoszoma  készletének  Osszehasonlitdsdt
(kromoszomaprepardlds, Giemsa festés). Tesztelni kivdnjuk, hogy a kialakult multidrog
rezisztencia befolydsolja-e e sejtek bizonyos mdjspecifikus funkcidinak a kifejezodését (tirozin-
amino-transzferdz, alfa-fetoprotein, albumin termeld képesség). Fenti vizsgdlataink
eredményeitol fliggdben tobbféle iton léphetnénk tovdbb: Amennyiben multidrogrezisztens
sejtvonalaink rezisztencidja korreldciét mutat a multidrogtranszporter Pgp jelenlétével, tgy
tervezzilk a Pgp KkoOzvetitette multidrogrezisztencia kialakudsdhoz vezetd molekuldris
folyamatok kutatdsdt (pl. a Pgp esetleges foszforildcids aktivitdsvdltozainak kimutatdsit ill. a
drogrezisztens fenotipus reverzidjat célzd kisérletek). Ha a sejtvonalainkndl észlelt multidrog
rezisztencia nem magyardzhaté sem megnovekedett multidrog rezisztencia génexpresszidval
sem pedig egyéb dltalunk vizsgdlt jelenséggel, akkor vizsgdlataink silypontjdt a topo II
enzimmmel kapcsolatos kisérletekre helyeznénk &t (a szenzitiv és drogrezisztens sejtek
nukledris topo II tartalmdnak, a p170, p180 izoformdk egymdshoz viszonyitott mennyiségének
meghatdrozdsa).

A klinikumban a daganatok elpusztitdsdt célz6 kemoterdpids €s hipertermids
beavatkozdsok a tumorokban gyakran kifejlodo keresztrezisztencia (multidrog €s horezisztencia)
miatt hitisulnak meg. Ugy gondoljuk az 4ltalunk izoldlt glukokortikoid, ho és drogrezisztens ill.
ezen fenotipusok kiillonbozo varidcidit reprezentdld kozeli rokon patkdny hepatdoma klonok
egyediildllé lehetoséget biztositanak a daganatos sejtekben gyakran kifejlodd keresztrezisztencia
molekuldris folyamatainak pontosabb megismeréséhez. Eredményeink hozzdjdrulhatnak a hovel

ill. gyogyszerekkel torténod kezelések hatékonysdgdnak noveléséhez.
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3.

Jelenleg végzett munkdm rovid dttekintése

Analysing the in vivo redundancy of members of a gene family: An ES cell
mediated genetic approach combining homologous and site specific

recombinations

A knowledge of the molecular mechanisms underlying cell fate determination is central
to our understanding of embryonic development. An increasing number of molecules involved
in developmental switches are being identified and it is becoming apparent that many of these
factors are evolutionarily conserved, members of gene families. The strong homologies and co-
localisation of expression between gene family members has suggested functional overlap. In
vitro studies have often confirmed that different members of the same family have related
biological properties. Further support for the idea comes from in vivo experiments; these
include the use of gene targeting to produce null mutants not displaying a predicted phenotype.
It therefore appears as though proteins expressed in the same cells can wholly or in part
substitute for the function of a mutant or inactive gene of the same family.

The c-myc protooncogene is a member of a family of highly related genes (which
includes L- and N-myc), that have a characteristic 3 exon genomic structure. Exons 2 and 3
contain the coding sequence (see Figure 1). Myc proteins have been shown to act as
transcription factors that bind as dimers to target DNA. Their actions are mediated by three N-
terminal transactivation domains (Boxesl-3) and a C-terminally positioned basic helix-loop-

helix leucine zipper (bHLHLZ) that acts as a dimerisation domain.



A role for Myc in cell proliferation has been known for some time (Keath er al., 1984),
though recent data also suggest that under certain conditions, Myc can also induce cell death
(Evan et al., 1992). In vitro studies have provided a substantial amount of information about
Myc and the Myc switch which involves protein complex formation with several other
bHLHLZ families including Max {Myn in mice} (Kato er al., 1992; Prendergast er al., 1991),
Mad (Ayer et al., 1993) and Mxi-1 (Zervos et al., 1993).

It has been suggested that after initiation of the cell cycle, Myc acts as a 'life or death’
cell fate decision maker. The ultimate decision depends on environmental conditions (Evan and
Littlewood, 1993; Amati and Land, 1994). The Max protein can homodimerise, but prefers to
heterodimerise with Myc (which cannot homodimerise). Mad and Mxi-1, like Myc, are unable
to homodimerise, but form heterodimers with the common partner Max. Since Mad and Mxi-1
lack transactivation domains, Mad/Max and Mxi-1/Max dimers act as antagonists of Myc/Max.
In this manner, the relative abundance of Max partners determines the most common pairing at
any given time. Interestingly, both the transcripts and the proteins of Myc, Mad and Mxi-1
have short half lives and are tightly regulated during development (Larsson er al., 1994) which

suggests a dynamic finely tuned relationship.
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Preliminary work in the receiving lab.

To date five members of the myc family have been identified; N-, c- L- B- and s-myc .
B- and s-myc, which have been cloned in the rat, are only expressed in a very limited
population of cells. Mice homozygous for the targeted disruption of L-myc are viable
(R.LePinho, personal communication to A.Nagy). The N- and c-myc knockouts, however,
result in midgestation lethality (Sawai et al., 1991; Charron ez al., 1992; Stanton ez al., 1992).
These experiments demonstrate a crucial role for c- and N-Myc during normal embryonic
development. The rest of this proposal will focus on these two genes.

Both c- and N-myc are expressed very early after implantation in domains which
extensively overlap. By 6.5 days post coitum (dpc), transcripts are found throughout the
embryo. As development proceeds, the expression of the two genes becomes more spatially
restricted and divergent. For example, N-myc is expressed in the the presomitic mesoderm and
neural tube and subsequently in tissues derived from migratory neural crest cells. It is abruptly
downregulated in most tissues at midgestation, except for a subset of cells in the brain, lung,
kidney and intestine. Interestingly, during genesis of these tissues, expression of c-, and N-myc
is strikingly complementary, with N-myc often in the epithelial and c-myc in the mesenchymal
component. Generally, c-myc is expressed in actively proliferating cells and down regulated in
terminally differentiated cells, while N-myc persists through cytodifferentation (for a complete
description see Mugrauer er al., 1988; Hirning er al., 1991; Stanton and Parada, 1992).
Additional information on a later developmental role for N-Myc was provided by a 'leaky’
mutation (9a) derived in the Rossant laboratory (Moens et al., 1992), in which the neol gene is
inserted into intronl.

If c- and N-myc have independent biological functions, one might expect embryonic
lethality of either knock-out prior to midgestation. By contrast, if the proteins have a similar
function, the overlapping expression patterns during early development might allow survival up
to the point at which gene expression diverges. Further evidence for this complementarity in

Myc function was provided when a heart specific c-myc transgene rescued the heart defect
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associated with N-myc 9a/null compound heterozygote. Although these embryos survived to
term, they died from failure of proper lung development (Moens ef al., in preparation).

A better understanding of the functional relationship between individual members of a
gene family and the proteins with which they interact can now be more readily addressed by in
vivo genetic strategies. Introduction of interchange of coding sequence between different genes
and the targeting of specialised mutations, not solely null mutations, can now be used to dissect
the functions of different gene family members. To date, three methods for introducing desired
changes into the gene of interest have been demonstrated, namely Hit & Run (Hasty er al.,
1991), Tag & Exchange (Askew er al., 1993), and a combination of homologous and Cre/loxP
site specific recombinations (Gu er al., 1993; Nagy et al., in preparation).

Over the last two years, the Rossant/Nagy laboratories, amongst others, have developed
the Cre/LoxP site specific recombinase technology, making it possible to incorporate desired
changes into any genomic location of interest.

Nagy et al. (1995) have used this technology to introduce a point mutation into N-myc
locus, in which the first leucine of the leucine zipper was mutated to a proline residue. The
scheme used for the creation of this mutation is detailed in Figure 1. Four genotypes were
generated as a result of this experiment (Pneo, Lneo, Plox and Llox), each exhibiting a distinct
degree of severity when homozygote, heterozygote or compound heterozygote. Pneo and Plox
homozygotes exhibit the same phenotype as the null allele, resulting in death at 11.5 dpc, while
heterozygotes on a 129/sv background have a kinky tail. Lneo is a homozygous viable
displaying a kinky tail, but when placed over either of the point mutation alleles (Lneo/Pneo or
Lneo/Plox), is lethal. As mentioned previously, homozygosity of the 9a allele results in
perinatal lethality, but the 9a/Plox compound heterozygote results in embryonic lethality at

12.5 dpc.
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Figure 1:
Introducing a point mutation into the N-myc gene using a combination of homologous & site
specific recombination.

Boxl  Box2 Box3 CKII nl__ CKIl bHLHLZ
7 | EETRE ST AR

Modular structure of myc proteins

Exon 1 Exon2 Exon3
A Il _ /7 Genomic structure of
T et — 1 1 7 “NeL-adomye
X X
Exon 1 Exon2 Exon3 pA
Targeting vector
lox oxP
mutation
Exon 1 Exon2 Exon3
los oxP ~ L421P
mutation
Exon 1 Exon2 Exon3
lox oxP
Cre recombinase Alleles
generated
Exon 1 Exon2 Exon3 5
V., L 4 //  Plox
loxP  L421P
mutation
Exon | Exon2 Exon3
/4 Llox
loxP
Figure 2:
The anchor - alternator strategy for introducing desired changes into the germline.
Exon 1 Exon2 Exon3
° 1 Y
7/ (I 7/
X X stepl i anchor by h
pPA
A / o el e (the ] rec!
1 o TS .} 7/ “Tasgeto il e odiion of the anchor vector
X X
Alternator target vector Dneo  FTNE (]
oxP omplete ORF
dcf";;‘l"g}‘“;‘r']?gc‘ step2 introduce alternator by homologous recombination
i — loxP W
JOX. " el 3
loxt —B o ORF introduce re recombinase for stc specific recombination
desired changes
L — step3 Incorporation of complete ORF of gene
+- containing the desired change
L loxP ——  Complctc ORF

containing
desired changes

Aims of the project.

The studies already outlined have been pivotal in demonstrating the feasibility of

combining homologous and site-specific recombinase mediated gene targeting for the
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during these initial experiments to extensively analyse the functions of the N- and c-myc genes.

There will be three key aspects to the work.

A, Is N-Myc involved in the control of the 'life or death’ decision?

In vitro studies have suggested dual roles for Myc in promoting cellular proliferation
and apoptosis (Evan and Littlewood, 1993). The hypothesis that N-Myc controls the 'life or
death' decision in vivo will be tested by creating chimeric mice with N-myc -/- cells.

Since the homozygous null mutant embryos die at the early stages of organogenesis
(11.5dpc) it has not been possible to ascertain these putative roles played by the N-Myc protein
in more advanced embryos.

As N-myc -/- ES cells can develop beyond 11.5 dpc in chimeras aggregated with normal
embryos, N-myc (-/-) <-> +/+ chimeras will be generated to investigate whether the -/-
cells are rescued. Will the mutant cells compete with the +/+ cells for contribution to
different tissues, such that the -/- cells contribute less to lineages in which Myc has a role in
proliferation?

For this study the N-myc (-/-) ES cells will be phenotypically marked; this will be
accomplished by breeding the Pneo mice to Rosa 26 homozygotes, which ubiquitously express
lacZ (Freidrich and Soriano, 1991), thereby providing a convenient marker for chimeric tissue

examination.
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B, Can c-Myc fully complement the function of N-Myc?

A strategy has been designed for the introduction of desired changes into a genomic
region of interest in ES cells. It relies on the initial experiments of Nagy ef al. investigating the
efficiency of site specific recombinations using the Cre/LoxP system, and will enable us to
perform experiments that previously could only be accomplished in vitro: introducing changes
in the N-myc locus, or making deletion mutants that lack essential domains.

As part of this proposal I will test the redundancy in the gene family by inserting a c-
myc gene at the N-myc locus. If c-Myc can truly complement the function of N-Myc, then we
should observe a wild type phenotype: if not we should expect a novel or N-myc null

phenotype.

C, Tissue specific functions of N-Myc.

N-Myc is expressed extensively in the developing central nervous system (CNS). All
the knockouts are lethal prior to the time at which a CNS phenotype might manifest itself. We
plan to investigate the function of N-Myc in the CNS, a region in which c-Myc is not
expressed. To this end, a targeting scheme has been designed to produce a loxP-site-flanked
exon 2. This will enable us to produce spatiotemporal gene ablations in much the same way
that implemented in studies of the DNA b polymerase gene by Gu er al. (1994).

Transgenes directing Cre recombinase expression to different CNS lineages at different
time periods are currently available in the Rossant/Nagy laboratories. These include conctructs

utilysing the nestin enhancer (Zimmerman er al., 1994) and t(a)l tubulin promoter.

Conclusion.

The work outlined in this proposal will provide a better understanding of the inter-
relationship of the Myc family members, throwing some light on their functional redundancy

during embryonic development. In addition, the success of this study will provide a critical
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assessment of such an ES cell mediated approach applied to the study of gene families involved

in cell fate determination during embryogenesis.
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