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embryonické 
kmeňové bunky a ich 
využitie

1
Prečo sa jednotlivé typy buniek líšia 

aj keď majú rovnaké gény? Link 0.5

Embryonické a adultné kmeňové bunky a ich 
využitie v liečbe

Výhody      a Nevýhody
Embryonické SC
“Pluripotentné”

Stabilné. Môžu prejsť 
mnohými bunkovými 
deleniami.

Je ľahké ich získať, ale je to 
za cenu deštrukcie 
blastocysty (etická 
otázka)

Existuje možnosť imunitnej 
reakcie.

Vysoký potenciál tvorby 
tumorov

Adultné SC
“Multipotentné”

Menej stabilné. Deliaca kapacita je 
limitovaná.

Žiadna etická otázka.

Je ťažké izolovať ich z adultného 
tkaniva.

Imunitné odmietnutie veľmi 
nepravdepodobné, takmer 
absentujúce. 

Menší potenciál tvoriť tumory 2
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Ideálne kmeňové bunky:

- schopnosť diferenciácie na mnoho bunkových 
typov

- ľahká dostupnosť

- buď špecifické pre dané indivíduum alebo bez 
vyvolania imunitnej odpovede

- s veľkým potenciálom proliferácie

- bezpečné

- bez nebezpečenstva tvorby tumorov

3Link 0.5
Prečo sa jednotlivé typy buniek líšia 

aj keď majú rovnaké gény?

Terapeutické klonovanie

4

 Využíva transfer jadra na produkciu 
pluripotentnej embryonickej kmeňovej bunky s 
rovnakým genómom ako u darcu

 Ak sú takéto bunky prenesené do maternice, 
vytvorí sa jedinec – ovečka Dolly

 Ak sa takéto bunky kultivujú, vytvoria blastocystu
- embryonické kmeňové bunky sa potom môžu 
vyňať z vnútornej časti
- tieto bunky nevykazujú imunitnú nekompati-
bilitu s hostiteľom
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Terapeutické klonovanie

5

Wobus, A.M. et al. (2005)
https://www.biointeractive.org/classroom-resources/somatic-cell-nuclear-transfer-footage

Link 1

1 aký je rozdiel medzi 
diferencovanou a 

kmeňovou bunkou?

6

Sporná otázka

 Pre tých, čo veria, že embryo je ľudská 
bytosť od splynutia, je deštrukcia 
embrya vražda

 Ale takéto kmeňové bunky sú veľmi 
sľubné v liečbe ochorení...

 Nový prístup: Existuje spôsob, akým by 
bolo možné získať ľudské embryonálne 
kmeňové bunky bez deštrukcie 
ľudského embrya?

5

6



15. 12. 2025

4

The Induced Pluripotent 
Stem (iPS) Cell : A Likely 
Candidate?

- indukované 
pluripotnentné kmeňové 
bunky

7
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The making of iPS cells

Ako selektovať úspešne transfekované bunky: selekcia na 
Fbx15-neomycin (G418) -resistentné bunky
- Fbx15 je transkripčný faktor, ktorý je prítomný v 
embryonálnych kmeňových bunkách a ranných embryonálnych 
štádiách, ale nie je nevyhnutný na udržanie pluripotencie
- transfekcia cDNA by mala vrátiť bunky do týchto štádií

Takahashi and Yamanaka, Cell, Aug 25, 2006
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11Link 2
Dal by sa laboratóriu vyrobiť živočích, keby sa prenieslo 

jadro z oocytu do cytoplazmy somatickej bunky?
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Takahashi and Yamanaka, Cell, Aug 25, 200615Link 3

Načo sa pri vytváraní 
indukovaných 

kmeňových buniek 
využila neomycínová 

rezistencia?

Transcription factors for reprogramming

Transcription factors are proteins that bind to 
DNA and regulate gene expression 

Oct3/4 and Sox2: transcription factors that 
function in maintaining pluripotency in 
both early embryos and ES cells.

c-Myc and Klf4: transcription factors that 
modify chromatin structure so that Oct3/4 
and Sox2 can bind to their target; proto-
oncogenes
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Were these iPS cells identical to the ES 
cells?

NO

- The transcriptional profile was somewhere 
between fibroblasts and ES cells

- No live chimeras produced

So these iPS cells were somewhat similar but 
not identical to ES cells

WHY?

Because fbx15 was selected for. Fbx15 is a factor 
that is expressed in ES cells but is not essential 
for the maintainence of pluripotency

18

Link 4
Prečo je potrebné transfekovať somatické bunky transkripčnými 

faktormi na to aby sa stali kmeňovými?
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Proposed explanation for the difference

19

Nanog-selected iPS cells

-Expressed all markers and characteristics 
of ES cells

-Chimera formation when injected into 
blastocysts

but

20% of the mice developed tumours
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Reprogramming: 2-stage process

ESC morphology
Some pluripotent 
markers
Loss of somatic 
markers
LIF unresponsive
No chimeras
Germline incompetent

Vit C

ESC morphology
All pluripotent 
markers
No somatic 
markers
LIF responsive
Chimera forming
Germline 
competent 21

leukemia inhibitory 
factor (LIF) 
cytokín
potrebný na 
propagáciu buniek 
a udržanie buniek 
nediferencovaných
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Induced pluripotency : the two-stage switch

Stage  1 Stage  2

Downregulation of lineage genes

Activation of specific ES genes

Chromatin remodelling

Activation of auto-regulatory loop

Full reactivation of ES cell 
transcriptional network

Completion of transgene silencing

iPS Cells- Starting cells

Mouse

Embryonic fibroblasts

Adult tail fibroblasts

Hepatocytes

Gastric epithelial cell

Pancreatic cell

Neural stem cell

B lymphocyte

Keratinocyte

Human

Skin fibroblast

Keratinocyte

Bone marrow stem cell

Peripheral blood cell
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Efficiency of re-programming is poor

Hochdelinger and Plath, 2009

Link 6

Prečo bolo potrebné urobiť novú 
selekciu IPSP buniek na expresiu 

nanog/oct4?
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Induced pluripotent stem cells –
the science and technology 

Chi-Wei Lu, Ph.D.

Assistant Professor, RWJMS/UMDNJ

Director, Human Embryonic Stem Cell Facility

Albert Lasker Basic Medical Research Award, 2009

Link 7

Ako dlho je 
stabilná 

transfekcia 
exogénnym 
transkripčný
mi faktormi?

http://www.leica-
microsystems.com/science
-lab/nobel-prize-2012-in-
physiology-or-medicine-
for-stem-cell-research/

1962
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The induced pluripotency phenomena in human cells

-Takahashi and Yamanaka (Cell, 2007) : 
retroviral vector (pLAT-A) with Oct4, Sox2, Klf4 and c-Myc

-Yu and Thomson (Science, 2007):
lentiviral vector (pSIN) with Oct4, Nanog, Sox2 and Lin28

-Park and Daley (Nature 2008):
retroviral vectors (pMIG): Yamanaka factors with SV40T and hTert

-Lowry and Plath (PNAS 2008) : 
retroviral vectors (pMX): Yamanaka factors

Colonies can be identified after 14 days, select by colony morphology.

29

iPS cell reprogramming:  Problems

Use of viral vectors for induction

Low efficiency of reprogramming

Risk of tumour formation

Efficient differentiation protocols required

29
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 Reprogramming patient cells into a pluripotent state 
provides the best matching and the most abundant 
source for tissue regeneration.

 Among all different methods, the most achievable is 
direct reprogramming, by introducing pluripotency 
associated transcription factors into primary tissue 
culture.

Conclusions
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... ďakujem za pozornosť

iPS cells generation in patient fibroblasts
 Parkinson’s disease (Wernig and Jaenisch, 2008, Maehr and Melton PNAS 2009). 

 Amyopathic Lateral Sclerosis, (Dimos and Eggan Science 2008)

 Type I diabetes (Maehr and Melton PNAS 2009)

 ADA-SCID, SBDS, Gaucher disease, Duchenne and Becker 
Muscular dystrophi, Huntington disease, JDM, Down syndrome, 
Lesch-Nyhan syndrome. (Park and Daley Cell 2008).

iPS cells generation from other cell types

• Blood cells (Loh and Daley 2009). B-cells (Hanna and Jaenisch Cell 2008)

• Blood stem cells (Emiinli and Hochedlinger Nat Genet 2009)

• Pancreatic b-cells (Stadtfeld and Hochedlinger Cell Stem Cell2008)

• Hepatic and gastric endoderm (Aoi and Yamanaka Science 2008)

• Neural stem cells (Kim and Scholar, Nature 2008)

36
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Further work towards “safer” and more 
efficient generation of iPS cells
1-Reduced number of transcription factor 

used:
No myc: Nakagawa and Yamanaka, Nat Biotechnol 2008, 

Wernig and Jaenisch, Cell Stem Cell 2009

No Sox2: by adding GSK-3 inhibitor, Zhou and Ding, Stem 
cell 2009, in neural stem cell, Kim and Scholer Nature 
2008 

No Klf4/myc, by addition of Valproic acid : Huangfu and 
Melton, Nat Biotech 2008

No Myc and Sox2, by addition of BIX01294 and 
PD0325901 (Zhou and Ding, Cell Stem Cell 2008). 

Klf4 only by adding Kenpaullone (Lyssiotis and Jaenisch, 
PNAS 2009) 38
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2-Specific pathways:

TGF-β inhibitor replaces Sox2 and cMyc and induce Nanog 
(Maherali and Hochedlinger, Curr Biol 2009, Ichida and 
Eggan 2009 )

p53 inhibition augments iPS efficiency (Hong and 
Yamanaka, Nature 2009,Utikal and Hochedlinger Nature 
2009, Marion and Blastco Nature 2009, Li and Serrano 
Nature 2009, Kawamura and Belmonte 2009)

Hypoxia stimulates iPS generation – Yoshida and 
Yamanaka Cell Stem Cell 2009

Wnt signaling stimulates reprogramming efficiency 
(Marsonm, Jaenisch Cell Stem Cell 2008)

39

Park and Daley Cell 2008

... ďakujem za pozornosť
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