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Los casos de contaminacion cruzada entre lineas celulares son comunes en investigacion. Recientes
articulos han constatado que hasta el 20 % de las publicaciones con células humanas se han realizado
con lineas erroneamente identificadas, lo que ha implicado la revocacion de articulos ya publicados.
Esta situacion ha llevado a las revistas de alto impacto a solicitar a los investigadores la verificacion de
la identidad de la linea celular utilizada (autentificacién) siguiendo los criterios del American National
Standard Institute (ANSI)

Las plataformas IMIB de Cultivo de Tejidos, Biologia Molecular y Apoyo Estadistico, en colabo-
racion con la empresa Bioidentity S.L. han puesto a punto la técnica de Autentificacion de Lineas
Celulares Humanas mediante el analisis de los 8 marcadores genéticos de tipo STR (Short Tandem
Repeats) plus amelogenina recomendados por ANSI en su documento .Authentication of human cell
lines: Standardization of STR profiling"(ANSI/ATCC ASN-0002-2011). Ademas, en un intento de re-
solver casos dudosos que no se ajustan a las recomendaciones generales se han analizado 7 loci
STR adicionales. Con los resultados obtenidos se ha elaborado una base de datos propia denominada
“‘miSat15-STRCellProfiling’ .
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Fig. 2: Electroferograma obtenido en un analizador genético en el que se muestran los 8 marcadores STR empleados en autentificacién estandar
(tomado del documento de referencia)

Se han analizado 86 lineas celulares, de las cuales 32 provinieron de la plataforma de Cultivo de
Tejidos, 10 de departamentos de la Universidad de Murcia y 44 de otros cinco centros de investigacion
publicos de Murcia, Alicante y Valencia. Del total analizado, se puede asegurar que al menos un 8.1 %
corresponde a lineas identificadas erroneamente por el investigador y un 1.2% a contaminaciones

cruzadas.
N° lineas N° lineas Cross-
Centro analizadas correctamente Misidentified contaminated
autentificadas
32 32 0 0

Plataforma de
Cultivo de
Tejidos-IMIB

Departamentos 10 10 0 0
UM
Otros 44 36 7 1
Total 86 (100%) 78 (90,7%) 7 (8,1%) 1(1,2%)

Fig. 3: Numero de lineas celulares analizadas hasta la fecha
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Sample from: Antonia Bernabéu Esclapez, Cell Culture Facilities, Research Support Services,
University of Murcia, Murcia, Spain.

Sample number: 263.

Loci

Sample reception date:  16th January, 2017.
Dispatch date of results: ~ 19th January, 2017.

Cell line name: PE/CA-PJ15. D55818
9,11
STR profile of the sample
[ Samplen° [ D5S818 [ D13S317 | D7S820 | D16S539 [ VWA [ THO1 | AMEL | TPOX | CSF1PO | VINA
| 263 [ 1113 [ 810 | 812 | 913 [ 1719 | 693 | XY | 811 | 10,12 |
17,18
Human cell line identification by STR (Short Tandem Repeats) profile testing, according to the
American National Standards Institute (ANSI) recommended protocols: “Authentication of human
cell lines: Standardization of STR profiling” (ANSI/ATCC ASN-0002-2011). CSF1PO
10,12
STR profile comparison using the BioSample database of National Center
for Biotechnology Information (NCBI) D251338
% ECACC | o ignation | D5S818 | D13S317 | D7S820 | D16S539 | WA | THOL | AMEL | TPOX | CSFPO
Match | Number 17,19
100 | 96121230 [ PE/CAPJ15 | 11,13 8,10 8,12 9,13 [17,19]6,93 | XY [ 811 [ 10,12
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Table 1 AmpFSTR® Identifiler® Plus Kit loci and alleles

- - C hromosormse Alleles included in ldentifiler® Plus Dy
Locus designation location Allelic Ladder label
Das51179 8 8 910, 11,12, 13, 14, 15, 18, 17, 18, 19 G-FAR™
D21511 21q11.2-g21 24 24 2 25 246, 27, 28, 28 2, 29, 20.2, 30,

a0.2, 31, 31.2, 32, 32.2, 33, 33.2, 34, 34.2,
35, 35.2, 38, 37, 38

D75820 7q11.21-22 8, 7, 8 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15
CSF1PO | 8g33.3-34 '8, 7.8, 9 10, 11, 12, 13, 14, 15
D351358 | 3p 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 | wic®
THO1 [ 11p155 | 4, 5 8 7 889 83, 10, 11, 13.3 '
D13S317 | 13g22-21 | 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15
D165539 | 18q24-qter | 5, 8,9 10,11, 12,13, 14, 15
D251338 . 2q35-37.1 . 15, 16,17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
28, 27, 28
D195433 [ 19g12-13.1 | @ 10, 11, 12, 12.2, 13, 13.2, 14, 14.2, 15, | NED"™
15.2, 16, 18.2, 17, 17.2
VWA | 12p12-pter | 11.12, 13, 14, 15, 18, 17, 18, 19, 20, 21, 22, |
23, 24
TPOX | 2p23-zper | & 7,8 9 10,11, 12, 13
D18551 | 18g21.3 7.9, 10, 10.2, 11, 12, 13, 13.2, 14, 14.2, 15, |

16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 25, 26, 27

Amelogenin X p22.1-22.3 o PET®
Wop11.2
D55818 | sqz1-31 | 7,8, 9 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 '

FiEA, 4g28 17. 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 26.2,
27,28, 29, 30, 30.2, 31.2, 32.2, 33.2, 42.2,
432, 442 452,482, 4T7.2, 48.2, 50.2, 51.2

Fig. 1: Tabla con los 15 marcadores utilizados en nuestro estudio, que se amplificaron con el kit
AmpFISTR Identifier Plus de Applied Biosystems

Las 32 lineas celulares provenientes de la plataforma de Cultivos
de Tejidos del IMIB superaron el test de autentificacion, es decir,
se verifico su procedencia correcta. Estos datos son especialmen-
te reveladores, ya que se trata de una unidad que observa con
gran exactitud las Good Cell Culture Practices. Ello permite con-
cluir que hay una correlacion clara entre la observancia de tales
practicas y la ausencia de identificaciones errbneas o contamina-
ciones cruzadas en las lineas celulares empleadas en investiga-
cion.

Ademas de poner de relieve la importancia de incorporar la auten-
tificacion en la practica rutinaria de cultivos celulares, este trabajo
pretende llamar la atencion sobre la conveniencia de incrementar
el numero de marcadores STR para resolver casos dudosos. Por
ello, se han incorporado otros 7 marcadores STR en los andlisis
de autentificacion, empleando para ello el kit AmpFISTR Identifiler
Plus PCR Ampilification de Applied Biosystems, que incorpora los
15 loci STR ademas de la amelogenina.

Sin embargo, la mayoria de las actuales bases de datos publicas
(ATCC, DSMZ, NCBI) utilizadas como referencia en autentificacion
no incorporan la informacion de los 7 loci adicionales. Para resol-
ver este inconveniente, se ha elaborado una base de datos propia,
que surge con el doble propodsito de contener la informacion rela-
tiva a todos los marcadores STR, y de hacerla publica para que
toda la comunidad cientifica pueda beneficiarse de ella.

Con el objetivo de que el usuario pueda buscar (a partirde 8 0 15
STR) en nuestra base de datos las lineas relacionadas con una
dada, se ha implementado el algoritmo de comparacion descrito
en ANSI/ ATCC ASN-0002-2011 en una aplicacion web Shiny de-
nominada “miSat15-STRCellProfiling’.

App Shiny: http://gauss.inf .um.es:8080/miSat15/

- & Exportresults & Export selected rows

Please fill the next table, separating each allele entry with a comma.

Matching (%)
=
80 =
D75820 D165539
8,13 11
AMEL TPOX
XY 8
D21511 D351358
27,29 14,16
D18551 FGA
14,15 21,23

Interpretation of results

In accordance with ASN/ATCC ASN-0002-2011, a result with 280 % match is consistent with two cell
lines being related; derived from a common ancestry.

STR profiles from 263 sample and PE/CA-PJ15 (European Collection of Authenticated Cell
Cultures — ECACC Number 96121230) show 100% match.
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1 result has been found with match = 80: 1 of 1 with 100% match.

Search:
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Fig. 4: Detalle del resultado de una busqueda con la App Shiny

Fig. 5: Detalle del resultado de una busqueda con la App Shiny
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