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Buněčná diferenciace  je proces při kterém buňkyBuněčná diferenciace  je proces při kterém buňky
získávají nový získávají nový fenotypfenotyp, který je spojen se , který je spojen se 
specifickou buněčnou funkcí. Pro daný buněčný specifickou buněčnou funkcí. Pro daný buněčný 
typ je charakteristická aktivace (typ je charakteristická aktivace (inaktivaceinaktivace) ) 
skupiny genů, které jsou zodpovědné za navození skupiny genů, které jsou zodpovědné za navození 
terminální diferenciaci.terminální diferenciaci.

DiferenciaceDiferenciacebunbuněkěk a struktura chromatinua struktura chromatinu
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MorfologieMorfologie lidsklidskýchých ES buněkES buněk
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Cell Cell DifferentiationDifferentiation
Cell Cell GrowthGrowth

DNA/HistoneDNA/Histone
synthesissynthesis
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AntiAnti --phosphophosphoH3H3
G1G1

G2G2
Rb1 geneRb1 gene
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Harni čarováHarni čarová etet alal., 2005., 2005

Enterocytic Enterocytic cell cell 
differentiationdifferentiation
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FFlowlow CCytometryytometry
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3D-genome project (LSHG-CT-2003-503441)

HSA 11
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Harni čarováHarni čarová etet alal., 2006., 2006

HSA 8 HSA 8 and relatedand related
structuresstructures
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Harni čarová et al., 2006
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EXON 1 
5'CCCCCGAGCTGTGCTGCTCGCGGCCGCCAC
CGCCGGGCCCCGGCCGTCCCTGGCTCCCCTCC
TGCCTCGAGAAGGGCAGGGCTTCTCAGAGGC
TTGGCGGGAAAAAGAACGGAGGGAGGGATC
GCGCTGAGTATAAAAGCCGGTTTTCGGGGCT
TTATCTAACTCGCTGTAGTAATTCCAGCGAGA
GGCAGAGGGAGCGAGCGGGCGGCCGGCTAG
GGTGGAAGAGCCGGGCGAGCAGAGCTGCGC
TGCGGGCGTCCTGGGAAGGGAGATCCGGAGC
GAATAGGGGGCTTCGCCTCTGGCCCAGCCCT
CCCGCTGATCCCCCAGCCAGCGGTCCGCAAC
CCTTGCCGCATCCACGAAACTTTGCCCATAGC
AGCGGGCGGGCACTTTGCACTGGAACTTACA
ACACCCGAGCAAGGACGCGACTCTCCCGACG
CGGGGAGGCTATTCTGCCCATTTGGGGACAC
TTCCCCGCCGCTGCCAGGACCCGCTTCTCTGA
AAGGCTCTCCTTGCAGCTGCTTAGACGCTGG
ATTTTTTTCGGGTAGTGGAAAACCAG 3'

EXON 2
5' CAGCCTCCCGCGACG
(1)ATGCCCCTCAACGTTAGCTTCACCAACAGGAACTATGACCTCG
A
CTACGACTCGGTGCAGCCGTATTTCTACTGCGACGAGGAGGAGAACT
TCTACCAGCAGCAGCAGCAGAGCGAGCTGCAGCCCCCGGCGCCCAG
CGAGGATATCTGGAAGAAATTCGAGCTGCTGCCCACCCCGCCCCTGT
CCCCTAGCCGCCGCTCCGGGCTCTGCTCGCCCTCCTACGTTGCGGTC
ACACCCTTCTCCCTTCGGGGAGACAACGACGGCGGTGGCGGGAGCTT
CTCCACGGCCGACCAGCTGGAGATGGTGACCGAGCTGCTGGGAGGA
GACATGGTGAACCAGAGTTTCATCTGCGACC
(2)CGGACGACGAGACCTTCATCAAAAACATCATCATCCAGGACT
GTATGTGG
AGCGGCTTCTCGGCCGCCGCCAAGCTCGTCTCAGAGAAGCTGGCCTC
CTACCAGGCTGCGCGCAAAGACAGCGGCAGCCCGAACCCCGCCCGC
GGCCACAGCGTCTGCTCCACCTCCAGCTTGTACCTGCAGGATCTGAG
CGCCGCCGCCTCAGAGTGCATCGACCCCTCGGTGGTCTTCCCCTACC
CTCTCAACGACAGCAGCTCGCCCAAGTCCTGCGCCTCGCAAGACTCC
AGCGCCTTCTCTCCGTCCTCGGATTCTCTGCTCTCCTCGACGGAGTCC
TCCCCGCAGGGCAGCCCCGAGCCCCTGGTGCTCCATGAGGAGACAC
CGCCCACCACCAGCAGCGACTCTG3' 
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EXON 3
5' AGGAGGAACAAGAAGATGAGGAAG
(3)AAATCGATGTTGTTTCTGTGGAAAAGAGGCAGGCTCCTGGCAAAAGGT
CA
GAGTCTGGATCACCTTCTGCTGGAGGCCACAGCAAACCTCCTCACAGCCCACT
GGTCCTCAAGAGGTGCCACGTCTCCACACATCAGCACAACTACGCAGCGCCT
CCCTCCACTCGGAAGGACTATCCTGCTGCCAAGAGGGTCAAGTTG
(4)GACAGTGTCAGAGTCCTGAGACAGATCAGCAACAACCGAAAATGCACC
AG
CCCCAGGTCCTCGGACACCGAGGAGAATGTCAAGAGGCGAACACACAACGTC
TTGGAGCGCCAGAGAGGAACGAGCTAAAACGGAGCT
(5)TTTTTGCCCTGCGTGACCAGATCCCGGAGTTGGAAAACAATGAAAAGG
CC
CCCAAGGTAGTTATCCTTAAAAAAGCCACAGCATACATCCTGTCCGTCCAAGC
AGAGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGTTGCGGAAACGACGAGA
ACAGTTGAAACACAAACTTGAACAGCTACGGAACTCTTGTGCGTAAGGAAAA
GTAAGGAAAACGATTCCTTCTAACAGAAATGTCCTGAGCAATCACCTATGAA
CTTGTTTCAAATGCATGATCAAATGCAACCTCACAACCTTGGCTGAGTCTTGA
GACTGAAAGATTTAGCCATAATGTAAACTGCCTCAAATTGGACTTTGGGCATA
AAAGAACTTTTTTATGCTTACCATCTTTTTTTTTTCTTTAACAGATTTGTATTTA
AGAATTGTTTTTAAAAAATTTTAAGATTTACACAATGTTTCTCTGTAAATA TTG
CCATTAAATGTAAATAACTTTAATAAAACGTTTATAGCAGTTACACAGAAT TT
CAATCCTAGTATATAGTACCTAGTATTATAGGTACTATAAACCCTAATTTT TTT
TATTTAAGTACATTTTGCTTTTTAAAGTTGATTTTTTTCTATTGTTTTTAGAAAA
AATAAAATAACTGGCAAATATATCATTGAGCC 3'

Sequences of oligoprobes were used according to Singer group and are follows:

(1) 5′-TCG T*AG TCG AGG T*CA TAG TTC CT*G TTG GTG AAG CT* A ACG TT*G AGG GGC AT-3 ′
(2) 5′-CCA CAT* ACA GTC CTG  GAT* GAT  GAT TTT  T*TG ATG A AG GT*C TCG TCG T*CC G-3 ′
(3) 5′-TGA CCT* TTT GCC AGG  AGC CT*G CCT  CTT  TT*C CAC AGA AAC AAC AT*C GAT* TT-3 ′

(4) 5′-CTG GT*G CAT TTT CGG T*TG TTG  CTG  AT*C TGT CTC A GG ACT* CTG ACA CT*G TC-3 ′
(5) 5′-GGC CTT* TTC  ATT* GTT  TT*C CAA  CTC CGG GAT* CTG  GT*C ACG CAG GGC AAA AA-3 ′

Human c-myc gene and two resultant protein products

Ryan and Birnie, 1996
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Western blot analysis
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Number of c-myc RNA signals
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Human embryonal (teratocarcinoma) cells NTERA 
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Gene expression and structure in human embryonic stem cells
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1.1. DifferentiationDifferentiation ofof mousemouseemryonicemryonic cellscells (ES (ES andand EC)EC)

Základ extraZáklad extra--emryonalníchemryonalních
tkánítkáníEmbryoidníEmbryoidní tělíska tělíska 

((EBsEBs))
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ESES: Embryonální kmenové buňky (ES) : Embryonální kmenové buňky (ES) 
jsou jsou imortalizovanéimortalizované buněčnébuněčné
linie derivované z vnitřní buněčné masy linie derivované z vnitřní buněčné masy 
3.5 denní 3.5 denní blastocystyblastocysty. . 
Tyto buňky se mohou rozmnožovat v Tyto buňky se mohou rozmnožovat v 
nevydiferencovaném stavunevydiferencovaném stavu
za přítomnosti LIF faktoru. ES buňky za přítomnosti LIF faktoru. ES buňky 
mají schopnost diferencovat mají schopnost diferencovat 
in vitro v in vitro v progenitorová progenitorová stádia. ES stádia. ES 
buňky tvoří tak zvanábuňky tvoří tak zvaná
emryoidníemryoidní tělíska (tělíska (EBsEBs), což jsou tří), což jsou tří--
dimenzionální strukturydimenzionální struktury
se schopností diferencovat do různých se schopností diferencovat do různých 
buněčných typů, například:buněčných typů, například:
hematopoietickýchhematopoietických, , myogenickýchmyogenických, , 
neurálních a jiných. Ovlivnění těchto neurálních a jiných. Ovlivnění těchto 
buněk například RA vede k indukci buněk například RA vede k indukci 
neurální neurální 
diferenciace. diferenciace. 
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Neurální diferenciace ES / EC buněk

Indukce

� spontánně v EB
� spontánně v monovrstvě
� v EB v přítomnosti kyseliny retinové (RA)
� v monovrstvě bez přítomnosti séra
� v monovrstvě bez přítomnosti séra + RA ?

Selekce

� bezsérové médium
� doplňky média: ITS, N2, B27
� inhibitory jiných diferenciací: Noggin, Chordin, Follistatin
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3030PacherníkPacherník etet alal..
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Epigenetics of hES Cells
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The c-myc transcription site

The c-myc gene
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Human embryonal (teratocarcinoma) cells NTERA 
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MorphologyMorphology ofof humanhuman leukemicleukemic promyelocyticpromyelocytic
cell line HL60 cell line HL60 andand neutrophilicneutrophilic granulocytegranulocyte

HLHLHLHLHLHLHLHL--------6060606060606060 prometaphaseprometaphaseprometaphaseprometaphaseprometaphaseprometaphaseprometaphaseprometaphase

latelate anaphaseanaphase neutrophilneutrophil
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Topographic Types of Human Granulocytes
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TheThe CC--mycmyc Gene Gene NuclearNuclear LocationLocation
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Changes in the expression of Changes in the expression of 
selectedselectedgenesgenes

FCMFCM
cc--mycmyc
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TheThe CC--mycmyc gene gene nuclearnuclear topographytopography
in in granulocyticgranulocytic nucleinuclei
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Gene location Chromosome location

X

X
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BetaBeta--likelike globinglobin gene clustergene cluster

ArrayedArrayedon chromosome 11,on chromosome 11,
encodes one embryonicencodes one embryonic((ε) ε) 
and two fetaland two fetal((GGγγ, , ΑγΑγ) ) andand
two adulttwo adult((δ, β) δ, β) globin chainsglobin chains..
Expression ofExpression ofββ--like genes like genes 
undergoesundergoesa a developmental developmental 
related switching mechanismrelated switching mechanism::
ε:ε: expressed in early expressed in early embryoembryo
fetal fetal γ: γ: fetal lifefetal life..
δ, β: δ, β: adulthoodadulthood..

Changes in Changes in ββββββββ--like like genegene
expression acompanyexpression acompany
erythoiderythoid cell cell differentiationdifferentiation
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DifferentiationDifferentiation ofof humanhuman hemopoietichemopoieticcellscells
intointo erythroiderythroid pathwaypathway

K                            IL-3

K    IL-3
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DifferentiationDifferentiation ofof humanhuman hemopoietichemopoieticcellscells intointo
megakaryocytesmegakaryocytes
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Differentiation of  human hemopoietic cells into Differentiation of  human hemopoietic cells into 
megakaryocytesmegakaryocytes
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BCR (BCR (redred signalssignals) ) andand ABL ABL genesgenes((greengreensignalssignals))
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MICRONUCLEIMICRONUCLEI

N-myc
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ZÁVĚRZÁVĚR

Diferenciace je charakteristická nejenom specifickýmiDiferenciace je charakteristická nejenom specifickými
změnami na úrovni morfologie buněk, ale významně se změnami na úrovni morfologie buněk, ale významně se 
mění i struktura chromatinu. Tyto strukturální  zm ěny mění i struktura chromatinu. Tyto strukturální  zm ěny 
v v genomugenomu mají velký význam z hlediska transkripční mají velký význam z hlediska transkripční 
aktivity genů. aktivity genů. 


