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Generación de células madre pluripotentes inducidas a partir de una muestra de células 
dermales de piel comerciales de un individuo adulto sano 

Generamos hiPSC a partir de fibroblastos dérmicos comerciales (HDFa  cat # 2320 , 
anteriormente #2310) ScienCell Research Laboratory) utilizando un kit basado en un sistema 
no integrativo. -Cytotune- iPS reprogramming Kit (Thermo Fisher). 

Durante la reprogramación de se usaron los siguientes factores de reprogramación: 
CytoTune™  Sendai hOct3/4, CytoTune™  Sendai hSox2, CytoTune™  Sendai hKlf4, 
CytoTune™  Sendai hc-Myc. Se siguieron las  condiciones de cultivos descritas en el manual 
y los protocolos de adaptación al medio E8-(Essential 8 medium de Thermo Fisher cat #  
A1517001. Entre las 3-4 semanas se observaron colonias similares a iPSC.  

Obtuvimos colonias con aspecto de iPSC. Conseguimos seleccionar y expandir 
colonias de células que mostraban una morfología similar a iPSc. Se expandieron y 
caracterizaron para comprobar la expresión endógena de marcadores pluripotentes y la 
capacidad de diferenciación pluripotente in vitro. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ANEXO 1 

Test de pluripotencia  
a. Test de fosfatasa alcalina.  

La actividad de la fosfatasa alcalina se analizó directamente utilizando el kit alkaline 
phosphatase blue membrane substrate solution kit’ (Sigma) según las instrucciones del 
fabricante. Las colonias de las iPSC procedentes de los fibroblastos dermales HDFa, y en 
adelante HDF-iPS-SV10 mostraron una tinción fuerte de fosfatasa alcalina (Figura 1) 

 
Figura 1. Tinción de fosfatasa alcalina de la línea HDF-iPS-SV10. 

 
  



 

b. Test de detección de marcadores de pluripotencia mediante RT-PCR semi-cuantitativa.  
El RNA de iPSC de la línea HDF-iPSC-SV10 se aisló mediante el kit Direct-zol™RNAMiniPrep 
(Zymo), y se realizó transcripción reversa con el High-Capacity cDNA Reverse Transcription 
Kit (ThermoFisher) según instrucciones del fabricante. Se analizó la expresión de 
marcadores de pluripotencia mediante RT-PCR semi-cuantitativa los oligonucleótidos 
recomendados por Cytotune- iPS reprogramming Kit (Thermo Fisher) 
La RT-PCR mostró que la línea HDF-iPS-SV10 expresaba genes de pluripotencia entre los que 
se incluyen: OCT4, SOX2, KLF4, y MYCC. Este perfil de expresión génica es comparable a 
otras líneas de células madre embrionarias humanas (ES4) (Figura 2). 
 

 
Figura 2. Expresión relativa de RNA de los genes de pluripotencia OCT4, SOX2, KLF4 y MYCC en la línea 

HDF-iPS-SV10 y en células madre embrionarias humanas (ES4).  

 
  



 

c. Test de detección de marcadores de pluripotencia mediante Inmunocitoquímica.  
Para confirmar la expresión de los genes de pluripotencia realizamos 
inmunocitoquímica en la línea celular HDF-iPS-SV10 usando los siguientes anticuerpos 
primarios: monoclonal OCT34 (C-10) (SantaCruz, #SC-5279; 1:100), monoclonal NANOG 
(ThermoFisher, 14-5761-80, 1:100), monoclonal SSEA4 (Santa Cruz#SC-21704; 1:100) 
monoclonal  TRA1-80 (Santa Cruz#SC-21706; 1:100). Los anticuerpos secundarios 
utilizados fueron de la serie Alexa Fluor (Thermo Fisher, 1:400). Las imágenes se 
obtuvieron usando el microscopio confocal Nikon A1R.  
La línea celular HDF-iPS-SV10 mostró expresión de todos los marcadores de 
pluripotencia analizados: OCT4, NANOG, SSEA4 y TRA-1-80 (Figura 3). 
 

 
Figura 3. Inmunofluorescencia de la línea celular HDF-iPS-SV10 que muestra la expresión de 
los factores de transcripción OCT4, NANOG, y los marcadores embrionarios SSEA4 y TRA 1-
80. 



 

ANEXO 2 

Test de diferenciación in vitro (EBs).  
a. Detección de las tres capas germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo) en los 
embryoid bodies generados en placas de cultivo, mediante inmunocitoquímica. Mínimo un 
marcador por capa germinal. 

Evaluamos el potencial de diferenciación de la línea HDF-iPS-SV10. tal y como está 
descrito en 1. Las células HDF-iPS-SV10 fueron capaces de formar cuerpos embrioides (EBs) 
que dieron lugar a derivados de las tres capas germinales embrionarias: mesodermo, actina 
de músculo liso (SMA); endodermo, α-fetoproteína (AFP) y ectodermo, Tuj1 (Figura 4). Para 
la detección por inmunocitoquímica las células crecieron en cámaras de plástico para cultivo 
y se fijaron en 4% PFA durante 20 min a RT. Se utilizaron los siguientes anticuerpos: anti 
Smooth muscle actin, SMA-Cy3 (1:400, Sigma ), rabbit α-fetoproteína (1:400; Dako), 
monoclonal Tuj1 (1:100; Covance) y rabbit GFAP (1:400; Dako), y los anticuerpos 
secundarios de la serie Alexa Fluor (Thermo Fisher, 1:400). Se obtuvieron las imágenes 
usando el microscopio confocal Nikon A1R. 

 



 

 
 
Figura 4. Diferenciación In vitro de la línea HDF-iPS-SV10 en las tres capas primarias 
germinales (Mesodermo-SMA, Endodermo-AFP, tres imágenes diferentes, y Ectodermo-Tuj-
1, rojo y GFAP en verde. La misma imagen se muestra en los tres canales). 
 
 
 
 
 
 
 



 

ANEXO 3 
Cariotipo. Convencional por bandas G.  

El análisis citogenético mostró que la línea celular HDF-iPS-SV10 presentó un cariotipo 
normal 46XX después de más de 10 pases, y pudiéndose mantener en cultivo por lo menos 
20 pases (Figura 5). FISH DEL 20q- 

Ya que se han observado varias metafases con lo que parecía material genómico extra, se 

decide realizar ensayo de FISH para comprobar la presencia de trisomía del cromosoma 20, 

evento frecuentemente descrito en cultivos de hESCs e iPSCs. Se ha realizado un estudio de 

citogenética molecular mediante hibridación in situ con fluorescencia (FISH) sobre núcleos 

interfásicos. Se han analizado 200 núcleos interfásicos. 

Sonda utilizada: KREATECH KBI-10203 

Tipo de sonda: Doble señal 

Gen estudiado: Región 20q12 

RESULTADO: 

Patrones observados: 

Patrón normal, con 2 señales verdes y dos señales rojas localizadas en el brazo largo del 

cromosoma 20, observado en el 100% de los núcleos. 

CONCLUSION: Muestra NEGATIVA para la trisomía del cromosoma 20. 

 
Figura 5. Cariotipado para la línea HDF-iPS-SV10. El cariotipo de bandas g de alta resolución 
indica un contenido cromosomal diploide normal femenino.  

  



 

Anexo 4 

Identificación celular: Huella genética por análisis de microsatélites/STR de la línea celular 
HDF-iPS-SV10 

A continuación se muestran los datos obtenidos por el servicio de genómica del CNIO. 9 loci 
de repeticiones cortas en tamdem (SRT), más Amelogenina para determinar el sexo fueron 
amplificadas mediante PCR con el kit GenePrint 10 (Promega) La línea celular fue analizada 
con un ABI Prism 3730xl Genetic Analyzer. Los datos se analizaron usando un software Osiris 
v2.6 (NCBI,NIH) 

 

 

 
 



 

 

 
 

 



 

 



 

 
  
 

  



 

Anexo 5 

Test de integración/silenciamiento. 

La integración y silenciamiento de los transgenes de reprogramación del Sendai Virus (OCT4, 
KLF4, SOX2, MYC) de la línea HDF-iPS-SV10 se confirmó mediante RT-PCR utilizando los 
primers endógenos o con secuencia del SeV según el manual CytoTune iPS Reprogramming 
Kit. La integración se determinó con la reexpresión de genes de pluripotencia endógenos 
correctamente activados por los transgenes OCT4, KLF2, SOX2 y c-MYC (Figura 6, 
endógenos). Los transgenes se consideraron silenciados cuando el nivel de expresión era 
muy bajo o indetectable utilizando primers que contenían secuencias genómicas de SeV. 
Para obtener las secuencias de los primers ver el manual de CytoTune iPS Reprogramming 
Kit. 

 

Figura 6. Integración y silenciamiento en la HDF-iPS-SV10 RT-PCR semi-cuantitativa de la 
línea HDF-iPS-SV10  que muestran la re-expresión de los 4 genes endógenos activados por 
los transgenes Klf4, Myc-Oct4 y Sox2 (Endógenos), mientras que la expresión de los 4 genes 
silenciados  (SeV), es prácticamente indetectable comparada con la expresión de GAPDH . 

  



 

Anexo 6 

Test Micoplasma  

La línea HDF-iPS-SV10 fue analizada para detección de micoplasma utilizando el Kit 
MycoAlert PLUS Mycoplasma Detection, siguiendo las instrucciones del fabricante. La 
muestra resultó ser negativas para la presencia de micoplasma 

1. HDF-iPS-SV10 

2. Control positivo. 

3. Control negativo. 

 

 

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS: 
- < 4 resultado negativo. 
- > 5 Resultado positivo. 
- 4 - 5 Resultado dudoso. Repetir test en 24-48h. 
 
CONCLUSION: 
- LA MUESTRA ES NEGATIVA. 

 

 

 Pase que se entrega para registro y banqueo: Máximo, pase 15.  

HDF-iPS-SV10 pase  
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