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BEVEZETÉS

 1981-ben hozták létre az első egér embrionális őssejt vonalakat (ES 
sejtek). A 90-es évekre sikerült kidolgozni azokat a molekuláris genetikai 

módszereket is,  amelyek lehetővé tették az ES sejtek célzott genetikai 
módosítását. Ezzel lehetővé vált az egér génjeinek tervezett módosítása, 

génkiütött (knock out), vagy éppen az adott gén módosított változatát 
tartalmazó ES sejtvonalak létrehozása. Az ES sejtek segítségével az egér 

genetikai módosítása irányítottan, indukált és helyspecifikus módon 
történhetett,  amit egyszerű DNS mikroinjektálásos módszerrel nem lehetett 

megvalósítani. A módosított géneket hordozó ES sejteket gazda embrióba 
injektálva, vagy azzal aggregáltatva, kiméra embriók hozhatók létre.  Ezeket 

recipiens nősténybe beültetve olyan kiméra utódok születnek, amelyek 
ivarsejtjei között megtalálhatók az ES sejtekből differenciálódott 

transzgénikus ivarsejtek, így a genetikai módosítás átöröklődhetett az 
utódokba is. Ez a technika lehetővé tette, hogy mára több ezer genetikailag 

módosított egeret hozzanak létre, köztük számos betegség modell állatot is.
 Emlős embriók embrionális fejlődésnek vizsgálata azt mutatja, hogy az 

egér és patkány embriók fejlődése számos helyen eltér más emlős embriók 
korai embrionális fejlődésétől. A trofektodermában és az embriócsomóban 

lejátszódó folyamatok és a pluripotens sejtek differenciálódást befolyásoló 
faktorok a nyúl és a szarvasmarha embrióban inkább hasonlítanak a humán 

embriókéhoz, mint az egéréhez. Ez magyarázhatja azt, hogy mind a mai 
napig nem sikerült létrehozni az egér ES sejtekhez hasonló nyúl embrionális 

őssejtvonalakat,  amelyekben célzott génkiütést tudtak volna végrehajtani, 
illetve ivarsejt kiméra állatokat lehetett volna előállítani.

 Úgy gondoljuk, hogy ha ismernénk a nyúl korai embrionális fejlődését, 
illetve a beágyazódást irányító faktorokat, közelebb juthatnánk valóban 

pluripotens sejteket tartalmazó nyúl őssejtvonalak létrehozásához.
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CÉLKITŰZÉSEK

 1. Szerettem volna kidolgozni olyan kiméra előállító módszert, melynek 
segítségével hatékonyan lehet létrehozni kiméra egereket és nyulakat. Az 

így létrehozott kiméra embriók fejődésének vizsgálata lehetőséget teremthet 
az ivari determináció, illetve a sejtek elköteleződése során zajló molekuláris 

folyamatok jobb megismerésében.  Választ kaphatunk arra, hogy képes-e 
egyetlen XY genotípusú blasztomer átfordítani egy XX genotípusú diploid 

gazda-embriók ivarát. Lehetséges-e tetraploid komplementációs rendszert 
alkalmazva identikus iker egereket létrehozni úgy, hogy azonos embrióból 

származó egy-egy blasztomert aggregáltatunk egy-egy tetraploid gazda 
embrióval?

 2. Pluripotens egér és nyúl sejttenyészetekben, illetve a nyúl embriók 
fejlődése során, a fejlődés specifikus gének expressziós mintázatának 

feltérképezésével szerettem volna pontosabb képet kapni arról, milyen 
faktorok irányítják az egér és nyúl embriók fejlődését, ezen keresztül az 

őssejtek pluripotenciájának megtartását.  A transzkripciós faktorok 
szerepének vizsgálata mellett, igazolni szerettem volna, hogy a Leukémia 

Inhibitor Faktor (LIF) nem csak az egér ES sejtvonalak esetében szükséges 
komponense a sejttenyésztő médiumnak, hanem nyúl ES sejtek 

pluripotenciájának fenntartásában is fontos szerepet játszik.
 3. Választ szerettem volna kapni arra, hogy milyen hatással van az egér 

őssejt specifikus miR-290-295 klaszter túltermeltetése az egér embrionális 
őssejtek pluripotenciájának megőrzésben, megnevezhető-e egy fő biológiai 

mechanizmus, aminek a szabályzásával a miR-290-295 klaszter kifejti 
hatását az egér ES sejtekben. Egér ES sejtek esetében a miR-290-295-ös 

klaszter játszik meghatározó szerepet, addig és humán ES sejtek esetében a 
miR-371-373 klaszter. Választ szerettem volna kapni arra, hogy a nyúl ES 
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sejtek esetében melyik klaszter expressziója mutatható ki, a nyúl miRNS 
mintázat a humán vagy inkább az egér miRNS mintázathoz hasonlít jobban.

Dolgozatomban azokat a kísérleti megközelítéseket foglaltam össze, 

amelyek segítségével sikerült megválaszolnom a munkám kezdetekor feltett 
kérdéseket.

AZ EREDMÉNYEK ÖSSZEFOGLALÁSA

 A leukémia inhibitor faktor (LIF) és receptora (LIFR) szerepet játszik az 
embrió beágyazódásában és az őssejtvonalak alapításának sikerességében is. 

A LIF egy olyan citokin, ami a sejtfelszíni LIFR-hoz köt. LIFR ennek 
hatására heterodimert képez egy másik transzmembrán fehérjével, a 

glikoprotein-130-al (gp130). A heterodimer egy kináz kaszkádot aktivál.  A 
STAT3 transzkripciós faktoron keresztül a sejtmagban Oct4 és Nanog 

együttes hatására megindul az ES sejtekre jellemző gének expressziója, 
ezzel párhuzamosan pedig gátlás alá kerülnek a differenciálódást elősegítő 

gének.
 A LIF különbözőképpen befolyásolja az egyes fajokban az ES sejtek 

önmegújuló képességét, pluripotenciáját. A LIFR nem volt kimutatható a 
nyúl embriók korai embrionális fejlődési szakaszában, RNS szinten először 

6,5 napos embrióban detektálható jelenléte, amely megfelel a beágyazódás 
körüli időszaknak. A LIF mRNS hasonlóan a többi emlősállathoz a korai 

hólyagcsíra állapotú embrióban jelenik meg először. A laboratóriumunkban 
fenntartott ES sejtenyészetek esetében a tenyésztő médiumban a LIF 

jelenléte nélkü-lözhetetlennek bizonyult, LIF hiányában a nyúl őssejtek 
szívizom irányba differenciálódtak.

 Az ES sejtek fejlődési potenciáljának vizsgálata történhet az ES sejtek in 
vitro differenciáltatásával, illetve in vivo, kiméra embriókat létrehozva, a 

kimérákban nyomon követve az ES sejtek sorsát. Annak igazolására, hogy a 
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nyúl ES sejtek képesek in vivo is létrehozni a legkülönbözőbb sejteket, 
szöveteket, ki kellett fejlesztenünk egy hatékony kiméra előállító rendszert 

nyúl esetében is. Míg az egér ES sejtek esetén aggregációs kimérákat 
hoztunk létre, addig a nyulak esetében az injektálásos kiméra előállító 

módszert választottuk. A kiméra embriók fejődésének vizsgálata lehetőséget 
teremtett az ivari determináció, illetve a sejtek elköteleződése során zajló 

molekuláris folyamatok jobb megértéséhez. A rendelkezésünkre álló zöld 
fluoreszcens fehérjét (GFP) expresszáló transzgénikus egerekből, nyulakból 

származó blasztomerek, ES sejtek beépülése a gazda embrióba nyomon 
követhetővé vált. Egerek esetében tetraploid gazda-embriót alkalmazva azt 

vizsgáltuk, hogy elegendő-e egyetlen blasztomer egy teljes állat 
létrehozásához, illetve hogy a tetraploid komplementációs rendszer 

alkalmas-e identikus iker egerek létrehozására abban az esetben, ha azonos 
embrióból származó egy-egy blasztomert aggregáltatunk egy-egy tetraploid 

gazda embrióval. Tetraploid komplementációs rendszer segítségével sikerült 
előre meghatározott nemmel rendelkező, kettes és hármas iker egereket 

létrehozni. Injektálásos módszerrel létrehozott nyúl kimérákat beültetve 
recipiens nőstényekbe ivarsejt kiméra utódjaink születtek.

 A genom nagy részét alkotó, nem kódoló szekvenciák sem funkció 
nélküli, felesleges szakaszok. A nem kódoló gének csoportjába tartoznak a 

mikroRNS-ek (miRNS-ek) is. A miRNS-ek olyan, kb. 22 nukleotid hosszú, 
fehérjét nem kódoló, egyszálú RNS molekulák, amelyek alapvető 

szabályozó funkciók érzékeny beállításában vesznek részt. Szabályozó 
szerepüket a gének poszt-transzkripcionális módosítása során fejtik ki 

azáltal, hogy az mRNS 3’ végén található nem transzlálódó régióhoz (UTR) 
kötődnek, és ott a transzlációt gátolják, vagy az mRNS degradációját 

okozzák.
 Az őssejt specifikus miRNS-ek közös jellemezője,  hogy magas 

expressziós szintet mutatnak az ES sejtekben, de expressziós szintjük a 
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differenciálódás kezdetével rohamosan elkezd csökkenni.  Az Oct4, a Sox2 
és a Nanog (őssejt specifikus markerek), közvetlenül a miRNS-ek 

promóteréhez kötve szabályozzák az őssejt specifikus miRNS-ek 
expresszióját. Az egér ES sejtekben, a miRNS-ek nagy része a miR-290-295 

klaszterről keletkezik. A miR-290-295 klaszter csak méhlepényes 
emlősökben fordul elő. A miR-290-295 klaszter nagy mértékű evolúciós 

változékonyságot mutat, amely arra utal, hogy a klaszter evolúciós 
értelemben viszonylag új, és emlős-specifikus tulajdonságokat 

szabályozhat.  Egér ES sejtek esetében igazoltuk, hogy a miR-290-295 
klaszter elősegíti az ES sejtek pluripotens állapotának fenntartását, amit 

elsősorban a sejtciklus közvetlen, több pontú szabályozásával ér el. 
Megállapítottuk azt is, hogy a miR-290-es klaszter tagjainak expressziója a 

4 sejtes állapotú nyúl embriókban kezdődik. Míg a másik őssejt specifikus 
klaszter, a miR-302-es mikroRNS klaszter tagjainak expressziója először 

3.5 napos nyúl embriókban kezdődik,  és magas expressziós értéket mutat a 
pluripotens nyúl őssejtekben. Megállapítható, hogy a miR-302 klaszter 

tagjai magasabb expressziós szintet mutatnak a nyúl ES sejtekben,  míg a 
miR-290 klaszter tagjai feltételezhetően a korai embrionális fejlődés során 

játszhatnak fontos szerepet.

ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK

1. A PhD munkám során kidolgozott tetraploid komplementációs 

technikát ötvözve, sikerült előre meghatározott nemmel rendelkező,  kettes 
és hármas iker egereket létrehoznom.

2. Sikerült igazolnom, hogy a LIF és LIFR fontos szerepet játszik a nyúl 
korai embrionális fejlődésében és a pluripotens embrionális eredetű nyúl 

őssejtek pluripotenciájának fenntartásában.
3. Igazoltam, hogy míg az egér miR-290 mikroRNS klaszter elemei 

elősegítik az egér ES sejtek pluripotenciájának megőrzését a sejtciklus 
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szabályozásán és a korai differenciálódás gátlásán keresztül, addig a nyúl 
miR-290 klaszter elemei inkább a nyúl korai embrionális fejlődésében 

játszanak fontos szerepet.

KÖVETKEZTETÉSEK ÉS JAVASLATOK

 A tetraploid gazda embriók és embrionális őssejtek felhasználásával 

történő aggregációs kiméra technikát alkalmazva sikerült előre 
meghatározott nemmel rendelkező,  kettes és hármas iker egereket 

létrehoznom. Ellentétben a sejtmag átültetéses klónozással,  ahol 
mitokondriális heterogenitás mutatható ki a klónozott állatokban, az általam 

alkalmazott technika segítségével létrehozott iker egerek mind 
mitokondriális, mind pedig sejtmagi DNS tekintetében azonosak egymással. 

Ez a technológia alkalmas olyan identikus iker egerek létrehozására, 
amelyek humán egypetéjű ikreken végzett epigenetikai vizsgálatok 

kontrolljaként alkalmazhatóak.
 Az őssejtkutatás területén több, a pluripotenciát befolyásoló gén, illetve 

mikroRNS expressziós mintázatának feltérképezését célzó kutatásban 
vettem részt egér, nyúl és humán embrionális őssejteket, illetve egér 

mesenchymális őssejteket vizsgálva. Az egér és nyúl embriók korai 
embrionális fejlődésében, illetve a pluripotencia fenntartásában szerepet 

játszó leukémia inhibitor faktornak (LIF) és receptorának (LIFR) vizsgálata 
során, sikerült igazolnom, hogy a LIF és LIFR fontos szerepet játszik mind 

az egér, mind a nyúl korai embrionális fejlődésében, az egér és a nyúl 
pluripotens őssejtek (ES sejtek) pluripotenciájának fenntartásában.

 Az őssejt specifikus miRNS-ek szerepét vizsgálva igazoltam, hogy míg 
az egér miR-290-es miRNS klaszter elemei elősegítik az egér ES sejtek 

pluripotenciájának megőrzését a sejtciklus szabályozásán és a korai 
differenciálódás gátlásán keresztül, addig a nyúl miR-290-es klaszter elemei 

a korai embrionális fejlődés során töltenek be irányító szerepet, ezzel 
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párhuzamosan a miR-302-es klaszter jelenlétét figyeltük meg a nyúl ES 
sejtekben.
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