BNLC
Instituto o i
de Salud
Carloslll

PROPUESTA DE LOS REQUISITOS MINIMOS NECESARIOS PARA LA
CARACTERIZACION DE LAS CELULAS PLURIPOTENTES Y SU REGISTRO EN
EL BNLC

Siguiendo las pautas establecidas en la “International Stem Cell Banking Initiative” del
2010 (1), y guiados por nuestra propia experiencia, se presenta la propuesta de los
requisitos minimos necesarios para caracterizar células humanas pluripotentes y su
posterior registro en el BNLC, basado en la bibliografia actual (2).

1- Test de pluripotencia.
a. Test de fosfatasa alcalina
b. Test de deteccién de marcadores de pluripotencia, mediante
inmunocitoquimica/microscopia o inmunocitoquimica/ citometria de
flujo.
i. Marcadores minimos: Se informara de al menos 5 de los
siguientes marcadores:

Oct4, Nanog, Sox2, SSEA3, SSEA4, Tra-1-60, Tra-1-81.

2- Test de Diferenciacion

Se presentaran resultados del potencial de diferenciacién. Seran validos para
cumplir este requisito tanto resultados in vitro como in vivo. Se recomienda
minimizar en posible el uso de animales de experimentacion y el malestar
animal derivado de la metodologia a utilizar.

2.1 Test de diferenciacién in vitro (EBs).

a. Deteccidn de las tres capas germinales (endodermo, mesodermo y
ectodermo) en los embryoid bodies generados en placas de cultivo,
mediante inmunocitoquimica. Minimo un marcador por capa germinal

2.2 Test de diferenciacion in vivo (teratomas).

Deteccion de las tres capas germinales (endodermo, mesodermo y
ectodermo) en teratomas generados en ratones, mediante
inmunohistoquimica sobre secciones del teratoma. Como minimo un
marcador por capa.

3- Cariotipo. Convencional por bandas G.
Cariotipo de las células en el momento de banqueo.

4- _ldentificacién celular. Estudio de la huella genética mediante analisis de
microsatélites/STR (DNA fingerprinting) realizado en la linea original y en la linea
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generada. Se recomienda utilizar estos 9 marcadores: THO1, D21S11, D55828,
D13S317, D7S820, D16S539, CSF1PO, VWA y TPOX. La combinacidn de los nueve
marcadores utilizados produce un perfil de alelos con una probabilidad de
coincidencia por azar de 1 en 2x10°. Se usa ademdas un marcador para identificar el
sexo de la muestra (AMEL) y uno adicional especifico de raton para detectar la
presencia de secuencias de este animal, que indicaria la presencia de
contaminacién a partir de células feeder.

4- Confirmacidén de diagndstico genotipico. Solo en aquellas lineas que presentan
una mutacién genética causante de la enfermedad del paciente donante.
5- Test de integracidn/silenciamiento. Incluso en reprogramaciones no-
integrativas, es necesario comprobar el silenciamiento. Mediante PCR.
6- Test micoplasma.
7- Pase que se entrega para registro y banqueo: Maximo, pase 15.
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