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A human-allat kimérak tavlatai

Aki tajékozott a tudomanyos hirekben, minden bizonnyal értesiilhetett mar arrdl az
ujdonsagrol, hogy a kaliforniai Salk Intézetben lzpisua Belmonte és Jun Wu vezetésével
sikeres eredményeket értek el kutatok human-sertés hibrid embrié létrehozasaban. Ez
azért is szamit nagy el6relépésnek e téren, mert az eddigi human Gssejtekkel végzett
hasonlé kisérletek tobbnyire kudarcba fulladtak, a hibrid embridk korai stadiumban

elpusztultak, illetve nem alakultak ki életképes kimérak.

A kimérakra jellemzd, hogy ketténél tobb ivarsejtbél jottek létre, illetve esetlinkben, hogy
kett6 vagy tobb faj DNS allomdanyat is hordozzak a kilonb6z6 eredetli sejtek. Ez a
,tobbszinliség” genetikai mozaikossdagot hoz létre a fejl6d6 embridban. Ezeknek a
kisérletsorozatoknak kdszonhet6en a jovGben talan lehet6ség adddik, hogy kilonbozs, erre
a célra alkalmas allatokban noévessziink emberi szoveteket, szerveket, melyeket aztan
transzplantacids mltétek soran felhasznalhatunk, megoldva példdul a donorhiany
problémajat is. Gondoljunk csak bele, mennyivel egyszer(ibb lenne példaul egy sertésben
novesztett szervet, szervrészletet atlltetni emberbe mitét soran, mintsem kilonb6z6

human forrasokat alkalmazni. Erre azonban valdszinlileg még éveket kell varnunk.

Izpisua Belmonte és Jun Wu kaliforniai kutatdcsoportja els6 |épésként azonban egy patkany-
egér kiméra embrid létrehozasdval foglalatoskodott a humdan Gssejtekkel valo kisérletek
megkezdése el6tt. (E téren kordbban, mar 2010-ben is szilettek sikeres kisérletek,

publikacidk, ahol egérben novesztettek patkany hasnyalmirigyet).

Ehhez patkdny sejteket lltettek be mddositott egér embridkba, és ezek fejlédését vizsgaltak.
Az injektalast megel6z6en az egér embridokban olyan génmaddositasokat alkalmaztak, melyek
megkonnyitették a kiméra fejlédésének kovetését. Ennek megvaldsitdsahoz a manapsag igen
népszer(i CRISPR-Cas9 génmoddositasi rendszert alkalmaztdk. A moddszer lényege, hogy

célzottan DNS szekvenciat lehet kihasitani, majd ezt kovet6en az altalunk kivalasztott DNS

3 PERC TUDOMANY - 2017. évfolyam 2. szam



2y 3 PERC TUDOMANY ed4/i.

részleteket beilleszteni a kett8s hasitas helyére. A folyamat sordn a Cas9 enzim végzi a DNS
hasitdsat: a célzott genomszakasz ,kivagasat”. Egy sgRNS komplex (single-guide RNS) vezeti a
Cas9 enzimet a hasitandd szekvencidhoz, ezt kdvetéen pedig az enzim kivagja a célzott DNS
szakaszt, amely ennek kovetkeztében degradalddik, lebomlik. Ezzel a mddszerrel a kaliforniai
kutatocsoportnak lehetGsége nyilt a fejl6d6 egér embridban olyan géneket inaktivalni,
melyek bizonyos szervek kialakitdsaban jatszanak dontS szerepet. igy példaul a szivnél,

szemeknél, vagy a hasnyalmirigynél.

Belmonte és csapata az el6bb emlitett génmddositasi mddszerrel els6ként az egér Pdx1
génjét kapcsoltak ki, Cas9 mRNS és Pdx1 sgRNS zigétdba torténd egylttes injektdlasaval. Ez a
Pdx1 gén nélkllozhetetlen a hasnyalmirigy fejlédésében. Hasonlé mddszerrel kioltottdk a
zigota Nkx2.5 génjét, mely a sziv embriondlis fejl6désénél tolt be jelentds szerepet, és a
Pax6-ot kédold gént, mely transzkripcids faktor a szemek, orr, és agy fejlédésében lényeges a
fejl6d6é embridknal. A modositott egér zigdta sejtjei mellé ezt kovetSen belltették a patkany
Gssejteket. Az injektaldst kovet6en azt tapasztaltadk, hogy a fejl6d6é embridban, a ,kiGtott”
gének funkcidjat a belltetett patkdny sejtek megfelel§ génjei vették at, ugynevezett
komplementacid tortént, igy az egyedfejlédés sordn az eredetileg kiesett funkcidk ellenére
mikod6képes szervek fejlédtek ki. A kimérdk tobbsége a felnbttkort is elérte, és akadt
kozottliik egy, amely két évet élt le. Ezzel bebizonyosodott, hogy az adott esetben a
belltetett sejtek genetikai allomanya képes atvenni a hianyzd gének funkcioit, igy

szintetizdldodhatnak az életképességhez sziikséges fehérjék, szoveteket, szerveket formalva.

Ugyan ezt a metddust elvégezve, beliltetett patkany sejtek epehdlyagot is képesek voltak
kialakitani a fejl6d6 egér-patkany embridban, noha a patkanyok az evollciés fejlédésiik
soran megvaltak ettsl a képességilikt6l. Jun Wu szerint ez azzal magyarazhatd, hogy a
patkanyok genetikailag rendelkeznek az epehdlyag kialakitasanak képességével, azonban a
genetikai programjuk ezt mddositja, felilirja, és egyedfejlédésik soran nem alakul ki naluk
ez a szerv, azonban mas mikrokornyezetben — egér embriéban — nincs, ami ,elnyomja” az

epehdlyag kialakuldasanak képességét.

Ezt kovették a human sejtes kisérletek, melyek sordn az emberi pluripotens Gssejtek allati

embridba vald injektalasaval prébalkoztak. Ezekrdl az emlitett pluripotens Gssejtekrdl tudni
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kell, hogy csokkent potencidllal (differencidlédasi képességgel) rendelkeznek, nem képesek
extraembriondlis szovetek (mint példaul az embriét koriilvevé burok) létrehozasara, viszont
még a fejl6d6é embrid sajat sejtjein kivil az ivarsejteket is képesek kialakitani. llyen
pluripotens sejtek taldlhatok az embridkban is. Ezek a sejtek normalis korilmények kozott
fokozatosan veszitik a differencidlddasi képességiiket, és egyre kevesebb sejttipust képesek
formalni. Azonban mesterséges korlilmények kozott, az embriébdl kiszakitva, bizonyos
tényez6k fenntartasa mellett fenntarthatéak és alkalmazhatdak, példaul mas embridkba
torténd injektalasra is. Belmonte és kutatdcsoportja az etikai ellenvetéseket elkerilve
indukalt pluripotens Gssejteket (iPSC) haszndltak fel, melyek differencidlt, ,adult” sejtekbdl
bizonyos faktorok (Yamanaka faktorok) segitségével alakithatok vissza Gssejtekké. igy tortént

ez az alkalmazott human sejtvonalak esetén is.

Ezt kovetben a kutatdk alkalmas gazdaszervezetet kerestek, mely soran legalkalmasabbnak a
sertések és a szarvasmarhdk bizonyultak, azonban a szarvasmarha embridkkal végzett
injektaldasok koltségesebbnek és nehézkesebbnek igérkeztek. A sertés embridk mellett szélt
tovabba az is, hogy a szerveik méretben, m(ikodésben és anatémiai felépitésben is nagyfoku
hasonldsagot mutatnak az emberi szervekkel. A masik fontos elddontendd kérdésnek a
beinjektalandd Gssejt tipusa addédott. Az ugynevezett ,naiv” (alapallapotu, teljes értékd
Gssejtek) és a ,,primed” (aktivalt) - el6rehaladottabb 6ssejtek nem bizonyultak sikeresnek az
injektalasok soran. Ezzel szemben a két el6bb emlitett sejttipuson kivil a koztes
(intermedier) differencialtsagu sejtek megfelel6 eredményeket hoztak a kisérletek sordn, igy

ezzel a sejttipussal folytatddtak az embridkba térténd sejtbeliltetések.

A kisérletek soran a kutatdcsoport 1298 sertésekbdl szdrmazd zigdtdt, 1004 kétsejtes
embridét és 91 morulat (sorozatos sejtosztédasokon atesett zigdta) valasztott ki, és ezekbdl
Osszesen 2181 jo allapotu blasztocisztat (a moruldbdl Iétrejové tobbsejtes képz&dmény)
tudtak megtartani a tovabbi kisérletekre. Ezt kovette a human pluripotens Gssejtek
beinjektalasa a zigétak blasztocol (az embrid sejtjei altal kdzrefogott belss lireg) részébe. Az
injektalashoz az embridk kiilsé burkat (zona pellucida) lézerrel Gtotték at, amelyen keresztiil
igy bejuttathatdva valtak a human Gssejtek. Az eljaras sordn altaldban 3-10 sejtet helyeztek

be, majd az alkalmas allapotban |év6 zigotakat sertés kocakba lltették be, és figyelték az
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embriok tovabbi fejlédését. Az embridk 3-4 hetes vizsgdlt fejl6dési id6szaka alatt a
kimérakban a normal sertés sejtek mellett az intermedier human &ssejtek és szarmazékaik is
életképes vonalakat produkaltak minimalis szamban (korilbelGl 1:100000 aranyban).
Azonban a human sejtszarmazékok érdekes mdédon nem egyenletes eloszlast mutattak a
fejl6dé embridban, ugyanis az esetek donté tobbségében az emberi sejtek 10%-a a szivben
csoportosult a fejlédés el6rehaladtaval. Ez az el6bb emlitett human-sertés sejt aranyszam
joval alacsonyabb a kordbban patkdny-egér embridknal tapasztaltaknal, feltehet6en a sertés
és ember kozott levé nagyobb evolicidés tdvolsag miatt. Emellett szdmos nehézségbe
utkoztek a kutaték: igy példaul a sertések emberihez viszonyitott harmada olyan rovid
vemhességi idejlikkel. Emiatt az &ssejtek beinjektadlasanak idézitését is nagy pontossaggal
meg kellett hatdrozni, amit Belmonte képletesen igy fogalmazott meg: ,Ez olyan, mintha az
emberi sejtek az autépdlyara felhajtva gyorsabban mennének a megengedettnél. Azonban

ha tul gyorsan hajtasz, balesetet fogsz szenvedni.”

A 3-4 hetes vizsgalati id6 eltelte utdn az embridkat elpusztitottdk, az esetleges etikai
ellenvetések elkerllése érdekében. Ugyanis ezekre a kiméra embridkra sokan ugy
tekintettek, hogy részben emberiek is, még ha csak igen kis aranyban is tartalmaztak human
sejteket. A masik sokakban megfogalmazddé felvetés, hogy ha az allati eredetl agy nagyobb
aranyban tartalmazna emberi sejteket e moddszernek kdszonhetben, akkor annak az
élélénynek a gondolatai is sokkal ,emberiebbek” lesznek. Az el6bb emlitett etikai
fejtegetések eldontése még el6ttink all, és a technoldgidnak is fejlédnie kell, hogy

hatdrozottan tudjunk doénteni e témat illetGen.

Izpisua Belmonte és kutatécsoportjdnak kovetkez6 feladata, hogy javitsak a moddszer
hatékonysagat és a szervek képzddését iranyitottabb vonalra tereljék. Ennek pontosabb
végrehajtasa érdekében a kutatdk CRISPR-Cas9 rendszerrel bizonyos génfunkcié hianyokat
okoznanak a sertés embridkon, mely ,réseket” aztdn a human sejtek tolthetnének ki. A
kisérletek folyamatban vannak, és minden bizonnyal hallani fogunk az eredményekrél a

kozeljovSben.
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