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✤ Nyúl mint modellállat

✤ Korai embrionális fejlődés vizsgálata 

✤ Betegség modell - cukorbetegség, szív rendellenesség, 
érelmeszedés

✤ Bioreaktor - tejbe kiválasztható  biológiailag aktív fehérjék

✤ Transzgenezis ES sejteket felhasználva

✤ Célzott genetikai módosítások létrehozása lehetséges

✤ Szövetspecifikus, időben szabályozható módosítások

✤ Madár ősivarsejtek tenyésztése, kimérák létrehozása  

NAIK, MBK, 2014 tavasz

NAIK MBK ÁB



Transzgénikus állatok előállítási lehetőségei
DNS mikroinjektálás 

Spermium közvetített génbevitel 

Retrovírus közvetített génbevitel 

Lentivírus közvetített génbevitel 

Transzpozon-transzpozász rendszer felhasználásával 

Minikromoszómák felhasználásával 

DNS injektálás spermatogóniumba 

Transzgénikus SC és ES sejtekből magátültetéses klónozással  

Célzott génbevitel transzgénikus ES sejtvonalak felhasználásával 

Transzgénikus spermatogóniális őssejtek beültetésével 

Genom szerkesztés - ZFN, TALEN, CRISPR/CAS9
GE



Transzgénikus egerek előállítása mikro-injektálással
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DNS és LV injektálás 
módszerének összehasonlítása 

Transzgénikus egerek előállítása lenti vírus vektor (LV) 
transzdukcióval

CAG Promoter

LTR

Riporter gén

DNS és LV injektálás 
hatékonyságának 

összehasonlítása (sertés)

GE



Transzpozon közvetített génbevitel

GE



1980: J. Gordon, first transgenic mouse

• 1986: A. Gossler: Transgenic mouse beta-
galactosidase reporter gene

DNS mikroijektálás

ES sejtek felhasználásával

Promoter

Célzott gén

Neo gén Riporter gén

Célzott génmódosítás

Random inszerció

Transzgénikus egerek előállítása

Célzott génmódosítás

Promoter Transzgén Poli A

A
T
G

GE



Egér embriók fejlődése

méhlepény

szikzacskó

magzat

beágyazódás előtt

beágyazódás után

EPHY

TB



TB
HY

EP

R: Rauber’s layer

AVE

Anterior Posterior

EP
HY

TB

E

TB ✤ E: embriódiszk            EP, HY
✤ TB: trofoblaszt            méhlepény
✤ HY: hipoblaszt             szik, amnion
✤ EP: epiblaszt                 magzat

6 napos nyúl embrió

Nyúl embriók fejlődése



1. nap 2. nap0. nap

XX-XY, XY-XX, XX-XX, XY-XY → 75% hím utód

GE
Tarkowski AK.: Germ cells in XX in equilibrium XY mouse chimeras. Basic Life Sci. 1978

Kimérák a tudományban

szexdetermináció vizsgálata

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/752314


Pluripotens embrionális eredetű egér őssejtvonal (mESC)

letapadt ICM csomó

ES sejtvonal

ICM

trofektoderma

tripszinezés

ES szerű kolónia

tripszinezés

tápláláló sejtréteg 
(MEF)

ICM

blasztocöl

trofektoderma sejtek ✤ tripszin
✤ mLIF
✤ KO-DMEM
✤ 20% FBS

sejtszuszpenzióES kolóniák

egér blasztociszta



DNS elektroporálás ES sejtekbe

elektroporálás

GE



DNS elektroporálás ES sejtekbe

rezisztens kolónia kolónia tripszinben

GE

elektroporálás

transzgénikus kolónia izolálása



Transzgénikus ES sejtvonalak alkalmazása

Célzott génmódosítás

Promoter

Célzott gén

Neo gén Riporter gén

ECFP

EGFP

EYFP

GE



Módosított 
allél

Start Stoppozitív szelekciós gén

exonhomológ régió homológ régióStart

Genomi 
szekvencia 

Start

DNS 
vektor 

homológ rekombináció Stop

Stop

negatív szelekciós gén

HOMOLÓG REKOMBINÁCIÓ - CÉLZOTT GÉNKIÜTÉS

GE



Start
Stoppozitív szelekciós gén

GE

HOMOLÓG REKOMBINÁCIÓ - CÉLZOTT GÉNMÓDOSÍTÁS

intron
homológ régió homológ régióStart Stop

Genomi 
szekvencia 

Start
homológ rekombináció

DNS 
vektor 

Módosított exon
negatív szelekciós gén

Stop

Módosított 
allél



HOMOLÓG REKOMBINÁCIÓ - KONDICIONÁLIS  GÉNKIÜTÉS

Genomi 
szekvencia 

exonhomológ régió homológ régióStart Stop

DNS vektor 

Start Stophomológ rekombináció

transzgénikus embrionális őssejt kolónia

gazda embrió

kiméra embrió

TRANSZGÉNIKUS KIMÉRA EGEREK LÉTREHOZÁSA

GE

Riporter génStart loxP loxP Stopexon

Módosított 
allél



ES	cells

host	embryo

chimera	embryo

chimera	blastocyst kiméra	újszülöttek

GFP	visualisation:	BLS-Ltd GE

AGGREGÁCIÓS	KIMÉRÁK gazda embrió

transzgénikus embrionális 
őssejt kolónia

kiméra embrió

TRANSZGÉNIKUS ES SEJTEK AGGREGÁLTATÁSA GAZDA 
EMBRIÓVAL



HOMOZIGÓTA TRANSZGÉNIKUS EGEREK LÉTREHOZÁSA

ivarsejt kiméra 
utód

X
heterozigóta 

transzgénikus utód
heterozigóta 

transzgénikus utód

kiméra hím
X

vad típusú nőstény

homozigóta 
transzgénikus utód

heterozigóta 
transzgénikus utódvad típusú egér

kiméra újszülöttek

GE
 ivarsejt kiméra utód 

kiméra hím



HOMOLÓG REKOMBINÁCIÓ - KONDICIONÁLIS  GÉNKIÜTÉS

Cre rekombináz StopStart

Start Stop

X homozigóta 
transzgénikus egér

knock out - génkiütött utód

Cre rekombinázt 
termelő 

transzgénikus egér

HOMOLÓG REKOMBINÁCIÓ - KONDICIONÁLIS  GÉNKIÜTÉS

GE

Genomi 
szekvencia 

exonhomológ régió homológ régióStart Stop

DNS 
vektor 

Start Stophomológ rekombináció

Riporter génekloxP loxPexon
Start Stop

Módosított 
allél



link fehérje expresszió követése transzgénikus egerek porcszövetében

HOMOLÓG REKOMBINÁCIÓ - SZÖVETSPECIFIKUS RIPORTER GÉN 
EXPRESSZIÓ - KONDICIONÁLIS  GÉNKIÜTÉS

Start Stop

beta-gal neo

GEO

link fehérje promoter

HOMOLÓG REKOMBINÁCIÓ - KONDICIONÁLIS  GÉNKIÜTÉS

Cre rekombináz StopStart

Start Stop

X homozigóta 
transzgénikus egér

Cre rekombinázt 
termelő 

transzgénikus egér

knock out - génkiütött utód

porc fehérje promoter



Brainbow mouse



Brainbow mouse



• 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!

10/09/2007 08:09 AMMedicine 2007

Page 1 of 1http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2007/index.html
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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

Photo: Tim Roberts/PR

Newswire, © HHMI
Photo © Cardiff University Photo: Scanpix/Dan Sears

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.

GE



Evans, Capecchi, Smitiesh - 2007 Nobel díj - történeti áttekintés

GE

EC sejtek (Evans M.J.; Martin G.R. 1972, 1974, 1975)  
EC sejtek microinjáktálása egér blasztocisztába (Papaioannou V.E., McBurney M., 
Gardner R.L., Evans M.J. 1975) 
DNA microinjektálás sejttenyészeti sejtekbe (Capecchi MR, 1980) 
Egér embrió transzformálása mikroinjektálással (Gordon J.W. 1980) 
ES sejtvonalak léterhozása (Evans, M.J., Kaufman, M.H.; Martin G.R. 1981) 
A humán beta-globin lokuszba DNS szekvencia bejuttása homológ rekombinációval 
(Smithies, O. 1985) 
Csíravonal kimérák előállítása retrovirus transzformált ES sejteket felhasználva 
(Robertson E, Bradley, A., Kuehn, M., Evans, M.; Gossler A, Doetschman, T. 1986)   
Mutáns Hprt gén kijavítása egérben homológ rekombinációval (Doetschman T.,  
Thompson S., Smithies O.  Nature.1987)  
Mutagenezis célzott génmódosítással egér ES sejtekben (Thomas KR, Capecchi, 
M.R.  1987) 
Szövet- és helyspecifikus DNS rekombináció transzgénikus egerekben (Orban P.C., 
1992) 
Indukálható génmódosítás egérben, Cre rekombináz alkalmazásával (Kuhn R., 
Schwenk F., Aguet M., Rajewsky K. 1995)



✤ MEF+zselatin
✤ no ZP
✤ accutáz
✤ patkány LIF
✤ humán bFGF
✤ KO-DMEM
✤ ISCOVE’S
✤ 15% KO-SR

Pluripotens embrionális eredetű nyúl őssejtvonal (rabESC)

egér embrionális fibroblaszton

2 napos nyúl 
embrió

4 napos nyúl 
embrió

3 napos nyúl 
embrió

0.5% proponáz
ES kolónia (4. passzázs)

accutázaccutáz

izolált ICMletapadt ICM



Egér (R1/E) (p15) mESC

ES sejtek pluripotenciáját befolyásoló faktorok

Nyúl ESC (3x)

✤ KO-EM, 15%FBS, mLIF
✤ CD1 MEF
✤ tripszin
✤ ZP, egész blasztociszta
✤ AP, SSEA-1
✤ in vitro differenciálódás
✤ teratokarcinoma képzés
✤ ivarsejt kiméra

✤ KO-EM/F12, 15%SRL, bFGF
✤ OF1 MEF
✤ accutáz
✤ nincs ZP, csak ICM
✤ AP, SSEA-1, SSEA-4
✤ in vitro differenciálódás
✤ teratokarcinoma képzés
✤ kiméra

Dr. Pribenszky Csaba, Time Lapse Video System, http://cryo-innovation.com, 2011 

LIF (hu, m, r, rab)
FBS ↔ SRL
collagenáz
SSEA-3
2i, 3i, 4i↔GATA6
activin
egyéb faktorok…

❓

Egér ESC kolóniák Nyúl ESC kolóniák



GERINCES EMBRIÓKBÓL SZÁRMAZÓ 
 ES, EG SEJTVONALAK

Human ES Human EG

Tyúk ES

Zebra danio ES

Egér EGEgér ES

Rhesus monkey ESCs

Bovine NT ES/EG colonies

Porcine NT ES/EG colonies

Primary stem cells from ovine blastula 39

Table 1 Development of in vitro ovine embryos

Test number Cleavage (%) Blastulas (%)
Hypoevolutism

(%)
Abnormity and

blocked embryos (%)

1 94/128 (73.4) 70/128 (54.7) 24/128 (18.8) 34/128 (26.5)
2 132/153 (86.3) 85/153 (55.6) 43/153 (28.1) 25/153 (16.3)
3 60/81 (74) 56/81 (69.1) 4/81 (4.9) 21/81 (25.9)
Mean 286/362 (79) 211/362 (58.3) 71/362 (19.6) 80/362 (22.1)

Figure3 Ovine ESC-like colonies. (a) ICM implanted and grown on OEF feeder cells for 2 days and became a primary ESC-like
colony (G0). (b) A primary ESC-like colony grown on OEF feeder cells for 5 days. (c) The third passage of an ESC-like colony at
5 days. (d) A primary ESC-like colony grown on OEF feeder cells for 13 days and beginning to differentiate. (b–d) Stained with
AKP reagent. Bar = 50 µm in (a, b). Bar = 30 µm in (c, d).

8–16-cell stage for ovine MZT (Qin et al., 2001). There are
some, hitherto unknown, reasons for hypoevolutism,
such as a few embryos blocked at morula stage after
6–8 days’ culture in vitro.

Primary ESC-like colony isolation and culture

Identification of ES-like cells was by cell colony
morphology and AKP staining. A total of 90% of
blastulas adhered and grew on OEF feeder cells
after removal of the ZP by pronase. ES-like colonies
appeared compact and raised cell mass after culture
for 2–4 days (Fig. 3a), which means the foundation
of primary ES-like colonies (G0). The colonies were
passaged to new feeders and new colonies again grew
up, until the third generation of ES-like cells (Fig. 3b, c).
Meanwhile, a few colonies stained by AKP kit and
showed positive alkaline phosphatase activity (Fig. 3b–
d). However, we found a few colonies could be
sustained for 13 days (Fig. 3d) or longer on the original
feeder layer and still show AKP-positive staining, but
their morphology was non-adherent and cell numbers
reduced and these cells did not reproduce new ESC-
like colonies when passaged to new feeder cells, which
means that the colonies had differentiated. In fact, most
of the ESC-like colonies differentiated and disappeared
when cultured longer than 10 days on the original
feeder cells, even though LIF and SCF were replaced
every 2 days. The results suggest that feeder cells
are more important than LIF and SCF in sustaining
ES-like cell growth. So for ES-like cell passage, the
colonies were generally dissected and delivered to new
OEF feeder cells after 4–7 days’ growth. The results
indicate that OEFs as feeder cells with LIF and SCF can

initiate and support primary ES-like cell growth and
the first two passages for ESC-like colonies. However,
differentiation phenomena and slow rates of growth
are still two problems that cannot be ignored. Other
feeders are now being tried to improve ESC growth
and to increase their totipotency.

Discussion

Since the 1980s, reports on livestock IVP embryos
has been accumulating and have founded a basis for
embryo IVP and ovine blastula sources (Cheng & Polge,
1986; Yoshida, 1990; Walker et al., 1992). Based on
the data, using fresh ovaries and testes from a local
slaughterhouse, we have modified the ovine embryo
IVP system and have proved it suitable for supplying
blastocysts for ICM isolation, therefore ovine blastocyst
source will not be a limit or a barrier to ESC isolation.
However, whether each embryonic IVP experiment
succeeds, or not, is greatly dependent on the quality of
ovaries and testes used each time, so the collection of
ovaries and testes is a key step that requires technicians
who have extensive collecting experience and accurate
isolation of the sheep material.

Another problem is how to promote rapid ES-
like cell growth but meanwhile control the random
cell differentiation. We found in this study, ES-like
cells grew slowly after the third passage and easily
disappeared. There are two probable reasons for this.
Firstly, OEF may not be the most suitable feeder cells
for ovine ESC growth after several passages, though
they are better than the mouse SNL cell line for ovine

Birka ES

Szarvasmarha NT ES/EG

Sertés NT ES/EG

GE



ES sejt kolónia

IVF

megsemmisítés
embrió bank

   Martin F. Pera, előadásából

92 eddig publikált hESC sejtvonal (2005 nyara)

HUMÁN EMBRIONÁLIS ŐSSEJT-VONALAK 
LÉTREHOZÁSA

GE



HUMÁN EMBRIONÁLIS ŐSSEJT-VONALAK 
LÉTREHOZÁSA

ICM csomó izolálásICM csomó

humán embrió

egér fibroblaszt tápláló sejtréteg

ICM izoláció
letapadt ICM

humán ES sejt kolónia

Thomson, 1998

• SSEA-1 negatív, SSEA-3, SSEA-4 pozitív, AP pozitív, Oct4 pozitív, telomeráz pozitív 
• bFGF, egér tápláló sejtréteg, aktivin 
• nem tripszines passzálás (kis agregátumokban)  
• EB, teratokarcinoma formálás 
• Homolog rekombináció, GFP transzgénikus hESC

GE



ES sejt kolónia

IVF

megsemmisítés
embrió bank

   Martin F. Pera, előadásából

351 NIH hESC/HiPS sejtvonal (2015)

Humán embrionális őssejt-vonalak létrehozása

GE

Eligible Lines: 
Sorted by:
Date/Time:
369  (in 159 Submissions)
NIH Registration Number
10/19/2016 at 12:34 AM



őssejt vonalak EB Teratoma kiméra csíravonalba bejutás

Egér EC sejtek + +

Humán EC + + +

Egér ES sejtek + + + +

Patkány ES sejtek + + + +

Madár ES sejtek + + + +

Kutya ES sejtek + +

Majom ES sejtek + + +

Humán ES sejtek + +

Nyúl ES, iPS sejtek + + +

Egér EG sejtek + + + +

Humán EG sejtek + +

csirke EG sejtek + + + +

sertés EG sejtek + + + +

Egér EpiS sejtek + + - -

Patkány EpiS sejtek + + - -

Egér iPS sejtek + + + +

Humán iPS sejtek + +

Patkány iPS sejtek + + + +



őssejt vonalak AP SSEA-1 SSEA-3 SSEA-4
LIF 

kiegészí-
tés

bFGF 
(FGF2) 

kiegészítés
egyéb kiegészítések

Egér EC sejtek + + - -

Humán EC + - + +

Egér ES sejtek + + - - + -

Patkány ES 
sejtek

+ + - - + -

Madár ES sejtek + + + + SCF

Kutya ES sejtek + alacsony + +

Majom ES sejtek + - + + - + activin

Humán ES 
sejtek

+ - + + - + IGF2, activin

Nyúl ES, iPS 
sejtek,

+ +/- +/- + +/- +/- 4i, activin

Egér EG sejtek + + + + SCF

Humán EG 
sejtek

+ - + + + + SCF, forskolin

Csirke EG sejtek + + + + SCF, IL-11, IGF-1

Sertés EG sejtek + + + SCF
Egér EpiS sejtek + + - + activin

Patkány EpiS 
sejtek

+ + - + activin

Egér iPS sejtek + + - - + -

Humán iPS 
sejtek

+ - + + - + activin

Patkány iPS 
sejtek

+ + - - + -
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The germ of pluripotency
Mito Kanatsu-Shinohara & Takashi Shinohara

Spermatogonial stem cells in adult testis may be more versatile than embryonic stem cells.

Robust and reproducible methods for deriv-
ing adult pluripotent stem cells would have an 
immense impact on regenerative medicine. 
Such cells would circumvent the ethical and 
technical problems associated with embryonic 
stem (ES) cells, and the possibility of autolo-
gous transplantation would avoid the risk of 
immunorejection. Writing in Nature, Guan 
et al.1 report the successful derivation of ES-
like cells from mature adult mouse testis at a 
remarkable frequency of ~3 0 %. The cells, des-
ignated multipotent adult germline stem cells 
(maGSCs), not only express ES cell markers but 
also form teratomas when transplanted under 
the skin of mice and produce various somatic 
cells under different in vitro conditions.

Germ cells are specialized for fertilization. 
However, it was suspected for many years that 
germ cells are multipotent because they form 
teratomas, a type of tumor that arises in testis 
or ovary and produces various types of somatic 
tissues. This old hypothesis was proven correct 
in a series of pioneering studies by Stevens and 
colleagues in the 196 0 s, which showed that the 
teratoma-forming potential is retained in pri-
mordial germ cells in the fetus2. This poten-
tial could be induced in vitro, and pluripotent 
embryonic germ cells were derived from mid-
gestation primordial germ cells in 1992 (ref. 
3 ). In contrast, no such activity could be found 
in the germ cells of postnatal animals, leading 
to the belief that germ cell pluripotency is lost 
after midgestation (Fig. 1).

More recent reports have challenged this 
notion, raising the possibility that pluripo-
tency persists in the germ line up through adult 
life. The first evidence of the pluripotentiality 
of postnatal germ cells was obtained in an 
attempt to mutagenize spermatogonial stem 
cells (SSCs) in the postnatal testis in vitro4 . 
ES-like cells appeared in cultures of neonatal 
testis cells when glial cell line–derived neu-
rotrophic factor and several other cytokines 
were added to induce self-renewing division 
of SSCs. Interestingly, the features of the ES-
like cells (or, multipotent germ stem cell, mGS 

cells) were completely different from those 
of cultured SSCs (designated germline stem 
(GS) cells)5 . SSCs/GS cells can produce only 
sperm, by injection into the testis, but they are 
neither pluripotent nor tumorigenic and do 
not contribute to embryonic development. In 
contrast, mGS cells produce teratomas when 
transplanted into the testis or under the skin 

and form germline chimeras when microin-
jected into the blastocyst4 . Unfortunately, how-
ever, the derivation of mGS cells was inefficient 
(~3 %), and more importantly, was not possible 
from mature testis.

Now, Guan et al. have shown that fresh SSCs 
from adult testis can contribute widely in the 
chimera, indicating that SSCs are pluripotent 

Mito Kanatsu-Shinohara and Takashi 
Shinohara are in the Department of Molecular 
Genetics, Graduate School of Medicine, Kyoto 
University, Kyoto 6 0 6 -8 5 0 7 , Japan. 
e-mail: tshinoha@virus.kyoto-u.ac.jp
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Figure 1   Potentials of germ line–derived stem cells. Embryonic stem cells are established from the 
inner cell mass of the blastocyst, whereas embryonic germ cells are established from primordial 
germ cells of the fetus. Neonatal testis cells can give rise to both multipotent and unipotent germline 
stem cells. Embryonic stem cells, embryonic germ cells and multipotent germline stem cells can 
produce germline chimeras after injection into the blastocyst and teratomas in the testis, but cannot 
produce sperm. In contrast, germline stem cells can produce sperm after injection into the testis, 
but do not produce germline chimeras or teratomas. SSC s of adult testis possess both potentials, 
producing germline chimeras in the embryo as well as sperm in the testis. A dult SSC s can also produce 
multipotent adult germline stem cells, which can differentiate into various cell types in vivo and 
in vitro. The spermatogeneic potential of maGSC s is unknown. The new findings of Guan et al. are 
outlined in red.
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Genom editálási technológiák
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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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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.
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