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egér ESC vonalak alkalmazási lehetősége

ES sejtek in vitro 
 differenciáltatása



Varga B., … Gócza E., … Herberth B.: BMC Dev. Biol. (2008)

mESC in vitro differenciáltatása

Környei Zs., … Gócza E., … Madarász E.:  Glia (2005), FASEB Journal (2007)

ES sejt szuszpenzió: 
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Redefining the In Vivo Origin of Metanephric Nephron Progenitors 
Enables Generation of Complex Kidney Structures from Pluripotent 
Stem Cells.,Taguchi, Stem Cell 14, 53–67, 2014

Cerebral organoids model human brain development and microcephaly
Lancaster, Nature 501, 373–379, 2013

“Mini agy"

“Mini vese"

ESC vonalak alkalmazási lehetősége - in vitro
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Allogén transzplantáció – sok új ES sejt kellene (kb. 1000 új huESC) 
Autológ transzplantáció – terápiás klónozás

KO, illetve transzgénikus ES sejtvonalak jó in vitro modell-
rendszerként szolgálhatnak 
Az embrionális fejlődés során lejátszódó folyamatok in vitro 
differenciálódás során tanulmányozhatóak 
Toxikológiai tesztekben kiválthatják az állatkísérletek egy részét 
Humán betegségek in vitro modellezhetőek  
Mutációt hordozó mESC, huESC sejtvonalak jól alkalmazása 
gyógyszertesztekben 
Transzplantációs kísérletekben való alkalmazás

Etikai problémák

ESC vonalak alkalmazási lehetősége - in vitro



Bőrsejtek

Problémák:  
•Nem túl hatékony (legalább 100 petesejt kell) 
•Technikailag nagyon igényes: majdnem minden kórházban szükség lenne rá

Petesejt forrás: saját, anyai, rokon, 
petesejt bank
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Transzplantációs terápia-Terápiás klónozás



CELL RESEARCH, 13(4):251-264., 2003.
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HUMÁN ES SEJTVONALAK ALAPÍTÁSA 
KLÓNOZOTT NYÚLEMBRIÓKBÓL
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Work by Meissner and Jaenisch suggests 
that this approach is scientifically feasible. 
They used SCNT to derive mouse blasto-
cysts from donor fibroblasts with impaired 
caudal-type homeobox 2  expression (Cdx2), 
a gene that is involved in placental develop-
ment. Although the cloned blastocysts 
lacked a functional trophoblast and failed to 
implant into the uterus, they efficiently gen-
erated pluripotent embryonic stem (ES) cells 
when they were explanted into culture1 4 . 
However, it remains to be seen whether 
the impairment of Cdx2 compromises the 
usefulness of the stem cells and, if it does, 
whether it is possible to reactivate the gene 
as needed.

As well as the scientific uncertainty, this 
proposal has formidable ethical and political 
problems. It is by no means clear that those 
who morally equate the early human embryo 
with a full human being will accept this 
approach. Although it is debatable whether 
SCNT entities should be regarded as human 
embryos1 5 , opponents of hESC research 
have taken a stand against therapeutic 
cloning. There is reason to believe that 
they would also oppose the creation of the 
biological artifacts that Hurlbut envisions. 
ANT embryos develop normally until Cdx2 
function is required, at which point they 
die1 6 . This suggests that this procedure might 
reasonably be interpreted as involving the 
deliberate creation of an impaired human 
embryo in order to justify destroying it. In 
effect, two wrongs are used to make a right.

A simple thought experiment supports 
this objection. If the early embryo is fully 
a human being, as the opponents of hESC 
destruction believe, how does ANT differ 
morally from the deliberate creation of an 
anencephalic infant as an organ donor? 
Lacking a cerebrum, this child can also be 
said to have “…no inherent principle of 
unity, no coherent drive in the direction 
of the mature human form, and no claim 
on the moral status due to a developing 
human life.” If we find such a proposal 
morally repugnant, an analogous impair-
ment that is imposed on a ‘human being’ 
at a much earlier stage could be considered 
equally unacceptable.

Finally, it can be said that ANT invites 
all the objections that critics have voiced 
about therapeutic cloning. These include the 
concern that perfecting SCNT for any reason 
could hasten attempts at the reproductive 
cloning of a human being1 7 , an argument 
that has led to efforts at both national and 
international levels to ban therapeutic clon-
ing research1 8 . Another objection is that 
cloning procedures might require a large 

Figure 1 | Approaches to generating human embryonic stem cells (hESCs). The current 
method of deriving hESCs following fertilization of an egg and development to the blastocyst 
stage is shown in part a. Parts b–h show the alternative approaches to hESC generation that are 
discussed in the main text. CDX2, caudal-type homeobox 2 gene; ES, embryonic stem; OCT4, 
octamer-binding transcription factor gene.
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Indukált pluripotens őssejt vonalak létrehozása
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Shinya Yamanaka

John B. Gurdon

John B. Gurdon eliminated the nucleus of a frog egg cell (1) and 

replaced it with the nucleus from a specialised cell taken from a 

tadpole (2). The modified egg developed into a normal tadpole (3). 

Subsequent nuclear transfer experiments have generated cloned 

mammals (4).

Shinya Yamanaka studied genes that are important for stem cell function. When he transferred four such 

genes (1) into cells taken from the skin (2), they were reprogrammed into pluripotent stem cells (3) that could 

develop into all cell types of an adult mouse. He named these cells induced pluripotent stem (iPS) cells. 

iPS cells can now be generated 

from humans, including patients 

with disease. Mature cells including 

nerve, heart and liver cells can be 

derived from these iPS cells, thereby 

allowing scientists to study disease 

mechanisms in new ways.

GE

Gurdon, Yamanak - 2012 Nobel díj!



iPSC technológia

betegség modellezés sejt transzplantáció klinikai alkalmazás



SCIENCE, 300, May 2003.

+ spermium is !!! (2004, 2005) 
+ HESC-ből is (2006)
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ES sejtekből ivarsejtek: petesejtek, hímivarsejtek
2016.10.17



El  kell  kezdeni  a  vitát  ennek  a 
technikának  az  etikájáról  mielőbb, 
mondta  Azim  Surani  (University  of 
Cambridge,  UK),  aki  az  egyik 
legnevesebb  kutató  ezen  a  kutatási 
területen.  "Itt  a  megfelelő  idő,  hogy  a 
lakosságot  bevonjuk  ezekbe  a 
megbeszélésekbe, jóval azelőtt, mielőtt ez 
az eljárás lehetővé válik az emberben is".

EGÉR ES SEJTEKBŐL PETESEJTEK, ÚJSZÜLÖTTEK

Lombikbébik őssejtekből?

hímivarsejtek

petesejtek

Etikai problémák
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DNS mikroinjektálás 

Spermium közvetített génbevitel 

Retrovírus közvetített génbevitel 

Lentivírus közvetített génbevitel 

Transzpozon - transzpozáz rendszer felhasználása 

Minikromoszómák felhasználása 

DNS injektálás spermatogóniumba 

Transzgénikus SC és ES sejtekből magátültetéses klónozás 

Genetikai módosítás transzgénikus ESC kimérák segítségével 

Transzgénikus spermatogóniális őssejtek beültetése 

Genom szerkesztés - ZFN, TALEN, CRISPR/CAS9

Transzgénikus állatok előállítási lehetőségei
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DNS mikroinjektálás 

Spermium közvetített génbevitel 

Retrovírus közvetített génbevitel 

Lentivírus közvetített génbevitel 
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Genom szerkesztés - ZFN, TALEN, CRISPR/CAS9

Transzgénikus állatok előállítási lehetőségei
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elektroporálás

BioRad X-cell cell elektroporátor

DNS elektroporálás ES sejtekbe



rezisztens kolónia kolónia tripszinben

GE

elektroporálás

transzgénikus kolónia izolálása

DNS elektroporálás ES sejtekbe
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HOMOLÓG REKOMBINÁCIÓ - CÉLZOTT GÉNKIÜTÉS
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HOMOLÓG REKOMBINÁCIÓ - CÉLZOTT GÉNMÓDOSÍTÁS



Genomi 
szekvencia 

exonhomológ régió homológ régióStart Stop

DNS vektor 

Start Stophomológ rekombináció

HOMOLÓG REKOMBINÁCIÓ - KONDICIONÁLIS GÉNKIÜTÉS
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TRANSZGÉNIKUS KIMÉRA EGEREK LÉTREHOZÁSA



Különböző állatok testrészeit összeállítva létrehozott képzeletbeli 
lények a mitológiában

Kimérák

Csupán képzeletben léteznek



Növény-állat-ember kimérák

Csupán a filmekben léteznek
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HOMOLÓG REKOMBINÁCIÓ - KONDICIONÁLIS GÉNKIÜTÉS
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• Martin J. Evans (első ES, EC sejtek) 

• Mario R. Capecchi (homológ rekombináció, neo, HSV-tk, hprt gén bejuttatás) 

• Oliver Smithies (homológ rekombináció humán sejtekben, mutáns hprt gén javítás) 

Evans, Capecchi, Smitish - 2007 Nobel díj!
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"for their discoveries of principles for introducing specific gene

modifications in mice by the use of embryonic stem cells"

The Nobel Prize in Physiology or
Medicine 2007
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Mario R. Capecchi Sir Martin J. Evans Oliver Smithies

 1/3 of the prize  1/3 of the prize  1/3 of the prize

USA United Kingdom USA

University of Utah;

Howard Hughes Medical

Institute 

Salt Lake City, UT, USA

Cardiff University 

Cardiff, United Kingdom

University of North

Carolina at Chapel Hill 

Chapel Hill, NC, USA

b. 1937

(in Italy)

b. 1941 b. 1925

(in United Kingdom)

Titles, data and places given above refer to the time of the award.
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technika vektor célzott sejt vektor mérete célzott 
módosítás

hatás 
fok

technikai 
nehézség

Mikro-
injektálás

DNS zigóta sejtmagja 50-1000 kb nem ++ +++

Vírus zigóta perivitellináris 
tere 5-10 kb nem +++ ++

Transzpozon 
(SB, PB) zigóta citoplazmája 50-100 kb nem +++ ++

ZFN, TALEN,  
CRISPR/CAS9 

rendszer

zigóta sejtmagja, 
citoplazmája cél szekvencia igen ++++ ++

Mesterséges 
kromoszóma zigóta sejtmagja 100-2000 kb igen + ++++

Elektro-
porálás, 

liposzóma

DNS

őssejt, testi sejt

100-2000 kb

igen 

+++

+
Vírus 5-10 kb +++

Transzpozon 50-1000 kb +++

Dupla szálú RNS 19-23 bp ++

ZFN, TALEN,  
CRISPR/CAS9 

rendszer

cél szekvencia +++ ++

Transzgénikus állatok előállítási lehetőségei



CRISPR konstrukció

3’ – CCTTGTACCGTCTTTCAT– 5’

tracrRNS

1. Exon 2. Exon 3. Exon 

X

18 bp

15 ng/ul sgRNS

Cas9 
mRNS
150 ng/ul 

Off target helyek 
száma:  

78  
génben:  

0

miosztatin mutáns nyúl 
(NAIK,ABC, Hiripi László)

GENOM EDITÁLÁS CRISPR/CAS9



Ivarszervi kimérák létrehozására alkalmas őssejtvonalak 
genom editálása madarakban

Han, Asian Journal of Andrology (2015) 17, 421–426

Asian Journal of Andrology 

Germline-competent stem cells in avian species 
JY Han et al

424

differences between species such as reproduction cycle and egg size. 
Recently, donor-derived progeny of wild birds, including pheasant85 
and Houbara bustard86 using PGCs and gonadal cells, respectively, 
were produced successfully using the interspecies germline 
chimera system. Thus, for applications in other endangered birds, 
culture methods of germline-competent stem cells for diverse 
species should be investigated. In addition, physiological aspects 
such as donor cell sex and differences between species should be 
considered.87

CONCLUSIONS
Recent advances in long-term in vitro culture of germline-competent 
stem cells and germline chimera production in the chicken combined 
with genome editing have highlighted the need for an avian species 
as an animal model68,69  (Figure  1). In addition, the production of 
interspecies germline chimera via germline-competent stem cells 
has become a powerful tool for the restoration of endangered avian 
species 83,85,87   (Figure  1). Since several types of germline-competent 
stem cells can be obtained from different developmental stages 
in birds, optimal in  vitro culture systems for different types of 
germline-competent stem cells should be established in future studies. 
Indeed, the presence and function of germline-competent stem cells are 
closely associated with the potency of the cells. In other words, once 
they emerge, understanding why and how they acquire their potency 
is important to regulate and maintain these cells in vitro. Therefore, 
studies on the underlying mechanisms of germline-competent stem 
cells formation and maintenance in avian species can contribute 
to the utilization of avian species as animal model systems and the 
conservation of avian genetic resources.
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Figure 1: Application of germline-competent stem cells-mediated methods in avian species. Germline-competent stem cells derived from various sources 
can be applied to animal model systems and the conservation of endangered birds.
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Iranian scientist creates world's first human-sheep chimera

Tehran, Apr. 02 (SINA) - An Iranian scientist has successfully created the world's first
human-sheep chimera through bringing to life a sheep that has half human organs.
Professor Esmail Zanjani at the University of Nevada's School of Medicine has suc-
cessfully created the world's first sheep which has the body of a sheep but half-
human organs.

 

Professor Esmail Zanjani

The sheep have 15 percent human cells and 85 percent animal cells and their evolu-
tion brings the prospect of animal organs being transplanted into humans one step
closer.

 

Zanjani, has spent seven years and about 9.8 million dollars perfecting the technique,

kiméra birkák, 1-2% humán BMC, MSC 
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A	humán	pluripotens	őssejtek	
nagy	 számban	 képesek	
beépülni	 szarvasmarha	 vagy	
sertés	 hólyagcsíra	 állapotú	
embriókba,	 azonban	 kis	
mértékben	 jelennek	 meg	 a	
beágyazódás	 után	 a	 kiméra	
embriók	szövetei	között.

Wu et al., 2017, Cell 168, 473–486
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