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FISH: siglas inglesas de Fluorescent in situ Hibridation. Hibridacion in situ de
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FIV: fecundacion in vitro
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ICSI: siglas inglesas de Intracitoplamic Spermatozoa Injection. Injeccidn
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IGF: siglas inglesas de Insulin-like Growth Factor. Factor de crecimiento de la
insulina-II.

iROCK: siglas inglesas de Rho-associated kinase inhibitor.

KGF: siglas inglesas de Keratinocyte Growth Factor. Factor de crecimiento de
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LIF: siglas inglesas de Leukaemia Inhibitor Factor. Factor inhibidor de la
leucemia.

MEFs: siglas inglesas de Mouse Embryonic Fybroblast. Fibroblastos
embrionarios de raton.
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ROCK: siglas inglesas de Rho-associated coiled-coil forming protein
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1. CELULAS MADRE, TRONCALES O “STEM CELLS?”

1.1 Caracteristicas de las células madre, troncales o “stem cells”

A pesar de su diferente origen tisular y ontogénico, todas las células
madre comparten dos caracteristicas comunes, si bien pueden expresarlas en
distintos grados (Liew et al., 2005):

- Capacidad de auto-renovacién: las células madre tienen capacidad para

perpetuarse, mediante divisiones mitéticas simétricas que originan células
hijas, de caracteristicas similares a la célula progenitora. A través de este
proceso, una célula madre puede proliferar para dar lugar a la expansion de
un clon. Igualmente, un conjunto limitado de células madre, en el seno de
un determinado tejido u 6rgano, puede mantener su numero o incrementarlo
ante necesidades homeostaticas cuando tales células estén participando en
un proceso de regeneracion tisular. Esta capacidad de auto-renovacion es
la que permite a las células madre mantener el clon indiferenciado durante
largos periodos de tiempo, actuando de reservorio ante distintas
necesidades fisioldgicas/homeostaticas.

- Pluripotencia: las células madre son pluripotentes, es decir, capaces de

diferenciarse a multiples linajes celulares bajo diferentes estimulos.
Abandonan su estado indiferenciado y mediante un proceso de
diferenciacién, estrictamente regulado, dan lugar a multiples linajes
somaticos: células nerviosas, cardiacas, sanguineas, etc, adquiriendo las
caracteristicas morfologicas y funcionales propias de estos tipos celulares.
Esta propiedad, junto con su capacidad de proliferacién ilimitada (regulada
por un proceso de divisidn simétrica o auto-renovacion), es lo que convierte
a las células madre en una fuente importante para la obtencién de distintos

tipos celulares.
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Figura 1: Comportamiento de una célula madre tras una divisidon asimétrica (Imagen tomada
del BACM).

La homeostasis de cualquier tejido adulto o embrionario se mantiene
mediante un balance entre la proliferacion y la diferenciacion. Este balance esta
finamente controlado por una poblacion celular (células madre) minimamente
representada. Las células madre se caracterizan por dos propiedades, como
hemos indicado anteriormente (con independencia del tejido): pluripotencia y
auto-renovacién. Su capacidad de auto-renovarse les permite, a través de
sucesivas mitosis simétricas, perpetuar el clon indiferenciado. Ante
necesidades fisiolégicas y/o patoldgicas, la célula madre desencadena un
proceso de divisidn asimétrica, por el que originan dos células hijas desiguales.
Una célula hija es idéntica a la célula madre, mientras que la otra célula hija
sufre el primer paso hacia la diferenciacién (Figura 1). La diferenciacion desde
una célula madre hasta células maduras funcionales es un complejo proceso
regulado a nivel molecular y condicionado por factores exégenos procedentes
del ambiente celular. Mediante este proceso, las células madre van originando
progenitores/precursores con distinto potencial en cuanto a su pluripotencia.
Asi, los progenitores van perdiendo su capacidad de auto-renovacion y
diferenciacion con las sucesivas divisiones, convirtiendose en células

funcionales maduras (Sell, 2004; Menok y Sherley, 2001).
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1.2 Tipos de células madre

A grandes rasgos y de manera relativa podemos definir cuatro tipos de
células madre en base a su descendente capacidad jerarquica (Figura 2)
(Garcia-Castro et al., 2007):

-Célula_madre totipotente: aquella célula capaz de crecer y formar un

organismo completo donde se incluyen los componentes embrionarios, como
son las tres capas embrionarias (endodermo, ectodermo y mesodermo), el
linaje germinal, los tejidos que daran el saco vitelino, y los componentes
extraembrionarios, como la placenta. Aun asi, muchos autores consideran que
la unica célula totipotente es el zigoto (Sell, 2004).

-Célula madre pluripotente: este tipo de célula no puede formar un organismo

completo, pero puede formar cualquier tipo de célula proveniente de las tres
capas embrionarias (Sell, 2004).

-Célula_madre multipotente: es aquella célula que en principio sélo puede

originar tipos celulares de su propia capa o linaje embrionario de origen, por
ejemplo, una célula madre sanguinea sera capaz de originar de manera
exclusiva diferentes tipos celulares maduros y funcionales hematopoyéticos
(Sell, 2004).

-Célula madre unipotente: célula capaz de dar lugar unicamente a un tipo de
célula particular (Sell, 2004).

Desde un punto de vista ontogénico, las células madre se pueden
clasificar como (Garcia-Castro et al., 2007) (Figura 2):

-Célula madre embrionaria: la célula madre embrionaria (ESC, siglas inglesas

de Embryonic Stem Cell) por excelencia es el zigoto, formado por la
fecundacion del 6vulo por un espermatozoide. El zigoto es totipotente, es decir
puede dar lugar a todas las células del feto y a la placenta. Segun se va
desarrollando el embriéon, sus células van perdiendo esta propiedad
(totipotencia) de forma progresiva, llegando a la fase de blastocisto que
contiene células pluripotentes en la masa celular interna (ICM, siglas inglesas
de Inner Cell Mass) de las cuales se derivan las ESCs capaces de
diferenciarse en cualquier tejido embrionario. Algun trabajo reciente sugiere la
capacidad de las ESCs de generar tejidos extraembrionarios como el

trofoblasto (Moore et al., 2008). A medida que avanza el desarrollo embrionario
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se forman diferentes poblaciones de células madre con una potencialidad de
regenerar tejidos cada vez mas restringida.

-Célula_madre neonatal: son las células madre procedentes de corddn

umbilical y/o placenta. Muchos estudios han evidenciado la existencia de
distintos tipos de células madre en corddn umbilical, convirtiéndose en una de
las fuentes mas aceptadas para la obtencion de células con capacidad
regenerativa de multiples tejidos. La existencia de células madre
hematopoyéticas en la placenta estd siendo explorada por multiples
laboratorios (Steigman, 2007; Crisan, 2008).

-Célula madre adulta: en un individuo adulto se conocen decenas de distintos

tipos de células madre adultas (ASC, siglas inglesas de Adult Stem Cell) y
progenitoras, que son las encargadas de regenerar tejidos en continuo
desgaste como la piel, sangre, higado, tejido nervioso, intestino, etc. Su
capacidad para generar células especializadas suele estar limitada a unos

pocos linajes (Sell, 2004).

Célula totipotente /_5;‘;@ Zgoto
(

/F!

7
Nl 1

) . Y Célula madre
Célula pluripotente /\ @ embricnarla

~

/ N\
Célula 6 @ f @\} Célula unipotente
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Célulamadre  Célula madre
neonatal adulta
71N\ }
Diferentes inajes Linaje
dentro de k2 misma especifico
cepa germinal

Figura 2: Niveles de potencialidad de las células madre basado en el estado jerarquico y

ejemplos de cada tipo (Imagen tomada del BACM).

Otro tipo importante son las células madre fetales. Debido a la estricta
regulacion en nuestro pais no prestamos mayor atencion en este trabajo
doctoral. Estan presentes durante el desarrollo fetal (entre la semana 2-3

postfecundacion hasta el nacimiento).
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1.3 $Qué son las ESCs?
1.3.1 Primeros descubrimientos de las ESCs

Desde que se obtuvieron los primeros cultivos de ESCs de ratén (mESC,
siglas inglesas de Mouse Embryonic Stem Cells) derivadas de blastocistos en
1981 (Evans y Kaufman, 1981; Martin, 1981), se sentaron las bases para el
desarrollo de las metodologias necesarias que conducirian mas tarde a generar
ESCs humanas (hESCs, siglas inglesas de human embryonic stem cells) con
caracteristicas similares a las del raton. Cuando en noviembre de 1998, el
grupo estadounidense liderado por el Dr. James Thomson publicd los datos
sobre la derivacion de las primeras lineas de hESCs a partir de un blastocisto
en fase de preimplantacion, no sélo se abridé una puerta de esperanza para la
curacion de enfermedades hasta ahora incurables, sino también por el
descubrimiento de una herramienta biolégica sin precedentes para llevar a
cabo investigacién basica (Thomson et al., 1998). Este grupo consiguid 5
lineas de hESCs a partir de 14 ICMs mediante la técnica de inmunocirugia
(Solter y Knowles, 1975), y utilizando un cultivo sobre fibroblastos embrionarios
de raton (MEFs, siglas inglesas de Mouse Embryonic Fibroblast). Todas las
lineas de hESCs fueron caracterizadas mediante métodos fenotipicos y

genotipicos en estudios funcionales in vitro e in vivo.

1.3.2 Relevancia de las hESCs

Las hESCs se postulan como una herramienta de enorme valor para la
investigacion basica dirigida hacia el screening de nuevos farmacos, asi como
un modelo para estudiar la etiologia de las enfermedades que tienen su origen
durante la etapa prenatal, o como fuente futura de células con potencial en
terapia de reemplazo (Menendez et al., 2006). Merece destacar que las hESCs
son la unica alternativa para estudiar los mecanismos celulares y moleculares
que definen la especificacion tisular durante el desarrollo embrionario humano.
Los estudios sobre ESCs constituyen hoy en dia uno de los temas mas
controvertidos en el campo de las ciencias biomédicas. Por una parte han
logrado motivar a la comunidad cientifica, y ademas, han trascendido hasta el

ambito social, convirtiéndose en un objeto de atencion generalizada.
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1.4 Definicién biolégica de ESC
1.4.1 Caracteristicas esenciales de las ESCs

Las caracteristicas esenciales que permiten que una célula se defina como
ESC se pueden reducir a las siguientes (Alonso-Bedate, 2003):

1) Se derivan de células pluripotentes de la ICM del blastocisto.

2) Son células diploides estables y poseen un cariotipo normal cuando se
cultivan in vitro. Su variante transformada se conoce como células de
carcinoma embrionario (hECCs, siglas inglesas de human embryonic
carcinoma cells)

3) Se pueden propagar de forma indefinida en el estado embrionario
indiferenciado y por tanto son capaces de experimentar un numero
teéricamente ilimitado de divisiones mitéticas simétricas sin
diferenciarse.

4) Se pueden diferenciar de forma espontanea para dar lugar a multiples
células que representan las tres capas de células germinales
embrionarias (endodermo, mesodermo y ectodermo).

5) Se pueden diferenciar tanto si son transplantadas a un embrion
temprano como a uno tardio, es decir, capaces de integrarse en todos
los tejidos fetales durante el desarrollo. Es decir, son capaces de
generar quimeras, si bien dichas quimeras son sélo aprobadas
éticamente con mESCs.

6) Se pueden diferenciar in vitro de forma dirigida en las condiciones
apropiadas.

Aunque todos estos requisitos son necesarios para definir con precision
el caracter pluripotente de una ESC, los elementos esenciales se pueden
reducir a dos: que las ESC se puedan cultivar in vitro y que se puedan expandir
de forma indefinida in vitro manteniendo el caracter indiferenciado

caracteristico de las células de las que originalmente se derivaron.

1.5 Naturaleza y origen de las ESCs

1.5.1 Fecundacién del ovocito
El desarrollo embrionario en un organismo animal comienza cuando una

célula reproductora femenina es fecundada por una célula reproductora
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masculina. El zigoto originado contiene la informaciéon genética necesaria para
todo el proceso del desarrollo embrionario (Figura 3). En mamiferos, este
proceso es bastante lento, cuando lo comparamos con la mosca Drosophila
melanogaster, la cual, 24 horas tras la fecundacion, forma una larva de vida
libre con mas de 60.000 células organizadas en diferentes tejidos. En ese
tiempo, el embrion de un raton esta todavia en el estadio de dos células, siendo
la divisidbn, mucho mas lenta (L6épez-Guerrero, 2003).

Cumulus cells

Cumulus

matrix\ e o lie i "+ Perivitelline space

Oolemma

Zona pellucida

Figura 3: Proceso de fecundacién de un ovocito por parte de un espermatozoide (Imagen
tomada de www.academiavita.org) A) Llegada del espermatozoide a las células del camulo; B)
Contacto del espermatozoide con la zona pelucida; C) El espermatozoide atraviesa la zona

pellucida; D) La cabeza del espermatozoide anida dentro del ovocito.

1.5.2 Segmentacion del embrién

Uno de los principales resultados de la fecundacion es el inicio de la
segmentacion. Cuando el zigoto ha llegado al periodo bicelular, experimenta
una serie de divisiones mitéticas que producen un incremento simétrico del
numero de células. Estas células, que se tornan mas pequefas con cada
divisiébn de segmentacion, se denominan blastémeras (Figura 4), y hasta la
etapa de 8 células estan agrupadas en forma poco compacta (Veeck, 1999;
Sadler, 2004).
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Figura 4: Ejemplos de embriones humanos en division (Imagen modificada de Veeck, 1999).
Se muestran embriones en dia +2 y dia +3 postinseminacion con distintos grados de division

celular.

1.5.3 Compactacion del embrion

Sin embargo, después de la tercera segmentacion, el contacto de las
blastdmeras entre si es maximo formando una estructura multicelular compacta
donde las blastomeras se mantienen juntas por medio de uniones tipo gap.
Estas uniones comunican dos células entre si y permiten que iones y pequefias
moléculas difundan entre las células. Este proceso, denominado compactacion,
separa a las células internas, que se comunican ampliamente por medio de
uniones en hendidura, de las células situadas en el exterior. Las celulas del
embrion compactado vuelven a dividirse para formar una moérula de 16 células
(Figura 5) (Veeck, 1999; Sadler, 2004).

Figura 5: Ejemplos de embriones humanos en estadio de compactaciéon (Imagen tomada del
BACM). Se puede apreciar como las estrechas uniones que se forman entre las células

impiden apreciar células individuales, dando un aspecto compacto de contornos al embrion.
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1.5.4 Formacion del blastocisto

Las células centrales de la moérula constituyen la ICM, y la capa
circundante de células forma la masa celular externa (ECM, siglas inglesas de
external cell mass) La ICM origina los tejidos del embrién propiamente dicho y
la ECM forma el trofoblasto, que mas tarde contribuira a formar la placenta. El
trofoblasto juega un doble papel: por un lado da soporte estructural, y por otro
ofrece los nutrientes necesarios para el desarrollo del embridon. Llega un
momento en el cual la moérula comienza a recibir liquido por la zona pelucida
hacia los espacios intercelulares de la ICM. Poco a poco los espacios
intercelulares confluyen y, por ultimo, se forma una cavidad unica, denominada
blastocele o cavidad del blastocisto. En esta etapa, el embrion recibe el nombre
de blastocisto (Figura 6). Las células de la ICM, que en esta fase se denomina
embrioblasto, estan situadas en un polo, y las de la ECM, o trofoblasto, se

aplanan y forman la pared epitelial del blastocisto (Sadler, 2004).

Figura 6: Ejemplo de blastocisto humano donde se detallan las diferentes partes del mismo
(Imagen tomada del BACM).

1.5.5 Origen de los embriones utilizados para la derivacion de ESCs

En el caso de un modelo animal, como por ejemplo el de ratdn, los
embriones son obtenidos mediante el lavado de los oviductos de hembras de 3
a 6 meses de edad (Evans y Kauffman, 1981; Martin, 1981).

En el caso de embriones humanos tenemos que recurrir a las técnicas
de reproduccion asistida (Steptoe y Edwards, 1978). Estas técnicas
representan uno de los mayores avances experimentados en las ultimas
décadas por la medicina. Hoy en dia se utilizan para el tratamiento de

diferentes causas de esterilidad e infertilidad, tanto de origen femenino como
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masculino. Conseguir un embarazo mediante estas técnicas precisa de una
gran coordinacion y esfuerzo entre los clinicos y el laboratorio de embriologia.
La clave del éxito de un programa de FIV reside en administrar un
adecuado tratamiento hormonal a cada paciente por parte de los ginecélogos,
y en saber seleccionar acertadamente en el laboratorio los embriones mas
adecuados para la transferencia, que son aquellos en los que se sospecha un
elevado poder de implantacion. El problema es que para poder obtener unas
tasas de éxito aceptables, y que no suelen superar el 50%, es necesario
estimular hormonalmente a la mujer lo suficiente para obtener una amplia
bateria de embriones, donde poder elegir los de mejor calidad para la
transferencia al utero. El destino de los embriones sobrantes, que son
descartados para la transferencia, es principalmente la crioconservacion en
nitrogeno liquido para futuro uso de la pareja, donacion a otras parejas,
donacion a la investigacion, o destruccion. Dependiendo de la legislacion del
pais, estos embriones podrian tener los mismos destinos sin necesidad de
crioconservarlos (Bjuresten y Hovatta, 2007). Estos temas legislativos se

explican en la ultima parte de esta introduccion.
1.5.5.1. Técnicas de reproduccion asistida. Fecundacioén in vitro (FIV).
Como paso previo a la seleccion embrionaria, el embridlogo debe

obtener y seleccionar los gametos de mejor calidad (dia 0):

- Obtenciéon del gameto femenino: Se realiza mediante aspiracion con

aguja y soporte fijador a la sonda vaginal del ecégrafo. Los foliculos
ovaricos se pinchan de manera que el liquido folicular resultante se va
depositando en tubos especiales. Una vez llenos los tubos, éstos se
transportan hasta el laboratorio para que el embridlogo localice los
ovocitos recuperados con la ayuda de un estereomicroscopio. Los
ovocitos se colocan en medio de cultivo y se mantienen en un incubador
a 37° Cy 5% CO, (Figura 7) (Minguez et al., 2000).
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Figura 7: Esquema de la aspiracion folicular efectuada en el quiréfano de una clinica FIV

(Imagen tomada de Minguez et al., 2000)

- Obtencién del gameto masculino: La muestra de semen se recoge por

masturbacion en un frasco de plastico estéril, o también se pueden
obtener los espermatozoides mediante biopsia testicular. Con ayuda de
un microscopio optico se visualiza la muestra y se evalua concentracion,
movilidad y morfologia espermatica. Los espermatozoides de mejor
calidad se recuperan mediante técnicas de capacitacion espermatica
(Figura 8) (Minguez et al., 2000).

Figura 8: Espermatozoides humanos (Imagen obtenida de www.kalipedia.com)

- Técnicas de FIV:

a.- FIV convencional: se inseminan los ovocitos con un volumen de

aproximadamente 100.000 espermatozoides capacitados (Figura 9).
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Figura 9: Imagen representativa de FIV convencional (Imagen tomada del BACM).

b.- Inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSl, siglas
inglesas de intracitoplamic spermatozoa injection): Cada ovocito es
microinyectado introduciendo un unico espermatozoide capacitado elegido

por el embridlogo (Figura 10).

Figura 10: Ejemplo de un ovocito humano inseminado mediante la técnica de ICSI (Imagen
tomada de Veeck, 1999)

Estas técnicas se realizan en un maximo de 4-5 horas después de la
puncion folicular.

A las 17-20 horas de la inseminacién o microinyeccién, se procede a la
valoracion de la fecundacion (dia +1), que supone la fusion del espermatozoide
y el ovocito para producir una nueva entidad genética conocida como zigoto.
En la etapa final de la fecundacién se forman los pronucleos (PN) a partir de la
cromatina del espermatozoide y del ovocito (PN femenino y PN masculino)
(Veeck, 1999).
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Figura 11: Zigoto humano con presencia de dos PN y dos corpusculos polares (Imagen
modificada de Veeck, 1999)

Los criterios practicos para evaluar la fecundacion son (Figura 11):
- La presencia de 2 PN entre 17-20 horas después de la inseminacion.
- La visualizacion de 2 corpusculos polares en el espacio perivitelino.
A partir de este momento comienza la etapa de division temprana o
segmentacion y evolucion al estadio de blastocisto descrita en el apartado

anterior.

1.5.6 Derivaciéon de ESCs

En los programas de FIV, la calidad de los embriones y blastocistos es
uno de los factores mas importantes en la determinacion de las tasas de
implantacion y de embarazo (Dokras et al., 1993; Richter et al., 2001; Moriwaki
et al., 2004; Kovacic B et al., 2004). Debido a que las ESCs son derivadas
principalmente de la ICM de blastocistos expandidos, una buena clasificacion
de estos es también importante para poder buscar una tasa de derivaciéon
aceptable. Ademas, la clasificacion de calidad embrionaria es muy importante a
la hora de decidir el método de aislamiento de la ICM mas adecuado (Kim et
al., 2005). Existen bastantes criterios de clasificacion tanto de embriones como
de blastocistos, tanto a nivel internacional (Gardner et al., 1998; Veeck et al.,
2003; Moriwaki et al., 2004), como en Espafna (ASEBIR, 2007). En estas
clasificaciones se evalua la correcta fertilizacion de los zigotos, el aspecto de

los PN, el ritmo de division de los embriones, el aspecto de las blastdmeras y
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de la zona peluzida, el grado de fragmentacion del embridn. Ademas, estas
clasificaciones también se centran en la calidad de los blastocistos, teniendo en
cuenta tanto el aspecto de las células del trofoectodermo, como el tamafo y
aspecto de la ICM. Esta ultima caracteristica es la que mas se tendria en
cuenta en el proceso de derivacion de ESCs. La tasa de éxito en la derivacién
de hESCs sigue siendo extremadamente baja actualmente, necesitandose un
gran numero de embriones para poder derivar lineas de ESCs establecidas y
caracterizadas, sobre todo cuando los embriones a los que se puede optar son
los sobrantes de las técnicas de reproduccién asistida, y que, por tanto, no
fueron prioritarios a la hora de realizar la transferencia. Este hecho ha dado
lugar a que muchos grupos de investigacion inmersos en la derivacion de
hESCs utilizando tanto embriones frescos como congelados, comiencen a
tener en cuenta la calidad embrionaria de estos preembriones (Zhang et al.,
2006; Lerou et al., 2008).

Como hemos dicho anteriormente, para poder obtener ESCs tenemos
que aislar las células de la ICM. Para realizar esta operaciéon existen diferentes
tipos de técnicas.

Por un lado esta el cultivo directo del blastocisto sobre la superficie de
cultivo elegida (Kim et al., 2005). Se trata del método mas empleado en la
actualidad. Asi, tanto las células del trofoectodermo, como las de la ICM se
adhieren a dicha superficie (Figura 12). Pasados unos dias, los dos tipos
celulares sufren un sobrecrecimiento, y mecanica o enzimaticamente se aisla la
ICM. Con este método se evita el uso de componentes de origen animal
(xenobidticos). Ademas, se trata de una metodologia eficaz cuando la ICM es
claramente distinguible. Pero existe una desventaja debido al riesgo de perder
la ICM en embriones de mala calidad debido al sobrecrecimiento de las células
del trofoectodermo (Tabla 1).

Otro método de aislamiento de la ICM es la inmunocirugia (Solter y
Knowles, 1975), muy empleado por los distintos grupos de investigacion
durante afios debido a su alto nivel de eficacia, pero que esta en desuso debido
a que los medios utilizados contienen componentes xenobidticos, con el riesgo
de contaminacion cruzada (Tabla 1). Consiste en tratar los blastocistos con
Antihuman whole-serum antibody (Sigma, St. Louis, MO). Se incuba durante 30

minutos a 37°C y 5% de CO,. Se lavan y se tratan con Guinea-pig (Sigma)
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durante otros 30 minutos, diluido con gelatina a 37° C y 5% de CO.,. De esta
manera el trofoectodermo es lisado debido a la accién de los anticuerpos. La

ICM es colocada sobre la superficie de crecimiento elegida (Figura 13).

Figura 12: Aislamiento de la ICM utilizando un método de cultivo directo utilizando un
blastocisto murino (Imagen tomada de Kim et al., 2005). A) Un blastocisto humano de mala
calidad ha sido tratado con pronasa para eliminar la zona pelucida y es transferido a una
superficie de MEFs. B) Tras 7 dias de cultivo, pudo diferenciarse una ICM redondeada de las
células diferenciadas del trofoectodermo. La flecha gruesa indica la ICM tras 7 dias de cultivo.

La estrella indica la zona de trofoectodermo con células diferenciadas.

Figura 13: Aislamiento de la ICM utilizando el método quimico de inmunocirugia (Imagen
tomada de Kim et al., 2006). A) Un blastocisto con buena calidad, donde se distingue la ICM
fue tratado con pronasa para disolver la zona pelucida. Dicho blastocisto, ahora carente de
zona pelucida fue trata con “anti-human whole antibody “ y con “guinea pig complement”. B) El
trofoectodermo se lisé tras el tratamiento con estos anticuerpos. C) El trofoectodermo lisado fue

cuidasomente separado de la ICM mediante pipeteo. D) La ICM, completamente separada del
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trofoectodermo, fue entonces transferida a una placa de cultivo con MEFs. E) Tras 7 dias de
cultivo, pudo diferenciarse una ICM redondeada de las células diferenciadas del
trofoectodermo. La flecha amarilla delgada indica la localizacién de la ICM. Los asteriscos
indican el trofoectodermo lisado. La flecha gruesa indica la ICM tras 7 dias de cultivo. La

estrella indica la zona de trofoectodermo con células diferenciadas.

Existen otros métodos mucho menos extendidos, como los mecanicos,
bien por micromanipulacion, (Bongso et al., 1994) (Figura 14), o por empleo del
disector laser (Figura 15). ElI método mecanico consiste en aislar
mecanicamente la ICM mediante el uso de un sistema de micromanipulacion
utilizando una pipeta de micromanipulacién fina y la ICM aislada es colocada
sobre la superficie de crecimiento elegida. Este método tiene como ventajas
que se evita el uso de componentes xenobioticos, siendo una metodologia
eficaz cuando la ICM es claramente distinguible. Sin embargo, esta técnica
tiene como desventajas el excesivo tiempo y trabajo empleado, y que no es
aplicable en blastocistos de mala calidad (Tabla 1).

El empleo del laser es un nuevo método de aislamiento mecanico de la
ICM probado en modelo murino por varios grupos, dando buenas tasas de
derivacion de mESCs (Tanaka et al., 2006), e incluso ya demostrado en
humanos (Turetsky et al., 2008). Consiste en ir aplicando disparos de laser a
las células del trofoblasto destruyéndolas, siendo solamente las células de la
ICM las que se adhieren a la superficie de cultivo elegida (Figura 15). Las
ventajas de este método son la no utilizacion de componentes xenobiéticos. Es
una metodologia eficaz cuando la ICM es claramente distinguible y se trata de

una técnica de mayor facilidad frente a la pipeta de micromanipulacion (Tabla

1),
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Figura 14: Aislamiento de la ICM utilizando un método mecanico (Imagen tomada de Kim et al.,
2006). A) El blastocisto ha sido tratado con pronasa para eliminar la zona pelucida. B) La
region donde esta localizada la ICM es aislada con la ayuda de un a aguja de cristal a lo largo
de la linea indicada. C) La porcién donde se encontraba la ICM fue localizada y transferida a
una placa de cultivo con MEFs. D) Tras 7 dias de cultivo, pudo diferenciarse una ICM
redondeada de las células diferenciadas del trofoectodermo. Las flechas delgadas indican la
ICM. La flecha gruesa indica la ICM tras 7 dias de cultivo. La estrella indica la zona de

trofoectodermo con células diferenciadas.

Figura 15: Aislamiento de la ICM utilizando un disector laser utilizando un blastocisto murino
(Imagen tomada de Tanaka et al., 2006). A) Blastocisto sujeto con dos pipetas de sujecion con
la ICM posicionada a las 9 segun un reloj. B) Blastocisto tras primeros disparos de laser aun
manteniendo la zona pelucida. C) Blastocisto tras impacto de laser una vez liberado de la zona
pelucida. D) Fragmentos de blastocisto resultantes. Las flechas negras de B y C indican el

lugar de impacto del laser. La flecha blanca indica el fragmento de blastocisto que contiene la
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ICM. La flecha amarilla indica el fragmento de blastocisto que contiene las células del

trofoectodermo.

Debido a la controversia ético-social que envuelve a las hESCs respecto
a la destruccién de embriones humanos en el proceso de derivacion, y de la
cual hablaremos mas adelante, se ha desarrollado un nuevo método de
derivacion, donde se obtienen hESC a partir de una sola blastomera del
embrion (Chung et al., 2006; Klimanskaya et al., 2006). Mediante esta técnica
se realiza la biopsia de una sola blastbmera de un embrion en estadio de
células, sin que el embrién sea destruido (Figura 16). La blastomera es
colocada directamente sobre la superficie de cultivo elegida (Tabla 1).

La morfologia de las células y el aspecto y estructura de las colonias
presenta ciertas caracteristicas especificas en funcion del tipo de célula troncal
de que se trate. Tipicamente, las mESCs tienden a formar agregados
redondeados, con varias capas de grosor (Figura 17), mientras las hESCs

suelen formar colonias en monocapa (Figuras 18).

Figura 16: Derivacion de hESC a partir de blastomeras aisladas (Imagen tomada de
Klimanskaya et al., 2006). A) Biopsia de una sola blastomera. B) Desarrollo de un embrién que
ha sido biopsiado hasta el estadio de blastocisto liberado de la zona peluzida (hatching). C, D)
Colonia primaria a partir de una sola blastémera y donde se demuestra la positividad para la
proteina verde fluorescente (GFP, siglas inglesas de Green Fluorescent Protein). La flecha
indica la colonia primaria. El mismo campo estd mostrado tanto en contraste de fases (C) y
fluorescencia (D). E) Morfologia tipica de colonias de hESC derivadas a partir de una sola

blastomera.

36



Figura 17: Ejemplo representativo de una colonia de mESCs (Imagen tomada de Tanaka et al.,
20086).

Figura 18: Ejemplo representativo de una colonia de hESCs (Imagen tomada del BACM).
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Tabla 1: Esquema con las caracteristicas principales, ventajas e einconvenientes de los

métodos de derivacion mas frecuentemente usados.

METODO DE
DERIVACION

METODOLOGIA VENTAJAS INCONVENIENTES
- Disolucién de la zona | - Metodologia eficaz - Uso de componentes
pelucida de origen animal con

- Se tratan los
blastocistos con
Antihuman whole-
serum antibody y
Guinea-pig. De esta
manera el
trofoectodermo es
lisado debido a la
accion de los
anticuerpos.

- La ICM es colocada
sobre la superficie de
crecimiento elegida

alto riesgo de
xenocontaminacion
cruzada.

- Disolucién de la zona
pelucida

-El blastocisto es
colocado sobre la
superficie de

- Se evita el uso de
componentes
xenobidticos.

- Metodologia eficaz
cuando la ICM es

- Riesgo de perder la
ICM en embriones de
mala calidad debido al
sobrecrecimiento de
las células del

crecimiento elegida. claramente trofoectodermo.
distinguible.

- Biopsia de una sola - Se evita el uso de - Metodologia no

blastémera de un componentes eficaz

embrién en estadio de | xenobidticos. - El embridn resultante

células. - Se evita la conlleva

- La blastémera es destruccion del connotaciones éticas

colocada sobre la embrion. discutibles

superficie de
crecimiento elegida.

-La ICM es aislada
mecanicamente
mediante el uso de un
sistema de
micromanipulacion
utilizando una pipeta
de micromanipulacién
fina.

- La ICM aislada es
colocada sobre la
superficie de
crecimiento elegida.

- Se evita el uso de
componentes
xenobidticos.

- Metodologia eficaz
cuando la ICM es
claramente
distinguible.

- Método de
derivacién que
entrana bastante
tiempo y trabajo.

- No aplicable en
blastocistos de mala
calidad.

- La ICM es aislada
mecanicamente
mediante el uso de un
sistema de
micromanipulacion y
un disector laser que
destruye las células
del trofoectodermo.

- La ICM aislada es
colocada sobre la
superficie de
crecimiento elegida.

- Se evita el uso de
componentes
xenobidticos.

- Metodologia eficaz
cuando la ICM es
claramente
distinguible.

- Mayor facilidad
frente a la pipeta de
micromanipulacion.

- No aplicable en
blastocistos de mala
calidad.
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1.5.7. Sistemas actuales de cultivo de hESCs

Originalmente, las hESCs fueron derivadas en un medio que contenia
suero, utilizando ademas una monocapa de fibroblastos, tanto de origen animal
(MEFs), que secretaba factores esenciales para el mantenimiento del estado
de indiferenciacion de las hESCs (Thomson et al., 1998). Sin embargo, este
suero es una mezcla compleja de proteinas de composiciéon desconocida,
donde el 99% es albumina (Bendall et al., 2007). Seria deseable solucionar ese
problema mediante el uso de un sistema de cultivo sin células alimentadoras
(feeders) y utilizando un medio de composicidon proteica conocida para
minimizar la variabilidad en las condiciones de -cultivo que afectan al
crecimiento adecuado de las hESCs. Ademas, desde un posible punto de vista
terapéutico futuro, es importante que las hESCs sean derivadas y mantenidas
bajo condiciones libres de componentes xenobidticos (Rao y Zandstra, 2005).

El primer cultivo de hESCs libre de fibroblastos se realizé utilizando
medio condicionado por los factores secretados por MEFs y creciendo sobre un
soporte de Matrigel™ o placas con laminina (Xu et al., 2001). Matrigel™ en una
mezcla compleja con origen en sarcoma murino y que contiene proteinas de la
matriz extracelular, mayoritariamente laminina, colageno IV, proteoglicanos y
entactina. El suero animal fue reemplazado por un nuevo medio mas definido
llamado Knockout Serum Replacement (SR) que contiene componentes tales
como la insulina, transferrina y albumina bovina rica en lipidos (Price et al.,
1998). Todos estos hallazgos buscaban un aspecto importante que hay que
tener muy en cuenta durante el cultivo de hESCs. Se trataba de que las células
que se utilizaban como soporte de hESCs podian producir factores que
promueven o prolongan el mantenimiento de la hESC. Un ejemplo de este
hecho fue el mantenimiento de hESCs utilizando una matriz de fibronectina y
medio con SR pero no condicionado por MEFs o fibroblastos humanos (HFs,
siglas inglesas de human embryonic fibroblasts), suplementado ademas con
factor basico de crecimiento fibroblastico (bFGF, siglas inglesas de Basic
Fibroblast Growth Factor) y el factor de crecimiento transformante-p1 (TGF-1,
siglas inglesas de Transforming growth Factor) (Amit et al. 2004). Actualmente,
se considera indispensable el suplemento de cualquier medio de cultivo para
hESCs con bFGF, (Bendall et al., 2007). Este estudio ha demostrado que la

molécula bFGF actua sobre células accesorias (las que necesita la célula
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madre para vivir). El bFGF actua a su vez sobre la célula madre evitando que
ésta se diferencie en alguno de los 200 tipos de células especializadas del
organismo, lo que permite al investigador conservar en el laboratorio el material
biolégico en el estado adecuado y el tiempo necesario hasta destinarlo a
aplicaciones futuras. Las hESCs han sido también mantenidas en estado
indiferenciado en placas con Matrigel™ utilizando medio no condicionado
suplementado con altas concentraciones de bFGF (Wang et al., 2005), una
combinaciéon de noggin, un antagonista de la proteina morfogénica de hueso,
(BMP, siglas inglesas de Bone Morphogenic Protein) y bFGF (Xu et al., 2005),
o0 mediante una combinacién de factor de crecimiento de queratinocitos (KGF,
siglas inglesas de Keratinocyte Growth Factor), nicotinamida y activina A
(Beattie et al., 2005). Sin embargo, con el uso de estos componentes no
eliminamos el problema de utilizar componentes de origen no humano. La
solucion a este problema seria el uso de HFs junto con suero humano
(Richards et al., 2002). Estos HFs pueden proceder de distintas fuentes como
musculo fetal, piel fetal (Richards et al. 2002), prepucio neonatal (Hovatta et al.,
2003), piel adulta y musculo adulto (Richards et al., 2003), células estromales
de la médula ésea (Cheng et al., 2003), células uterinas endometriales adultas
y fibroblastos embrionarios (Lee et al., 2004), e incluso células antblogas
procedentes de hESCs ya establecidas (Stojkovic et al.,, 2005). Muy
recientemente, las hESCs se han mantenido y diferenciado a células
hematopoyéticas utilizando células del estroma derivadas a partir de nichos
hematopoyéticos (Ledran et al.,, 2008), lo que podria abrir unas buenas
expectativas respecto a la derivacion de hESCs utilizando como soporte
distintos tipos de células mesenquimales (MSCs, siglas inglesas de
Mesenchymal Stem Cells). Las MSCs son células de origen mesodérmico con
morfologia fibroblastoide. Durante el desarrollo embrionario estas células estan
muy ligadas al desarrollo de la hematopoyesis. Son células estromales, es
decir, tienen un papel de soporte celular y apoyo nutricional a otras células de
su entorno mediante la produccion de distintos morfégenos y moléculas clave
para que se produzca la proliferaciéon y diferenciacion de determinadas células
(homing). Es el caso de Sonic hedgehog, distintos componentes de la via de
sefalizacion de Wnt, Notch, BMP (Schaffler and Buchler, 2007; Ucelli et al,
2008).
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1.5.8. Factores extracelulares que regulan la capacidad de auto-
renovacion de las hESCs.

El estado indiferenciado de las hESCs puede ser mantenido por factores
extracelulares proporcionados por las proteinas de la matriz extracelular (EM,
siglas inglesas de Extracelular Matrix), tales como la laminina, asi como
factores afiadidos de manera exdégena que pertenecen a las familias de TGF-
B1y bFGF, descritos anteriormente (Rao y Zandstra, 2005).

Ademas, se ha descubierto que las principales propiedades de las
células madre, como son la auto-renovacion y la puripotencia no son
auténomas de este tipo de células, sino que forman parte del control externo a
partir del microambiente que define el nicho de células madre (Scadden, 2006).
En cambio, parece ser que las ESCs pueden ser una excepcion, ya que este
tipo de células madre son separadas de su microambiente blastocitario y son
cultivadas in vitro durante un tiempo prolongado. Recientemente se ha
demostrado, usando experimentos protedmicos, que un soporte celular
fibroblastico actuia como un nicho para promover la produccion del factor de
crecimiento de la insulina (IGF, siglas inglesas de Insulin-like Growth Factor),
del cual el IGF-II fue el mejor representado (Bendall et al., 2007). Este
compuesto tiene un papel importante en la supervivencia y capacidad de auto-
renovacion de las hESCs, ya que tiene un papel regulador en el desarrollo

preimplantacional y embrionario (Kauma, 2000).

1.5.9. Propiedades del Y-27632 (iROCK), un inhibidor especifico de las
quinasas asociadas a Rho.

Las funciones de la proteina Rho como un interruptor molecular de
varios procesos celulares se llevan a cabo mediante un proceso de
fosforilacién-desfosforilacion entre su forma inactiva (GDP-ligando) y la activa
(GTP-ligando) (Ishizaki et al., 2000). Los estudios realizados sobre este
mecanismo han identificado varias acciones celulares de Rho. Estas acciones
incluyen la regulacion de los procesos de estimulo-induccién entre la células y
el sustrato respecto a adhesion y movilidad, retraccion celular, citocinesis,
sensibilizacion al Ca?* del musculo estriado en el proceso de contraccion, asi
como también es rescatable su papel en la progresién de la fase Gy ala S en el

ciclo celular, la transformacion celular y la trascripcion celular (Narumiya, 1996).
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Algunas proteinas han sido aisladas como supuestos efectores de Rho
segun su interaccion selectiva con el GTP-ligando que forma Rho. Estas
proteinas incluyen a las quinasas asociadas a Rho mediante serina/treonina
(ROCK, siglas inglesas de Rho-associated coiled-coil forming protein
serine/threonine kinase) (Ishizaki et al., 2000). Esta familia de quinasas esta
concretamente envuelta en la formacion de fibras de actina y adhesiones
focales (Leung et al., 1996; Amano et al., 1997; Ishizaki et al., 1997), y en la
regulacion de la actividad fosfatasa de la miosina (Kimura et al., 1996). Para
poder inhibir a esta familia de quinasas de ROCK, se han elaborado
sintéticamente nuevos compuestos, como el Y-27632 (Uehata et al., 1997). Se
vio como este compuesto inhibia la contraccién inducida agonista tanto
vascular como bronquial del musculo estriado a través de la inhibicion de los
mecanismos de sensibilizacién al Ca®* durante la contraccion del musculo
estriado.

Actualmente, dentro de la investigaciéon con hESCs, se ha observado
una baja tasa de supervivencia tras los procesos de disociacion celular, lo que
supone un obstaculo a la investigacién, sobre todo en los procesos de
subclonaje. Esto es debido a problemas encontrados en las hESCs como su
alta vulnerabilidad a entrar en apoptosis. En un esfuerzo por solucionar el
problema de la apoptosis en cultivos celulares con hESCs, se han examinado
los efectos de varios inhibidores de la caspasa, factores de crecimiento,
factores troficos e inhibidores de las quinasas. De todos los inhibidores
testados, el Y-27632 fue el inhibidor mas potente de la apoptosis (Watanabe et
al., 2007), aunque aun no esta muy claro el papel que juega ROCK en la
apoptosis (Riento y Ridley, 2003). Recientemente, se ha encontrado una nueva
aplicacion del iROCK en el campo de las hESCs. Se ha demostrado que el
iIROCK mejora la tasa de supervivencia de las hESCs en el proceso de
congelacion y descongelacion, donde hasta la fecha se perdian o diferenciaban
muchas células utilizando los procesos de congelacion lenta, el uso de
dimetilsulfoxido (DMSO), o la vitrificacion (Martin-lbafiez et al., 2008; Li et al.,
2008, 2009).

42



2. CARACTERIZACION DE LAS ESCs

2.1 Criterios de caracterizaciéon de ESCs

Los criterios  tradicionalmente @ empleados para  demostrar
pluripotencialidad de las ESCs estan basados en tres tipos de experimentos
(Martin, 1981): i) la formacién de quimeras donde las ESCs contribuyen a
formar todos los tejidos del organismo, ii) la observacion de que las ESCs se
diferencian in vitro de forma espontanea y dirigida, y iii) la formacién de
teratomas tras la inyeccion de ESCs en animales adultos.

Ademas, existen multitud de marcadores moleculares, genéticos e

inmunofenotipicos que distinguen a las ESCs.

2.1.1 Marcadores caracteristicos de estado indiferenciado

Aunque no parece que exista duda de que las ESCs aisladas de
blastocistos tengan capacidad pluripotente, la cuestion importante esta en
saber si también las lineas celulares que crecen permanentemente en cultivo
retienen sus caracteristicas iniciales. La presencia o ausencia de marcadores
especificos indica si las ESCs en cultivo permanecen o no en el estado
indiferenciado.

Un gran numero de marcadores de superficie estan siendo usados
actualmente para caracterizar ESCs, incluyendo varios glucolipidos vy
glucoproteinas que fueron identificados originalmente en hECCs o en
embriones en estadio preimplantacional (Hoffman y Carpenter, 2005). En el
caso de las hESCs estos marcadores son el SSEA-3, el SSEA-4, el TRA-1-60,
y el TRA-1-81 (Andrews et al., 1984). Las hESCs también expresan antigenos
de superficie tales como CD133, c-kit (CD117), flt3 (CD135) y CD9 (Kaufman et
al., 2001; Carpenter et al., 2004). Los estudios de evaluacion de la estabilidad
de hESCs han indicado que la expresion de estos marcadores especificos de
membrana se mantiene tras cultivo prolongado utilizando cualquier tipo de las
superficies de crecimiento descritas anteriormente (Amit et al., 2000; Richards
et al.,, 2002; Rosler et al., 2004), utilizando medio de cultivo libre de suero
conteniendo una combinacion de factores de crecimiento, el TGF-B1, el bFGF,
y el factor inhibidor de la leucemia (LIF, siglas inglesas de leukaemia inhibitor

factor) (Amit et al., 2000). El LIF es un factor mitogénico esencial para que las
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mESCs permanezcan en estado de indiferenciacién progresiva in vitro, aunque
no se ha visto efecto alguno cuando hablamos de hESCs (Conner, 2001;
Menendez et al., 2005).

Un numero amplio de factores de trascripcion juegan un papel crucial en
la auto-renovacién de las ESCs, y el analisis de su expresidon es usado también
para caracterizar ESCs (Hoffman y Carpenter, 2005). El mas importante es el
factor de transcripcion Oct-3/4 (Nichols et al., 1998), Rex-1, Sox-2 y Nanog
(International Stem Cell Initiative, 2007).

Desde que se derivé la primera hESC en 1998 (Thomson et al., 1998)
hasta la actualidad, se han derivado numerosas lineas embrionarias humanas
en distintos laboratorios pertenecientes a distintos paises. Las técnicas para la
derivacion y posterior mantenimiento del cultivo celular varian entre distintos
laboratorios. Este hecho, junto con las variaciones genéticas que poseen los
distintos embriones utilizados, afade fuentes adicionales de variacion que
podrian otorgar diferentes propiedades a las distintas hESCs. Para poder
consensuar las caracteristicas principales en todas las hESCs se estableci6
una iniciativa internacional (International Stem Cell Initiative, 2007), para llevar
a cabo un estudio comparativo de un gran numero de hESC derivadas en
distintos laboratorios de distintos paises. El objetivo fue evaluar las similitudes y
diferencias en la expresion de diferentes marcadores, para identificar cuales
son los mas identificativos para establecer la identidad de una hESC. En este
estudio han participado 17 laboratorios de 11 paises para la expresion de 17
antigenos de superficie y 93 genes. Segun esta iniciativa internacional las
hESCs deben poseer una expresion similar de unos determinados marcadores,
canon de su capacidad de auto-renovacioén y pluripotencia. Estos marcadores
de superficie deben expresar los antigenos SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-
1-81, GCMT2 y GCT343. Ademas, deben expresar una serie de genes
asociados al mantenimiento de la pluripotencia: NANOG, POUSF1 (OCT-3/4) y
otros 14 genes cuya expresion estd asociada a NANOG. Por ultimo, esta
iniciativa internacional propone que las hESCs sean capaces de dar lugar a la
formacion de teratomas cuando se inyectan en ratones inmunodeficientes para
demostrar su capacidad en las tres lineas germinales in vivo, tal como se

tratara mas adelante.
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2.1.2 Diferencias entre las mESCs y las hESCs

Existen diferencias importantes entre las mESCs y las hESCs. Como
hemos indicado antes, las mESCs tienden a formar agregados redondeados,
con varias capas de grosor (Figura 17), mientras las hESCs forman colonias
planas y compactas (Figura 18). Otra diferencia importante entre mESCs y
hESCs es la influencia del LIF. La influencia en hESCs es practicamente nula,
mientras que en mMESCs esta es detectable en niveles altos (Ginis et al., 2004).
Estos resultados son consistentes con la capacidad de mantener las hESCs
indiferenciadas sin necesidad de utilizar LIF, y con la sefal de LIF encontrada
en lineas humanas de teratocarcinoma (Schuringa et al., 2002). Dentro del
amplio abanico de marcadores que existen en la actualidad, también
encontramos diferencias en su expresion entre las mESCs y hESCs. Las
hESCs expresan los antigenos especificos de estado embrionario SSEA-3 y
SSEA-4, que no expresan en mESCs, mientras que no expresan SSEA-1, que
si se expresa en mESCs (Krupnick et al., 1994). En la Tabla 2 queremos
enumerar las diferencias mas importantes que existen entre las mESCs y las
hESCs, tanto a nivel morfolégico, como de expresion de distintos antigenos.

Todas estas diferencias indican claramente que, aunque las mESCs y
las hESCs sean muy parecidas en cuanto a su potencial de diferenciacién, no
esta claro todavia que los datos obtenidos sobre los mecanismos de

diferenciacién de las mESCs se puedan extrapolar a las hESCs.

2.1.3 Diferenciacion espontanea in vitro

Quizas el método mas comun en la diferenciacion de las ESCs es la
creacion de cuerpos embrioides (EBs, siglas inglesas de embrioid bodies). Los
EBs estan constituidos por agrupaciones de células madre cultivadas en
flotacion y que presentan una morfologia similar al embridon en su etapa de
gastrulacion. Dentro de estos EBs existen multiples movimientos celulares
semejantes a los que ocurren in vivo que marcan la simetria embrionaria, la
especificaciéon hacia un linaje concreto, etc. En estos EBs se produciria una
primera diferenciacion hacia una capa germinal concreta que se completaria
después, bien anadiendo factores de crecimiento especificos para un
determinado linaje (Wang et al., 2006), o bien mediante cocultivo con células

adultas que actuarian como un nicho para el crecimiento y diferenciacion de las
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hESCs (neuronas dopaminérgicas diferenciadas a partir del cocultivo con
células estromales PA6 (Zeng et al., 2004), o incluso el uso de estructuras
tridimensionales de polimeros sobre las que crecerian las células diferenciadas
(Hyslop et al. 2005). En definitiva, la formacion de EBs, ademas de ser un
primer paso hacia la diferenciacién especifica de la linea, constituyen un hecho
clave en la caracterizacion de las ESCs. De esta manera, se debe lograr una
diferenciacion espontanea a tejidos que representen a cada una de las tres

capas germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo).

Tabla 2: Diferencias mas importantes entre las mESCs y las hESCs.

PROPIEDAD mESCs hESCs
Fosfatasa Alcalina + +
SSEA-1 +
SSEA-3 -
SSEA-4 -
TRA-1-60
TRA-1-81
OCT 3/4
SOX2
REX1
TERT
FGF4
FOXD3
BCRP-1
LIFR
gp 130
STAT3
Nanog
Sensible a LIF
Sensible a FGF - +
Morfologia Diversa | Redondeaday
afilada
Formacién de EB Clonales + -
Formacién de Chimeras + N/D
Formacioén de Teratomas + +
Frecuencia len 10° 1 en 10’
N/D: No determinado

o o e o o o o

+

+ [+ |+
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2.1.4 Diferenciacion espontanea in vivo
Por otro lado, las hESCs deben ser capaces de dar lugar a la formacion
de teratomas cuando se inyectan en un raton inmunodeficiente. La necesidad

de utilizar un ratén de estas caracteristicas radica en que si no fuera asi, el
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raton produciria rechazo hacia las células introducidas, con la consecuente
respuesta inflamatoria (Li et al., 2004). Con esta técnica se demuestra la
capacidad de las células a diferenciarse en las tres lineas germinales
embrionarias en un modelo in vivo (endodermo, mesodermo y ectodermo)
(Reubinoff et al., 2000; Li et al, 2004). Esta capacidad de las hESCs es una de
las exigencias descritas en los criterios establecidos por la iniciativa
internacional antes comentada (International Stem Cell Initiative, 2007), para

aceptar que una linea de hESCs es pluripotente.

2.1.5 Caracterizacion citogenética

La ausencia de inestabilidad cariotipica es otro de los requisitos
buscados en estas lineas si van a ser utilizadas tanto en medicina regenerativa
como con fines de investigacion basica. En algunas de las lineas con las que
actualmente se trabaja a nivel mundial se han observado cambios
cromosomicos, algunos de ellos relacionados con fendbmenos de oncogénesis
(Draper et al. 2004; Catalina et al. 2008). Estos cambios pueden asociarse al
cultivo, o pueden constituir una propiedad intrinseca e inherente de los
embriones a partir de los cuales se derivan las hESCs, con independencia del
método de cultivo empleado. De hecho se sabe que un 50-60% de los
blastocistos presentan anomalias cariotipicas. De esta manera, las
observaciones de cambios cromosomicos solamente en hESCs no sodlo
sugieren precauciéon cuando se disefian nuevas condiciones de -cultivo,
especialmente en las que estan libres de células alimentadoras, sino que estan
incentivando a los investigadores a la realizacion de multiples pruebas
citogenéticas regularmente para verificar la integridad cromosomica de las
hESCs conforme se van consiguiendo mas pases en cultivo, asi como en la
busqueda de una respuesta a la identificacion de las razones de estas
anomalias cromosémicas comparando los resultados entre distintos centros de
investigacion (Catalina et al., 2008). Por esto, es importante controlar la
estabilidad genética de las células no s6lo mediante la realizacién de un
cariotipo convencional que nos informaria de alteraciones genéticas grandes,
como ganancia o pérdida de cromosomas, sino mediante técnicas mucho mas
precisas como el FISH (siglas inglesas de Fluorescence in situ hibridation), que

nos informaria de alteraciones especificas, SKY (siglas inglesas de Spectral
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Karyotyping), que se utiliza para la deteccion de translocaciones e identificacion
de cromosomas marcados, CGH (siglas inglesas de Comparative Genomic
Hibridization), para la determinacion de alteraciones numéricas, y SNPs (siglas
inglesas de Single Nucleotide Polymorphism), para detectar polimorfismos de

un solo nucledtido (Catalina et al., 2007) (Figura 19).

Al B |
(LI (I I IR T
bbb BWoon & l
Bow s b

Figura 19: Distintas técnicas de caracterizacion citogenética (Imagenes tomadas del BACM).

A) Imagen representativa de un cariotipo convencional. B) Imagen representativa de un analisis
por CGH. C) Imagen representativa de un analisis mediante SKY. D) Imagen representativa de

un analisis por FISH.

2.1.6 Manipulacion genética de las ESCs

Otra manera de diferenciar las ESCs hacia un linaje especifico es a
través de la manipulacion genética mediante la sobreexpresion o inhibicién de
determinados genes o factores de transcripcion claves para la especificacion a
lineas especificas. Esta estrategia permitiria, no sélo la obtencién de células
diferenciadas, sino la creacion de modelos de enfermedades con base genética
que comienzan ya en estadios prenatales y para las que en la actualidad no
existen modelos, como es el caso de determinadas leucemias infantiles.
Paralelamente, hay que tener en cuenta que las hESCs con anomalias, aun
siendo no viables para aplicaciones terapéuticas, tienen una utilidad como
herramienta biolégica para estudiar la transformacion celular, la etiologia y la
patogénesis de tumores infantiles, biologia del desarrollo, etc (Bueno et al.,
2008).
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2.1.7 Futuro potencial de la progenie derivada de hESCs en medicina
regenerativa

En la actualidad se debe tener claro que el estudio de las hESCs sigue
estando en sus comienzos, siendo muy dificil prever estudios terapéuticos con
células diferenciadas a partir de hESCs en las préoximas 1-2 décadas.

Existen multiples problemas conocidos que impiden prever qué
enfermedades se beneficiarian de un posible uso de tejidos celulares derivados
de las hESCs.

En primer lugar, las ESCs forman tertocarcinomas al ser implantadas en
estado indiferenciado en animales de laboratorio. Este problema desaparece si
se implantan después de su diferenciacion total, por lo que cualquier protocolo
de transferencia de ESCs debera incluir una diferenciacion en su totalidad
hacia el linaje de interés. Es importante resaltar que la existencia de hESCs
indiferenciadas promovera la aparicion de teratomas.

Un segundo problema para la aplicacién terapéutica de las hESCs
reside en la dificultad de obtener células diferenciadas a un linaje celular puro.
Cuando se estimula su diferenciacion, las hESCs son capaces de originar
cualquier tipo celular, pero raramente lo hacen de manera homogénea y
reproducible, sino que dan lugar a poblaciones de células en las que se
mezclan distintos tipos especializados (Odorico et al., 2001; Wobus et al.,
2001). Gracias a experimentos en células en cultivo y a modelos animales, hoy
conocemos genes de diferenciacion que controlan las vias de diferenciacion,
como hemos indicado en el apartado anterior. Por ejemplo, existen genes
miogénicos que determinan la diferenciacidn hacia musculo (ej. Myo-D),
neurogénicos que inducen la diferenciacion hacia neuronas (ej. Sox-1), genes
que determinan los distintos tipos celulares pancreaticos (ej. Pax4), etc. La
activacion controlada de genes de diferenciacién en las hESCs podria producir
el tipo celular deseado para cada aplicacién (Wobus et al., 2001).

El tercer problema seria que las células implantadas podrian sufrir el
mismo tipo de rechazo aloinmune que se produce en el transplante de 6rganos,
como se trata en el siguiente apartado (Figura 20).

Cuando este tipo de experimentos sea posible, sera necesario
comprobar que se trata de células funcionalmente activas, de manera que

ademas de estudios de fenotipado y genotipado, sera necesario realizar
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estudios de funcionalidad de estas células ya que muchas de ellas pueden
mantener cierto grado de inmadurez. Por otro lado, sera necesario contar con
la seguridad de que no quedan células indiferenciadas que, transferidas a un
paciente, pudieran provocar teratomas (tumores germinales). Para esto ya se
han realizado experimentos mediante la transfeccion de genes bajo el control
de promotores especificos de hESCs y sensibles a antibiéticos, de tal manera
que, en presencia de estos, las hESCs desaparecen (Schuldiner et al., 2003).
También la separacién celular se podria utilizar como una herramienta valida,
aunque previamente seria necesario encontrar anticuerpos de membrana

celular especificos para el tipo celular que queramos seleccionar.

2.1.8 hESCs: inmunogeneidad vs. inmunotolerancia

Por ultimo, como hemos mencionado anteriormente, otro reto que se nos
plantearia antes de la aplicacion terapéutica de estas células es como evitar el
rechazo post-transplante de derivados de hESCs. Aunque las hESCs
presentan una baja expresion del complejo de histocompatibilidad clase | (CMH
Clase 1), éste si se encuentra moderadamente incrementado en las células
diferenciadas a partir de las hESCs, por lo que es posible una respuesta
inmune por parte del receptor de las células (Figura 20) (Menendez et al.
2005).

Para crear inmunotolerancia, de nuevo se han propuesto varias
estrategias. Una de ellas es la transferencia del nucleo de una célula somatica
del futuro receptor a un ovocito de una donante que tras una reprogramacion,
dara lugar a un blastocisto y a una nueva linea de hESCs (Stojkovitz et al.,
2004). Los dos principales inconvenientes son su baja eficiencia: son
necesarios muchos ovocitos no siempre faciles de conseguir para obtener una
linea y el genoma mitocondrial del ovocito donante que, aunque escasos,
posee antigenos de histocompatibilidad que pueden dar lugar a rechazos. La
figura 20 muestra esquematicamente las posibilidades de alcanzar la

inmunotolerancia y disminuir la inmunogeneidad asociada a transplante.
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Figura 20: Diagrama esquematico donde se sefialan las futuras aplicaciones de las hESCs y
su implicacién respecto a la inmunotolerancia (Imagen tomada de Menendez et al., 2005).
Estudios in vitro e in vivo limitados a transplante xenogénico indican que las hESCs poseen
propiedades inmunoldégicas unicas. A) En el campo alogénico, el transplante directo de hESCs
indiferenciadas podria producir teratomas. B) Esto implica que las hESCs podrian ser
diferenciadas a células especificas como por ejemplo neuronas dopaminérgicas o células B-
pancreaticas con un enfoque terapéutico. Sin embargo, si este tipo de transplante podria ser
rechazado por el receptor es aun desconocido. Teniendo en cuenta el reconocimiento inmune
por parte del receptor, la pregunta es si las hESCs y su progenie pueden ser usadas como
vectores potenciales para la induccién de la tolerancia, lo cual necesita de una investigacion
muy activa. C) La inducciéon de la tolerancia inmune puede ser conseguida gracias al
establecimiento de quimerismos hematopoyéticos D) También puede ser posible gracias a la
modulacién de la respuesta inmune del receptor. Combinando tanto la estrategia terapéutica

como la moduladora.
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3. FUTURAS APLICACIONES DE LAS hESCs EN INVESTIGACION
BIOMEDICA

3.1 Expectativas reales en la investigacion con hESCs

Mientras se debate social y gubernamentalmente sobre la pertinencia y
las connotaciones ético-morales de la investigacion con hESCs se estan
produciendo hechos paralelos. Los mas importantes son los grandes avances
conseguidos con otro tipo de células que, aunque nunca adquiriran la llamada
plasticidad de las ESCs, son capaces, bajo ciertas condiciones especificas, de
generar también tejidos de diferentes caracteristicas. Nos referimos a las
ASCs. Dentro de las ASCs, las MSCs, y las células madre hematopoyéticas
(HSC, siglas inglesas de hematopoietic stem cells) son las que en la actualidad
presentan aplicabilidad clinica. Este potencial se debe a tres propiedades
clave: i) su capacidad para diferenciarse a distintos tipos celulares maduros y
funcionales dentro de ese linaje celular; i) sus propiedades
inmunomoduladoras vy; iii) su capacidad de de secretar factores solubles los
cuales regulan funciones bioldgicas cruciales tales como la proliferacion y
diferenciacién sobre un amplio espectro de células diana (Siena et al. 2000;
Menendez et al. 2002).

Sin embargo, con las hESCs, a pesar de los importantes avances
realizados, todavia hacen falta muchos afos de investigacion para desvelar
todos los interrogantes que tras estas células se esconden, antes de controlar
todo el potencial cientifico-clinico existente. Entre otras cuestiones, hay que
tener en cuenta que, por su capacidad de proliferacién, tanto in vivo como in
vitro, las ESCs se asemejan en muchos aspectos a células tumorales, lo que
nos inclina a ser muy cautos con su utilizacién. También urge conocer el grado
de adaptacion al cultivo y consiguiente proceso de evolucion clonal asociado a
estas células.

Las hESCs constituyen, hoy en dia, una herramienta de interés en la
investigacion biomédica actual. Han proporcionado a los investigadores un
modelo especialmente interesante para estudiar como se desarrollan ciertos
procesos bioldgicos basicos y les han dotado de una herramienta versatil, con

la que abordar aspectos etioldgicos y la patogénesis de origen prenatal.
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3.2 Bancos de ESCs

La creacion de bancos de ESCs esta ayudando al desarrollo y
estandarizacidn de protocolos para el cultivo y caracterizacion de las células
madre. Esta estandarizacion propuesta por la Comunidad Investigadora
Internacional esta permitiendo que los Bancos de ESCs distribuyan las células
junto con los protocolos de actuacion entre los distintos grupos de
investigacion, tanto para una futura aplicacidn clinica como para su uso en
investigaciéon basica. Ademas, estos centros estan capacitados para la
derivacion, caracterizacion y posterior distribucion de sus propias lineas. En
estos bancos, las lineas se caracterizarian siguiendo los criterios de la iniciativa
internacional anteriormente mencionada (Internacional Stem Cell Initiative,
2007), controlando la contaminacién microbiana de células y medios vy
siguiendo unos estrictos criterios de calidad de acuerdo con las buenas

practicas de laboratorio vigentes a nivel internacional (Nieto et al., 2006).
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4. MARCO LEGISLATIVO Y ASPECTOS ETICOS DE LA INVESTIGACION
CON hESCs

4.1 Controversia ética y social de la investigacion con hESCs

Mientras que las ASCs humanas no generan ningun tipo de problema
ético-moral, son las hESCs las que llevan inherentes este tipo de controversias,
ya que el aislamiento de la ICM de los blastocistos supone la destruccion de los
mismos. Por todo ello, es necesario un gran control legislativo, tanto a nivel
nacional como europeo, que regule la obtenciéon de este tipo de células y su

futura aplicaciéon en salud.

4.2 Legislacién actual en Espana

En Espanfa, actualmente, la Ley 14/2006, sobre técnicas de reproduccion
asistida, el Real Decreto 1301/2006, sobre células y tejidos humanos, y la Ley
14/2007, de investigacién biomédica, constituyen la norma fundamental del
ordenamiento juridico en este ambito de la asistencia y la investigacion.

Del Instituto de Salud Carlos Ill depende la Comisién de Seguimiento y
Control de donacion y utilizacidon de células y tejidos humanos. En particular, le
corresponde la emision del informe relativo a los proyectos de investigacion
relacionados con la obtencién, desarrollo y utilizacion de hESCs.

Segun estas leyes, se determina que el numero de ovocitos a
inseminar estara sometido a criterio clinico con la posibilidad de congelar los
embriones sobrantes. Ademas se publican 4 posibilidades para la busqueda
de un destino final a los embriones crioconservados independientemente de
los afios de congelacion.

= Crioconservacion hasta su uso por parte de la pareja.

= Donacion a otras parejas con fines reproductivos.

»= Donacion a la investigacion, dentro de los limites establecidos.
= Descongelacion sin ningun fin.

El articulo 15 de la Ley 14/2006, asi como el articulo 32 de la Ley
14/2007, son los encargados de legislar la utilizacién de embriones con fines de
investigacion. Los requisitos son los siguientes:

1) Consentimiento informado escrito de la pareja o, en su caso, de la

mujer. Donacién andénima, confidencial, voluntaria, altruista y
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revocable. Rechazan derecho econdémico, patrimonial o potestativo
sobre los resultados obtenidos (Figuras 21, 22).

2) Embrion no desarrollado in vitro mas alla de 14 dias.

3) Investigacion realizada en centros autorizados.

4) Que se realicen con base a un proyecto debidamente presentado y

autorizado por las autoridades sanitarias competentes.

5) Especificar relaciones de interés entre centros.

Segun esta Ley queda prohibida la utilizacion de embriones sobrantes
frescos para poder utilizarlos en investigacion.

A nivel autondémico, el Parlamento Andaluz aprobd la Ley 7/2003, del 20
de octubre, por la que se regula la investigacién con embriones humanos no
viables para la fecundacién in vitro, y que aportaba propuestas de
investigacion que la reforma de la ley sobre técnicas de reproduccion asistida

iba a prohibir.

4.2.1 Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica

La investigacion biomédica es un instrumento clave para mejorar la
calidad y la expectativa de vida de los ciudadanos y sirve para aumentar su
bienestar, que ha cambiado de manera sustancial, tanto metodoldégica como
conceptualmente en los ultimos afos. La aparicion de nuevas herramientas
analiticas ha llevado a grandes descubrimientos que permiten albergar
fundadas esperanzas sobre el tratamiento e incluso la curacién en un futuro no
muy lejano de patologias hasta ahora inabordables (Ley de Investigacion
Biomédica, 2007).

Los nuevos avances cientificos cuestionaban la organizacion en la que
hasta ahora se habia basado la investigacion biomédica, con lo que se hacia
necesaria la publicacion de esta nueva ley. La Ley se construye sobre los
principios de la integridad de las personas y la proteccion de la dignidad del ser
humano en cualquier investigacion biomédica que implique intervenciones
sobre seres humanos, asi como en la realizacién de analisis genéticos, el
tratamiento de datos genéticos de caracter personal y de las muestras
biolégicas y de las muestras biolégicas de origen humano que se utilicen en
investigacion. Ademas, la Ley facilita la implantacion de la investigacion en los

centros de salud como una practica cotidiana, se incentiva la colaboracién
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entre los centros de investigacion biomédica basica y los hospitales y demas
centros publicos, y se estimulan los vinculos entre el sector publico y el privado
mediante la investigacion en red y la movilidad de los investigadores y los
facultativos.

En relacién con el objeto y ambito de la norma, se matiza que la
investigacion biomédica a la que se refiere esta Ley abarca la investigacion
basica y la clinica con exclusion de los ensayos clinicos con medicamentos y el
implante de 6rganos, tejidos y células, que se rigen con otras normas
especificas.

La Ley prohibe explicitamente la constitucion de embriones humanos
exclusivamente con fines de experimentacion, pero permite la utilizacién de
cualquier técnica de obtencidn de hESCs con fines terapéuticos o de
investigacion que no comporte la creacion de un nuevo ser humano.

De esta manera, la Ley de Investigacion Biomédica tiene por objeto
regular: i) las investigaciones relacionadas con la salud humana que impliquen
procedimientos invasivos, ii) la donacion y utilizacion de ovocitos, embriones,
embriones y fetos humanos o de sus células, tejidos u érganos con fines de
investigacion biomédica y sus posibles aplicaciones clinicas, iii) el tratamiento
de muestras biolégicas con fines de diagndstico médico o de investigacion
biomédica, iv) el almacenamiento y movimiento de muestras bioldgicas, v) los
biobancos, vi) el Comité de Bioética de Espafa y los demas dérganos con
competencias en materia de investigacién biomédica y vii) los mecanismos de
fomento y promocion, planificacion, evaluacion y coordinacion de la
investigacion biomédica. La normativa ademas permite las técnicas de
transferencia nuclear soélo con fines terapéuticos y prohibe expresamente la

creacion de embriones destinados a la investigacion.

4.2.2 Permisividad actual de Espana a la hora de investigar con hESCs

La prohibicion de crear embriones destinados uUnicamente a
investigacion engloba a Espafa en el grupo de paises donde esta permitido
investigar con embriones sobrantes de ciclos de FIV para derivar hESC
(Canada, Holanda, Australia, Suecia), lejos del grupo de paises donde esta
prohibido utilizar embriones para investigacion con hESC (Irlanda, Austria,

Noruega), aunque un peldano por debajo del grupo de paises donde se pueden
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generar embriones con fines unicos de investigacion (Reino Unido, Bélgica,
Israel y Singapur). Estos embriones llevan en muchas ocasiones mas de 5

afios congelados sin que la pareja, o mujer en su caso, los hayan reclamado.

4.3 La legislacion actual en Europa

A nivel Europeo, se ha publicado la Directiva 2004/23/CE, de 31 de
marzo, relativa al establecimiento de normas de calidad y de seguridad para la
donacidn, la obtencién, la evaluacién, el procesamiento, la preservacion, el
almacenamiento y la distribucion de células y tejidos humanos. Esta Directiva
se creod con la intencion de unificar la diversidad de estandares presentes en
los distintos paises de la Unidn Europea respecto a la importacién/exportacion
de células y tejidos, la necesidad de incrementar la disponibilidad de células y
tejidos donados y la efectividad de usarlos, asi como eliminar los errores
creados con unos sistemas de codificacién y clasificacion distintos entre
centros y paises europeos. En esta Directiva se engloban la mayoria de los
tejidos y células humanas, las células reproductoras, tejidos fetales, asi como
las hASCs y hESCs. En los primeros borradores de la Directiva se proponian
unos requisitos de calidad importantes, sobre todo con respecto a la calidad del
aire tipo A de las salas donde se iban a manipular estos tejidos y células (salas
GMP, siglas inglesas de Good Manufacturing Practice).

Debido a este punto, esta Directiva ha sido criticada por expertos en
reproduccion que declaran que las unidades de FIV no necesitan de tantas
exigencias para poder realizar su trabajo, aunque de alguna manera no deja de
ser una critica pragmatica, ya que parece encaminada a razones financieras y
politicas (Mortimer, 2005). Si las clinicas de FIV tuvieran que cefiirse a tales
exigencias, la inversion necesaria para adecuar los laboratorios a la nueva
Directiva seria insostenible en la mayoria de los casos, llevando a la clinica al
cese de sus actividades o encareciendo exhaustivamente los ciclos de FIV.
Debido a estas criticas, la Uniéon Europea ha publicado la Directiva 2006/17/CE
de la Comision, de 8 de febrero de 2006, por la que se aplica la Directiva
2004/23/CE del Parlamento Europeo y del Consejo en lo relativo a
determinados requisitos técnicos para la donacién, la obtencion y la evaluacién
de células y tejidos humanos. En esta Directiva se matiza sobre la distincion

entre laboratorios de reproduccién asistida y laboratorios donde se derivan
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hESCs a partir de embriones humanos, siendo las propuestas menos exigentes
con los primeros en lo referente a la calidad del aire.

Conjuntamente con la legislacion europea, existen iniciativas europeas
importantes, financiadas parcialmente por el 7° Programa MARCO de la
Comision Europea, donde se busca dar transparencia a las hESCs respecto a
las condiciones de almacenamiento y caracterizacion (hESC Registry,

Internacional Stem Cell Initiative, Stem Cell Banking Initiative).
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Sevilla, 11 de enero 2005 BOJA ndm. & Pégina nidm. 31

ANEXO

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA DONACION DE PREEMBRIONES T
HUMANOS CRIOCONSERVADOS A PROYECTOS DE INVESTIGACION

D. can DI NIF de_ afios de edad
y D% con DN/ NIF de_ afios de
edad, con domicilio en Localidad

Municipio, Provincia de

EN PRESENCIA DE

D.D*, con DNIFNIF coma facultativo responsable

y en calidad de representante de la Unidad/ Centro de Reproducciin Asistida

con CIF y MNomero de Autorizacién/ Inscripcion en el
Registro Oficial Provincia de
DECLARAN/ DECLARA
O 1=-Con facha 5@ realizo el tratamienta da facundacidn in vitro, dando lugar a la croconsenvacion
de preembriones.,
O 2o- Con facha autorizamos/ autoricé la donacidn de diches preembriones a olras parefas o mujer
B 5U Cas0.

O 3°- Que hemos sido informadas/ he side informada fahacientamenta por el facultative arriba indicado, de los obje-

fives que se persiguen con la invesligacion y de sus implicaciones, v especificaments sobre los aspeclos que
58 relacionan a continuacion;

a)Que conforme a lo previsto en |a Disposicidn final primera de la Ley 45/ 2003, de 21de noviembra,
podemos/ puedo ejercitar olras opciones.

b} Que la donacidn es de cardcter voluntara, altruista v desinteresada y que la finabdad de la investigacin
serd mejorar la salud y la calidad de vida de las personas,

c) Que este consentimienta puade ser modificado y revocado en cualquier momento,

[AUTORIZACION, LUGAR, FECHA Y FIRMA

Los/ La abajo firmantes/ firmanta:

0] 1°.- Autorizamos/ autorizo la donacion de dichos preembriones con fines de investigacidn, siempre que ésta se
| realice de acuerda con |a nomativa,

O 2°- Renunciamos/ renuncio a cualquier derecha de naturaleza econémica, patrimonial o potestativa sobre los
resultados que pudieran derivarse de manera directa o indirecta de las investigaciones que se llieven & caba.

En a da de
EL/ LA FACULTATIVO RESPONSABLE LOS PROGENITORES! LA PROGEMITORA
Fda.: Fde.:
Fdo.:

Figura 21: Modelo de Consentimiento Informado propuesto por la Junta de Andalucia.
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L] a [ £ "
,Gf. Instituto
de Salud
Carlos|ll

Consentimiento de los Progenitores para la Utilizacion de Preembriones con Fines
de Investigacion

Los abajo firmantes progenitores de (1) preembriones conservados en (2)
MANIFESTAMOS libremente nuestra opcion por la iniciativa marcada X:

--- 1. Mantener la criopreservacion de los preembriones.

--- 2. Donar los preembriones a otras parejas que lo soliciten sin dnimo de lucro y con
fines de reproduccion.

--- 3. Ceder los preembriones para que las estructuras biologicas obtenidas en el
momento de la descongelacion puedan ser utilizadas en la investigacion que abajo se
indica (*) y bajo las condiciones que se resefia (**), sin que en ningiin caso se proceda a
la reanimacion o a su descongelacion sin otros fines.

(*) Investigacion a realizar con los preembriones descongelados dentro del Proyecto de

“wn

Investigacion “.

OPTIMIZACION DE CONDICIONES DE CULTIVO SIN “FEEDERS” PARA LINEAS DE CELULAS MADRE
EMBRIONARIAS HUMANAS (CMEH) IMPORTADAS O DERIVADAS A PARTIR DE EMBRIONES DONADOS EN
FASE DE PRE-IMPLANTACION: DIFERENCIACION DE CMEH HACIA LINEA HEMATOPOYETICA MEDIANTE
LA EXPRESION DE HOXA9 YIO COCULTIVO CON CELULAS MADRE MESENQUIMALES DE CORDON

UMBILICAL.
(**) Con la firma de este compromiso se renuncia a cualquier derecho de naturaleza

economica, patrimonial o potestativa sobre los resultados que pudieran derivarse de
manera directa o indirecta de las investigaciones que se lleven a cabo.

En a de de 200

Fdo.: Dofia Fdo.: Don
DNI: DNI:

(1) Indicar el nimero de embriones donados
(2) Indicar la Institucion donde estan congelados los preembriones

Figura 22: Modelo de Consentimiento Informado propuesto por el Instituto de Salud Carlos IlI
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CAPITULO I
JUSTIFICACION E HIPOTESIS
DEL ESTUDIO REALIZADO

62



63



El descubrimiento de las hESCs ha abierto nuevas expectativas como
herramienta para estudiar mecanismos celulares y moleculares que subyacen
la biologia del desarrollo humano. Ademas, las hESCs han abierto una puerta
de esperanza para programas futuros de medicina regenerativa y terapia
celular. A tal efecto, muchos centros de investigacion han comenzado
proyectos de derivacion, caracterizacion y diferenciacion de hESCs.

Para poder realizar este tipo de investigacion es necesario cefiirse a la
legislacién vigente. En la mayoria de las guias publicadas por las principales
Asociaciones Internacionales expertas en manipulacion de embriones no estan
reflejadas las caracteristicas que deben cumplir los laboratorios en cuanto a
condiciones de calidad y bioseguridad para la manipulacion de dichos
embriones. Del mismo modo, se hace necesario analizar y aclarar los aspectos
éticos y legislativos que pueden derivar de esta situacién, en especial en
procesos de captacion de embriones humanos congelados para investigacion.

La tasa de éxito en la derivacién de hESCs es extremadamente baja,
sobre todo cuando la fuente de material biolégico son embriones sobrantes de
ciclos de FIV congelados a -196° C. Este hecho, asi como las restricciones
legales que existen en muchos paises, hacen que una optimizacion en los
métodos de derivacion de hESCs sea necesaria. La optimizacion de nuevas
tecnologias debe ser trabajada antes en modelos animales que en humanos,
debido a que existe el riesgo de perder tan preciado material biolégico.

Por todo lo anterior en esta tesis planteamos las siguientes hipotesis de partida:

1) El prestigioso estudio realizado por SART-RAND en Estados Unidos ha
mostrado que solo un 2.8% de las parejas sometidas a un ciclo FIV y
que acumulan embriones sobrantes congelados estan dispuestos a
donarlos, previo consentimiento informado y conocimiento del estudio
bioldgico a realizar, para investigacion. Sin embargo, en la actualidad, se
desconoce la predisposicion de las parejas de nuestro entorno a la
donacién de embriones sobrantes congelados para
investigacion/derivacion de hESCs. Pensamos que la presencia de un
embridlogo experto en medicina reproductiva puede jugar un papel clave

en la captacion ética de embriones, asi como en la definicion de
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diferencias éticas y legislativas entre las propias clinicas FIV y los

centros de investigacion basica con embriones/hESCs.

La tecnologia laser en combinacion con el cultivo directo de blastocistos
podria ser de gran utilidad para la derivacion de ESCs, debido a su
mejor facilidad de manejo respecto al uso de una pipeta de
micromanipulacién a la hora de aislar la ICM, ademas de evitarse el uso

de componentes xenobidticos durante el proceso.

Las MSCs usadas como feeders podrian aumentar la eficacia de
derivacion de hESCs, a partir de embriones congelados de mala calidad,
debido a su papel de soporte celular (parénquima) en multiples tejidos
adultos y embrionarios. En este apartado, también nos planteamos que
al igual que el uso de iIROCK facilita la supervivencia y la clonogeneidad
de clones individuales de hESCs, quizas el uso de dicho iROCK
aumentaria la supervivencia post-descongelacion de embriones en

estadio de 2 o mas células.
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CAPITULO Il
OBJETIVOS DEL ESTUDIO
REALIZADO
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OBJETIVO PRINCIPAL.:

Analizar y profundizar en los aspectos éticos y legales que llevan

inherentes las hESCs, valorando la predisposicion de parejas que poseen

embriones congelados sobrantes de ciclos de FIV a donarlos para

investigacion, y optimizar una nueva metodologia para mejorar la eficiencia de

derivacion de hESCs utilizando la tecnologia de disparo con laser, asi como

derivar y mantener hESCs sobre MSCs utilizando para el proceso de derivacion
un iROCK.

OBJETIVOS DETALLADOS:

1.

Justificar la presencia de un laboratorio de embriologia totalmente
equipado y de un embridélogo con amplios conocimientos en procesos de
FIV, manipulacion de gametos y embriones congelados en clinicas de
FIV, y con un amplio conocimiento de la legislacion vigente en el

organigrama de un banco de ESCs.

Analizar la predisposicion de parejas andaluzas hacia la donacion de sus
embriones congelados en clinicas FIV, para investigacion con células
madre. Este estudio se realiza mediante un analisis pormenorizado de
las entrevistas realizadas a las parejas pertencientes a dos hospitales
publicos de Andalucia, y la comparacion con los resultados obtenidos en

Estados Unidos.

Plantear las controversias legislativas encontradas en la barrera entre la
medicina reproductiva y la investigaciéon con hESCs. Ademas, plantear
una regulacion basada en el objetivo final del uso de material biolégico
de origen embrionario: investigacion basica, investigacion clinica en

terapia celular o medicina reproductiva.

Optimizar una nueva estrategia de derivacion de ESCs basada en la
combinacion de cultivo directo de los blastocistos sobre una superficie

de crecimiento seguida de la destruccidén del trofoectodermo mediante
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tecnologia laser utilizando la metodologia previamente en un modelo

murino, para posteriormente intentar aplicarla en embriones humanos.

. Comparar las tasa de derivacion de hESCs sobre HFs y MSCs utilizando
embriones congelados de mala calidad, intentando mejorar ademas la
tasa de evolucion del embridon en fase de 2-8 células a blastocisto,

mediante el empleo de un iROCK.
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CAPITULO IV
MATERIAL, METODOS Y
RESULTADOS
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La descripcion pormenorizada de los materiales y métodos empleados,
asi como los resultados obtenidos, se encuentran reflejadas en los articulos
cientificos originales publicados publicados en revistas internacionales
indexadas (peer-review) en relacién con cada uno de los objetivos planteados y
que han sido incluidos en esta seccidn. Cada una de estas publicaciones
cientificas va precedida por un breve resumen en castellano que pretende
facilitar una revisioén rapida de la informacion mas relevante contenida en los

mismos. Las publicaciones cientificas fruto de este trabajo incluyen:

1.- Role of the embryology laboratory in the human embryonic stem cell
line derivation process.

JL Cortes, F Cobo, AH Barnie, P Catalina, C Cabrera, A Nieto, R Montes, A
Concha.

Cytotechnology, 2006. 52:1-11

2.- Spanish Stem Cell Bank interviews examine the interest of couples in
donating surplus human IVF embryos for stem cell research.

JL Cortes, G Antinolo, L Martinez, F Cobo, A Barnie, A Zapata, P Menendez.
Cell Stem Cell, 2007. 1:17-20

3.- Reproductive medicine embryologists meets hESC research: need to
adjust the regulatory framework to actual expectations about hESC
research and its potential detrimental consequences.

JL Cortes, P Menendez.

Fertility & Sterility. 2008 (doi:10.1016/j.fertnstert.2008.05.041)

4.- Evaluation of the laser technique method to isolate the inner cell mass
of murine blastocysts.

JL Cortes, F Cobo, P Catalina, A Nieto, C Cabrera, R Montes, A Concha, P
Menendez.

Biotechnology & Applied Biochemistry, 2007. 46:205-209
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5.- Whole-blastocyst culture followed by laser drilling technology
enhances the efficiency of ICM isolation and ESC derivation from good
and poor-quality mouse embryos: new insights in the derivation of hESC
lines.

JL Cortes, L Sanchez, P Catalina, F Cobo, C Bueno, A Martinez-Ramirez, A
Barroso, C Cabrera, G Ligero, R Montes, R Rubio, A Nieto, P Menendez.

Stem Cells and Development, 2008. 17:255-267

6.- Criterios de Valoracion Morfolégicos de Oocitos, Embriones
tempranos y Blastocistos Humanos propuestos por ASEBIR: aplicabilidad
en embriones crioconservados donados para investigaciéon con células
madre.

JL Cortes, G Ligero, L Sanchez, A Nieto, C Bueno, R Montes, P Menendez.
Revista de la Asociacion para el Estudio de la Biologia de Reproduccién
(ASEBIR), Junio 2008. Vol. 14, n° 1, p 6-13

7.- Mesenchymal stem cells facilitate the derivation of human embryonic
stem cells from cryopreserved poor-quality embryos.

JL Cortes, L Sanchez, G Ligero, | Gutierrez-Aranda, P Catalina, C Elosua, P
Leone, R Montes, C Bueno, V Ramos-Mejia, | Maleno, JL Garcia-Pérez, P
Menéndez.

Human Reproduction (Submitted)
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IV.1.- Role of the embryology laboratory in the human embryonic stem cell
line derivation process. JL Cortes, F Cobo, AH Barnie, P Catalina, C
Cabrera, A Nieto, R Montes, A Concha. Cytotechnology, 2006. 52:1-11

INTRODUCCION: Con el descubrimiento de las hESCs y su posible aplicacién
en programas de terapia celular e investigacion basica, muchos centros de
investigacién han comenzado proyectos utilizando este tipo de células. Los
bancos de células madre tienen entre sus funciones la derivacién de hESCs.
Ademas, la recuperacion de embriones crioconservados, su cultivo y la
subsiguiente derivacion de hESCs requiere un adecuado laboratorio de
embriologia y personal cualificado para desarrollar esta labor. Muchas
Asociaciones Internacionales han publicado guias dirigidas a laboratorios
donde se manipulan embriones atendiendo al espacio fisico, el personal y el
equipamiento necesario en esta clase de laboratorios. Sin embargo, y tras un
exhaustivo analisis de estas guias, hemos podido observar que no distinguen
entre laboratorios donde se realizan técnicas de reproduccion asistida y otros
laboratorios que obtienen hESCs para investigacion basica o terapia celular,
siendo indispensable hacer una distincion, debido a que tanto las técnicas
empleadas como los objetivos son diferentes. Ademas de esta guias hay que
tener en cuenta la legislacion vigente, centrandonos en las leyes que publica el

Parlamento Europeo, concretamente con la Directiva 23/2004/CE.

OBJETIVO: En este trabajo hemos realizado un analisis comparativo de los
aspectos comunes establecidos por las diferentes guias internacionales que
hemos evaluado. Hemos examinado los aspectos que pueden ser aplicables a
las areas de embriologia que estan dentro de los bancos de células madre
intentando que puedan servir como ejemplo de cdodigo de buenas practicas
para la comunidad cientifica que trabaja en la derivacion de hESCs a partir de

embriones sobrantes de ciclos de FIV.

MATERIAL Y METODOS: Para llevar a cabo este estudio analizamos las guias
propuestas por las siguientes Asociaciones Internacionales: ESHRE 2000; CAP
2002; FSA 2002; ACE 2003; ASRM 2004; NAMSI 2005; NAP 2005. La mayoria
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de las guias estudiadas, excepto NAP 2005, pertenecen a Asociaciones
dedicadas a reproduccién asistida. Por otra parte, hemos evaluado la directiva
Europea 23/2004/CE, de establecimiento de normas de calidad y de seguridad
para la donacion, la obtencion, la evaluacién, el procesamiento, la
preservacion, el almacenamiento y la distribucion de células y tejidos humanos.
Los aspectos analizados en cada guia han sido los siguientes: i) Organizacién
del laboratorio y definicion de servicios, ii) Cualificacion del personal del
laboratorio embriologia, iii) Espacio fisico del laboratorio de embriologia y
disefio, iv) Equipamiento y protocolos, v) Seguridad del laboratorio y control de

infeccion, vi) Control de calidad, y vii) Legislacion y aspectos éticos.

RESULTADOS: Tras evaluar todas las guias respecto a los puntos indicados
anteriormente, se observa que varios de los aspectos analizados son comunes
tanto para un laboratorio de embriologia dedicado a FIV, como para el
laboratorio de embriologia dedicado a la derivacién de hESCs. Sin embargo,
hemos observado otros aspectos especificos de cada tipo de laboratorio.

Respecto a la organizacion del laboratorio y definicion de servicios es
importante que el laboratorio de embriologia esté contemplado en los criterios
de organizacion de un banco de células madre, asi como su interaccidon con el
resto de areas, tales como cultivo celular, biologia molecular, citometria de
flujo, microbiologia y control ambiental, citogenética y trazabilidad, entre otras.

El laboratorio de embriologia debe estar formado por personal
encargado de la trazabilidad y sistema de calidad, y un embriélogo que realiza
la derivacion de hESCs.

Respecto al espacio fisico estamos de acuerdo en que el laboratorio de
embriologia debe ser un area restringida con catalogacion de sala GMP
unicamente si va a ser utilizada para posible terapia celular. Dado que el
campo de las hESCs esta en su infancia, las investigaciones basicas sobre
desarrollo, mecanismos celulares y moleculares que regulan la pluripotencia,
etc., pueden realizarse en una zona aséptica sin necesidad de salas GMP.
Todo el equipamiento debe asegurar la reduccion del riesgo de contaminacién
del material biolégico, con sistema de alarma y monitorizacion de cada equipo,
la existencia de un sistema de provisidon de energia, asi como la necesidad de

tener protocolos actualizados de todas las técnicas. Debe existir seguridad en
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el laboratorio y un estricto control de infecciones, que van desde la vacunacién
del personal contra la hepatitis B hasta las medidas de contencion secundaria
(ropa adecuada, guantes libres de polvo, mascarillas, etc). También es
necesario que el laboratorio y resto del centro de investigacion esté acreditado

respecto a control de calidad interno y externo.

CONCLUSIONES: La figura de un embridlogo con conocimientos de
reproduccién asistida y manipulacion de gametos y embriones humanos, asi
como de un laboratorio de embriologia es aconsejable para derivar hESCs. El
laboratorio de embriologia tiene que estar en una estructura organizativa
dinamica respecto a la aplicacion de programas de calidad y bioseguridad para
obtener hESCs que permitan una trazabilidad posterior de los embriones

usados.

76



77



Cytotechnology (2006) 52:1-11
DOI 10.1007/510616-006-9031-6

REVIEW

Role of the embryology laboratory in the human embryonic
stem cell line derivation process

José Luis Cortés - Fernando Cobo - Angela Helen Barnie -
Purificacion Catalina - Carmen Cabrera - Ana Nieto © Rosa Montes -

Angel Concha

Received: 21 July 2006/ Accepted: 10 October 2006/ Published online: 25 November 2006

£ Springer Science+Business Media B.V. 2006

Abstract  With the introduction of regenerative
medicine and cell therapy programmes by means
of human embryonic stem cells (hESC), several
research centres have begun projects of deriva-
tion of hESC lines. In some stem cell banks, such
as the Andalusian Stem Cell Bank, the law also
permits the creation of these cell lines. Therefore,
the recovery of cryopreserved embryos, their
culture and the subsequent derivation to hESC
lines requires a suitable embryology laboratory
and specialized and highly qualified staff. More-
over, new techniques, from therapeutic nuclear
transfer, need this type of laboratory and staff,
too. Several International Associations have
drawn up some guidelines for laboratories where
embryos are manipulated and they reflect the
physical space, the staff and the equipment
needed in these kinds of laboratories. Neverthe-
less, we can see that these guidelines do not
distinguish between IVF laboratories and other
laboratories that obtain hESC lines, so it would
be convenient to make a distinction. Following
these guidelines, we have tried to draw up
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concurrent aspects applicable to areas of embry-
alogy within stem cell banks. So, the design and
the specific implementation programmes for these
areas and other research centres with this area but
which do not use IVF techniques is vital to
develop embryonic cell lines in optimum condi-
tions for future therapeutic applications, although
maybe it is rather premature to standardize this
type of research.

kKeywords Cleanrooms - Embryology
laboratory - Embryonic stem cell lines -
International guidelines - I'VF - Stem cell bank

Introduction

The transplant of cells of human origin is a sector
of medicine, which shows increasing opportuni-
ties for the treatment of diseases, some of which
until now have been incurable. Thus, with the
introduction of regenerative medicine and cell
therapy programmes using human stem cells, a
great number of research centres have attempted
the derivation of cell lines through the use of
human embryonic stem cells (hESCs) (Reubinoff
et al. 2000). Stem cell banks are the establishments
entrusted with assuring the quality, traceability and
safety of stem cell lines. This should be achieved
with close attention to the standardisation of
processes and the implementation of quality control
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programmes and methods, which reflect the best
current practices. Furthermore, in some stem
cell banks, such as ours, the law also permits
the creation of these cell lines (Spanish Law
142006 2006). Therefore, the recovery of cryop-
reserved embryos, their culture and the subse-
quent derivation to hESC lines (Cowan et al.
2004), requires a suitable embryology laboratory
or area, as well as specialized and highly
qualified staff. Furthermore, the derivation of
patient-specific hESC lines only for therapeutic
clinics, using the nuclear transfer technique,
should need this type of laboratory and a
specifically dedicated team. In this context, the
processes and procedures used to obtain hESC
lines, must adhere to a series of safety rules and
must follow strict work protocols (International
Standard Organization 1999; Department of
Health 2001; American Association of Tissue
Banks 2002).

Several International Associations have drawn
up some guidelines for laboratories where
embryos are manipulated, reflecting the physical
space, the staff and the equipment needed in
these kinds of laboratories. Nevertheless, after
the thorough analysis of these guidelines, we can
abserve that they do not distinguish between “in
vitro” fertilization (IVF) laboratories and other
embryology laboratories that obtain hESC lines
using research proposals or cell therapy, so, it
would be convenient to make a distinction, since
some of the techniques used are different, as are
the objectives. In this review, a comparative
analysis of the common contents established by
different guidelines has been carried out. Follow-
ing these guidelines, we have tried to draw up
both concurrent aspects which are applicable to
areas of embryology within stem cell banks in the
hope that it might serve as an example of good
practice guidelines for the research community in
these establishments in order to obtain cell lines
using cryopreserved and cloned human embryos.
There are some countries (United Kingdom,
Singapore, etc.), where the use of fresh embryos
in research is validated, entails embryos to be
cultured to the blastocyst stage in a routine
embryology laboratory and then handed over to
the stem cell unit. Even, stem cell research
centres of these countries would need an embry-
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ology laboratory to derive cloned embryos, which
will follow certain guidelines.

Guidelines and guidances used

To carry out this study we have analysed the
guidelines suggested by the following Interna-
tional Associations (Table 1) ESHRE 2000; CAP
2002; FSA 2002; ACE 2003; ASREM 2004; NAMSI
2005; NAP 2005.

The majority of guidelines studied, except
NAP, 2005, which assess all the aspects of the
embryology laboratories, belong to associations
dedicated to human assisted reproduction.

There are other guidelines related to hESCs,
such as those of the National Institute of Health
(NIH 2002), and the Indian Council of Medical
Research (ICMR-DBT 2006), but they have been
excluded from this assessment, because they donot
include bhasic aspects that deal with embryology.

On the other hand, we have assessed the
Eurcopean Union Tissue and Cell Directive
(200423 CE, 31st March) (Ewropean Union
2004, which establishes setting standards of
quality and safety for the donation, procurement,
testing, processing, preservation, storage, and
distribution of human tissues and cells in the
European Union countries.

Aspects assessed in the study and methodology

The majority of the guidelines studied (ESHRE
2000, CAP 2002; FSA 2002; ACE 2003; ASRM
2004; NAMSI 2005), except NAP 2005, show a
similar approach in the treatment of the different
sections analysed. For this study, the common and
discordant aspects of the different guidelines have
been assessed, but only concerning the aspects
related to the area of embryology.

The aspects analysed, which we consider to be
important, are the following (Table 2):

1. Organization of the laboratory and definition
of services.

Laboratory staff of an area of embryology.
Laboratory space and design.

Equipment and procedure manuals.
Laboratory safety and infection control.
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Table 1 Guidelines reviewed in this study

Research association

Abbreviation Guideline

Web page

Assisted reproduction technigues
European Society of Human ESHRE

Reproduction and

Embryvology

College of American CAP
Pathologist

The Fertility Society of FSA
Australia

Mational Academy of NAMSI
Medical Sciences of India

Association of Clinical ACE
Embryologists

American Society for ASREM
Reproductive Medicine

Stem cell research

Mational Institute of Health  MNIH

Mational Academies Press NAP

Indian Council of Medical ICMR-DBT

Giuidelines for good practice in IVF laboratories,
200K}

Laboratory Improvement, 2002

Reproductive Technology Accreditation Committee
(RTAC). Code of practice for centres using assisted
reproductive technology, 2002

Mational Guidelines for accreditation, supervision and
regulation of ART clinics in India, 2005

Accreditation Standards and Guidelines for IVF
Laboratories, 2003

Reviewed guidelines for human embryology
and andrology laboratories, 2004

Guidance for investigators and institutional review
boards regarding research involving human
embrvonic stem cells, perm cells, and stem
cell-derived test articles, 2002

Guidelines for Human Stem Cell Research, 2005

Guidelines for Stem Cell Research and Therapy, 2006

www eshre.com

WWW.CAp.Org

www fza.an.com’
rtac/

WWW L IC I mic.in

httpe/iace.ivinet!
ace/
WWW,ASTTLONE

wWww . nap.edu/
books

wWww . nap.edu/
hooks
WWW G IE . i in

Research

6. Quality control.
7. Legislative and ethical aspects.

It is obvious that some of the aspects analysed
are common to both embryology laboratories
dedicated to IVF, and those dedicated to deriving
hESC lines. However, there are others, which are
specific to each type of laboratory.

We have made a comparative assessment of the
above mentioned aspects, showing similarities and
differences, as others have done (Cohen et al
2004). Also, we have made some recommendations
for the embryology laboratories that derive hESC
lines in each section.

Finally, we have assessed separately the new
European Directive, analysing the impact of its
application in a stem cell bank, which derives
hESC lines.

Organization of the laboratory and definition
of services

MNone of the guidelines reviewed make reference
to the organization of these types of laboratories.

80

Perhaps, the ASRM 2004 is the most detailed as
far as the organization of embryology laboratories
is concerned, but it is focused exclusively on
activities with reproductive ends (e.g. sperm
preparation, insemination of oocytes, intracyto-
plasmic sperm injection [ICSI], embryo culture,
embryo transfer, etc.).

In our opinion, the area of embryology in
charge of deriving hESC lines from cryopreserved
and cloned human embryos, must be included in
the organization chart of stem cell banks or other
research centres, in such a way that it interacts
directly with the rest of the areas, such as those of
cell culture, microbiology and environmental
control, cytogenetics, traceability, etc.

Laboratory staff of an area of embryology

The different research associations recommend
the basic assignation of staff in these laboratories,
and the functions of each one of them in their
guidelines. The staff planning for an IVF labora-
tory is determined depending on the work volume
of each centre (ESHRE 2000, CAP 2002),
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Table 2 Comparative analysis of guidelines about embrvology laboratories focused to assisted reproduction technigues

ESHRE
200K}

CAP FSA ACE ASRM MNAMSI

20K12

20612 AN 2004 2005

Organization of the laboratory and definition
of services

Laboratory staff
Director

Laboratory supervisor
Embryologist
Technical staff

P

-

Laboratory space and design

Restricted access

Separated from other activities that could
interfere

“Wert area’”

Storage space and adeguate changing areas for
staff

-

Equipment and procedure manuals
Adeguate environmental level air filter
05 incubators with alarm systems
Biolopical safety cabinet (BSC)

Horizontal laminar flow cabinets
Mechanical pipetting devices

Temperature and pH devices to CO; incubators
Energy provision system

Microscopes and other types of instruments
Micromanipulation methods

Procedure manuals

Laboratory safety and infection control
Cneality control
Lepislative and ethical aspects

W M

E g

E b

L A

X

E oot
F I S P g
E O A
F I S P g

E
R
g

b A R
I A X

EE A
A I S

although, we can establish basic figures within the
laboratory organization chart:

- The Director is the person responsible for the
embryology laboratory. In the different guide-
lines, there is discussion about the degree and
experience in IVF laboratory management of
the director. All societies agree that the
director must dominate all the techniques that
concern this type of laboratory. He/She must
have proof of previous experience and provide
the rest of the staff with adequate training in
all aspects connected with assisted repro-
duction and embryonic manipulation. In stem
cell banks and other research centres with an
area of embryology in their organization chart,
the figure of the director could be replaced by
the managing director of the centre and he/she
could assume the aforementioned cited func-
tions, knowledge in stem cell culture and
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tissue banking, and the coordination of the
other areas. Furthermore, we think the direc-
tor should have experience in business man-
agement.

Laboratory supervisor: some societies (FSA
2002; ASRM 2004) have recommended this
figure, whose main mission would be the
coordination of all tasks carried out inside
this area. He/She must also participate in the
accreditation of training courses related with
the speciality and he/she must possess dem-
onstrated experience in embryonic manipu-
lation techniques. In centres that obtain
hESC lines like the Andalusian Stem Cell
Bank, this figure is replaced, and his tasks
shared, by the person responsible for trace-
ability, the quality assurance manager, or by
the embryologist himself, who finally will be
responsible for planning the work in this area
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and the supervision of the laboratory techni-
cians.

- Embryologist: All societies agree that this
person would be responsible for doing all
embryology laboratory planning. There is
discussion about the graduate level of this
figure, but we think that the embryologist
must have a superior level degree in bio-
medical sciences and experience in mamma-
lian embryology and “in vitro™ culture
techniques. Recently, two European Embry-
ology Societies have suggested the recogni-
tion of the embryologist within the
reproductive field (AGRBM 2005; Castilla
et al 2006). These societies, one German and,
the other Spanish, respectively, do not take
into account that there could be embryolo-
gists who are not involved in reproduction.
This person will be responsible for deriving
cell lines using human cryopreserved or
cloned embryos.

- Technical staff: We consider that the presence
of those who assist the embryologist is essen-
tial. The ASREM 2004 suggests this figure, but
only for satellite facilities. His'Her work would
be support for the embryologist, as well as the
person who would control supplies and provi-
sions, culture media, etc. In time, the labora-
tory technician could train or specialize in
some of the techniques related to the deriva-
tion of cell lines, always under the supervision
of the embryologist who is responsible for the
laboratory.

Laboratory space and design

All guidelines studied, related to human repro-
duction (ESHRE 2000 CAP 2002; FSA 2002;
NAMSI 2005; ACE 2003; ASRM 2004) coincide
in pointing out the importance that the laboratory
should have restricted access and be situated in a
place where people and materials do not often
circulate and which is separated from other
activities that could interfere. Furthermore, all
guidelines assessed show the need for a separate
office space provided for record keeping, data
entry, and related administrative functions. Also,
a general “wet area” (i.e., medium preparation,
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equipment, sterilization, etc.) is necessary. It is
also necessary to count on storage space and
adequate changing areas for staff, too. All these
places could be common for the rest of the
research areas, not only specific for the area of
embryology. In our opinion, the most important
matter is the design of the rooms where the
derivation of hESC lines is carried out. Each
laboratory has an inherent special feature in the
structure of the centre where it is located,
therefore, we consider vital that the manipulation
and derivation of hESC lines be carried out in
cleanrooms. These installations possess some
special characteristics which are ideal for this
type of procedure; rooms with air filtration using
high efficiency particulate air (HEPA)) filters that
provide a specific positive pressure within the
rooms and, which with a management system
monitor, the number of environment particulates,
the pressure, the humidity and the light intensity,
etc. The work in these types of installations will
minimize, without doubt, the cell line contamina-
tion risks, so, we can obtain sterile cell products
with sufficient quality for human transplants
(Pharmaceutical Inspection Co-operation Scheme
2002).

Equipment and procedure manuals

According to the guidelines studied, the societies
understand that the sterile conditions in the
embryology laboratory are an essential measure
to reduce the risk of contamination of biological
material, either by the presence of infectious
biological particles or volatile organic substances.
Therefore, an adequate environmental level air
filter and an optimal feature of all instruments
within the rooms, was specifically considered at
first in the EU regulations, but this request has
been eliminated from the Directive Annexes
(European Union 2004).

All guidelines consulted establish that the CO»
incubators must possess alarm systems, as well as
CO: and external air gauges to carry out an
exhaustive follow up of these parameters in the
incubator.

As regards the type of biological safety cabinet
(BSC) recommended in these laboratories, only
the ESHRE 2000 advises the use of BSC, whereas
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other societies, like NAMSI 2005, advise the use of
horizontal laminar flow cabinets with a thermo-
statically controlled heating plate.

The majority of guidelines recommend the use
of mechanical pipetting devices, advising against
mouth pipetting. The temperature control is a
constant in the embryology laboratory, thus, all
guidelines consulted recommend the use of
devices to maintain the temperature and pH of
the CO; incubators and control systems of the
machines (microscopes, slide warmers, heating
block, isolator, ete.).

The existence of an energy provision system,
when there is an emergency or electric main fault,
is a matter which societies like ESHRE 2000, CAP
2002, NAMSI 2005 and ACE 2003 recommend in
their guidelines to minimize the energy fault risks.

The need for microscopes and other types of
instruments in the embryology laboratory is
understood by all research societies.

With respect to procedure manuals, all socie-
ties greatly emphasize this section, showing that
all procedures should be reflected in written
protocols. In this way, they advise the creation
of a code of procedures and good practices.

In our centre, the embryology laboratory is
where the derivation of hESC lines is carried out,
using cryopreserved embryos as well as nuclear
transfer techniques. It has, of course, modern
technical equipment and, due to its special
features, has to fulfil the essential requirements
described below.

[t is important to point out that the work in our
embryology laboratory is carried out in extreme
aseptic conditions. The environmental air is fil-
tered with F, G and HEPA filters, which can trap
dust particles and environmental contamination.
The existence of positive pressure in cleanrooms
contributes to reducing the risk of contamination
of the manipulated embryos (Pharmaceutical
Inspection Co-operation Scheme 2002). The hu-
man embryo handling must be done, from our
point of view, in BSC, which contributes hugely to
reducing the contamination possibilities. Also, the
lighting conditions of the cleanrooms, when the
embryos are outside the incubator, must be
adequate (Noda et al. 1994),

Another measure to minimize the possibility of
the embryonic contamination greatly would be the
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use of disposable materials, although this depends
on the economic possibilities of each laboratory.
Furthermore, our Centre works according to the
Guide to Good Manufacturing Practice (GMP),
which provides supplementary guidance on the
application of the principles and guidelines of
GMP to sterile medicinal products (EC Guide to
Good Manufacturing Practice 2003; Sharp 2005).

To carry out the derivation of hESC lines, a
very specific technique and equipment infrastruc-
ture is necessary. The development of microma-
nipulation methods and their connection to
coupling in inverted microscopes have been
determinant to be able to derive hESC lines from
embryos, above all in nuclear transfer techniques.
Also, laser technology is used for assisted hatch-
ing. This technique consists of making the embry-
onic membrane weaker to make the exit of the
future blastocyst easier and so favour the deriva-
tion {(Antinori et al. 1996). Some groups suggest
the use of laser as a new mechanical method of
derivation of hESC lines, destroying the tropho-
blast and isolating the inner cell mass (ICM)
(Tanaka et al. 2006).

Laboratory safety and infection control

All guidelines reviewed make reference to the
need for exhaustive laboratory safety and infec-
tious risk control in addition to the installations
and the staff. The ESHRE 2000 points out that all
techniques carried out in an embryology labora-
tory include the biological material handling, and
this means a potential danger of transmission of
illness to the laboratory staff. So, the vaccination
of the staff against hepatitis B is suggested. On
the other hand, a screening of the couples who
donate embryos should be carried out to rule out
the presence of transmissible infectious agents.
Other kinds of protective measures may be
necessary like some secondary contention
elements (laboratory clothing, non-powdered
eloves, masks, etc.) (ESHRE 200(1).

The procedures and safety policy in the labo-
ratory must include the whole staff and must be
reviewed annually by the laboratory director. The
protocols must include precautions with respect
to fire and electric problems, for example internal
and external disasters (FSA 2002; ASRM 2004).
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With respect to this, it is important to create and
develop a biosafety manual according to the
Workplace Occupational Health, Safety and
Environmental Guidelines (FSA 2002: Cobo
et al. 2006a, b).

Owr bank has drawn up general safety guidances
in stem cell bank installations. In them, we have
identified the main risks in these types of installa-
tions and we offer some indications and safety
answers which should be applied in the area of
embryology {Cobo et al. 2006a, b), for hESC lines
derived for research purposes as well as those
derived for possible future therapeutic applications.

On the other hand, the introduction of a
microbiology and environmental control pro-
egramme is necessary with both a section dedicated
to overall gquality control and ako infectious risk
and safety control measures (Cobo et al. 2003,
2006a, b).

Obviously, many human and animal pathogens,
which can be isolated in cell cultures suppose a
risk for the cell lines, staff, as well as the patients
who receive the cells. Any microbiclogical con-
tamination of the material donated {e.g., embryos,
bone marrow) or introduced during the derivation
process could have a multiplication potential and
could be a serious danger for the recipients.

It is good practice to apply a routine particle
monitoring using a continued monitoring system
{e.z., Particle Measuring System) in this type of
laboratory (Cobo et al. 20064, b), in order to reduce
risk of introduction of pathogen microorganisms
into the cell cultures.

Chuality control

Some guidelines (ESHRE 2000; CAP 2002; FSA
2002; ACE 2003; ASRM 2004) point out the need
to devise a procedure manual, which has to be
known by the whole staff and reviewed annually.
It should deal with important aspects including
the equipment calibration, corrective action doc-
umentation, infection and contamination control,
adverse event register, safety copies of all com-
puterized documents and an emergency
monitoring such as alarm control of the machines
(FSA 2002; ASEM 2004). ESHRE 2000 suggests
quality control based on the assessment of the
results.
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The Andalusian Stem Cell Bank has imple-
mented a Quality Management System to obtain
the certification and later the accreditation
according to IS0 9001:2000 and ISO 17025:2005.
So, the Bank is working on its general and specific
procedures and processes, standard operational
procedures, forms and registers all included in a
data base and to be followed in order to assure the
quality of the product/service we intend to offer.

Legislative and ethical aspects

Since each puideline is produced in a different
place of the world, not much reference is made to
these legislative and ethical aspects because the
legislation is different depending on the geo-
graphic location. However, all guidelines make
reference to the necessary requirements to obtain
the accreditation. The most significant of them is
the need to draw up an informed consent of the
donor couples whenever something about the
donated biological material is to be decided. The
majority of the guidelines also make reference to
the creation of a committee which, recurrently,
should treat possible improvements on a legisla-
tive and ethical level.

In Spain, currently, the Law 14/2006, May 26th,
about Assisted Reproduction Techniques deals
with the legal order on health care and research,
above all in regenerative medicine (e.g., stem cell
research, somatic cell nuclear transfer, etc).

Andalusia has been pioneer in this type of
research regulation. The Andalusian Parliament
passed the Law 7/2003, on October 20th 2003, with
the regulation for research using human embryos,
non-viable for IVF, which have been stored in
liquid nitrogen for more than 5 years. Furthermore,
a Spanish Royal Decree (2132/2004) with the
establishment of the requirements and procedures
to seek the development of research projects with
stem cells obtained using spare embryos was
published on October 29th 2004,

At a Furopean level, a directive which estab-
lishes setting standards of quality and safety for
the donation, procurement, testing, processing,
preservation, storage, and distribution of human
tissues and cells has recently been published. This
is the previously aforementioned Directive 2004/
23/CE, March 31st 2004 {European Union 2004,
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and we comment its significance in the last point
of this review.

NAP 2005, as previously indicated, is focused
on the hESC research. Therefore, its legislative
and ethical recommendations are more significant
because they are focused on the procurement of
gametes, blastocysts or cells for hESC generation,
and derivation of hESC lines. Furthermore,
it includes a section on the banking and distribu-
tion of these cell lines, the medical and
pharmaceutical application, and the international
collaboration that this type of research requires.
Finally, they also make a proposal to establish the
“Institutional Embryonic Stem Cell Research
Crversight Committee™.

Assessment ol the new European directive

On March 31st 2004, the Furopean Parliament
issued Directive 2004/23/EC, which was published
in the Official Journal of the European Union on
April 7th 2004 (European Union 2004). This
Directive arose with the intention to unify the
diversity of standards across European countries
that regulate the extensive exportation/importa-
tion of certain tissues, the need to increase both
availability of donated tissues and the effective
use of those tissues available, and to avoid errors
arising from the multiple coding and classification
systems in use across Europe. It applies to all
human tissues and cells, including adult and
embryonic stem cells, but excludes blood and
blood products as well as human organs. It is
interesting that the European Directive is the
most suitable for the needs of an embryology
laboratory, which derives hESC lines. Further-
more, Mortimer (20035) has criticized the direc-
tive, because it tries to include in the same
normative both embryology laboratories of repro-
duction centres and tissue banks and research
centres which derive cell lines or research with
them. In this sense, he suggests that stem cells
need more care than reproductive cells, and also
suggests that some aspects indicated in the direc-
tive are difficult to carry out in an embryology
laboratory dedicated to reproduction, but which
are not difficult to carry out in an embryology
laboratory which derives hESC lines. Some of the
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aspects which make these types of laboratories
different would be the need for a cleanroom or
not, the sample procurement methods, handling
and processing of samples, packaging, labelling
and storage, traceability, the different methods
used in each laboratory, as well as the different
factors, such as intrinsic and extrinsic factors
which affect both types of laboratory (e.g., culture
media, temperature, culture gas/atmosphere, air
quality, embryonic stress during the culture, etc.).
Therefore, from our centre we also consider that
a distinction should be made between both.

Recently, the Official Journal of the European
Union has published the Commission Directive
2006/17EC, of February 8th 2006, implementing
Directive 2004/23/EC of the European Parlia-
ment and of the Council as regards certain
technical requirements for the donation, procure-
ment and testing of human tissues and cells.

Therefore, the Directive considers the need to
guarantee the safety of all types of handling and
research. May 2007 is the final date for EU
countries to draw up this Directive.

Conclusions

So far, the embryology laboratory has focused its
activity on I'VF techniques. Nevertheless, after the
discovery of embryonic stem cells and their con-
tribution to the damaged tissue regeneration,
there are numerous research centres and tissue
banks which have introduced hESC lines
programmes using cryopreserved embryos, so, a
new dimension and new perspectives are provided
to the embryology laboratory. In some countries,
like Spain, the legislation permits the creation of
hESC lines using spare cryopreserved embryos
from IVF cycles, or cloned embryos using the
nuclear transfer technique, only for a therapeutic
use. This work is preferentially being done in
research laboratories, but also can be done in cell
banks, like the Andalusian Stem Cell Bank. In
other countries, like the United Kingdom, the
legislation permits the use of fresh embryos. Butin
others, the legislation has banned the use of
embryos to derive hESC lines {e.g., [taly).

The derivation of hESC lines and the viability
maintenance requires meticulous techniques and
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aseptic processes (Fig. 1). This is critical in the
derivation of hESC lines due to the limited
number of available embryos and the still low
efficiency success rate observed to date (Hoffman
et al. 2005).

The hESC are obtained in the ICM of the
blastocysts. This ICM is separated and isolated
from the trophecthoderm using immunosurgery
(Solter et al. 1975), with mechanical processes
{Bongso et al. 1994), with direct culture of the
blastocysts (Kim et al. 2005) or with laser tech-
niques (Tanaka et al. 2006). These cells are
seeded on an inactive fibroblastic feeder layer
(Richards et al. 2003), over an extracellular
matrix (Matrigel™) (Xu et al. 2001) or over a
matrix that includes protein components solely

from human material (Ludwig et al. 2006). In this
process, the colonies, which are set up with
indifferentiated morphology are selected and
subcultured in order to obtain phenotypically
and genotypically stable cell lines which are free
of contamination.

I'n our opinion, the figure of the embryologist is
necessary to derive hESC lines. Also, facilities or
installations such as those described this
manuscript are required. The embryology labo-
ratory must be in a dynamic organization struc-
ture based on the application of both quality and
biosafety assurance programmes in order to
obtain hESC lines for a future human transplan-
tation.

This work should be carried out in a specific
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processes and embryo culture until blastocyst.
This technique is very similar to an IVF labora-
tory technique, but there are differences as
regards the final destination of the embryos.
However, this manipulation should be done, in
our opinion, in cleanrooms procuring aseptic
manipulation techniques and working with a good
environmental monitorization system to reduce
the risk of contamination.

The fast development of regenerative medicine
makes the interpretation and harmony of inter-
national guidelines necessary to assure that these
new procedures and therapies are greatly ac-
cepted for clinical use in humans. This would also
involve the procurement process of hESC lines
which must be developed in a specific cell
procurement programme from this origin; this,
will be tough, dynamic and cost effective. The
processing of hESC lines will be mainly devel-
oped based on the characteristics of each centre,
but can take into account the general principles
reviewed here. The design and the specific
implementation programmes for the area of
embryology within stem cell banks and other
research centres with this area but which do not
use IVF techniques is vital to develop embryonic
cell lines in optimum conditions for future
therapeutic applications.
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IV.2.- Spanish Stem Cell Bank interviews examine the interest of couples
in donating surplus human IVF embryos for stem cell research. JL Cortes,
G Antifolo, L Martinez, F Cobo, A Barnie, A Zapata, P Menendez. Cell Stem
Cell, 2007. 1:17-20

INTRODUCCION: Las hESCs han abierto una via de investigacion en medicina
regenerativa a través de la obtencion de células maduras y funcionales
derivadas de las hESCs. Estas hESCs son obtenidas a partir de la ICM de
embriones humanos en estadio de blastocisto. En Espafa, la estimacién es
que en 2003 habia unos 100.000 embriones congelados en clinicas de
reproducciéon nacionales. Buscando un destino final a estos embriones, la
legislacién espafiola ha establecido cuatro posibilidades a decidir por la pareja
progenitora tras consentimiento informado. Las cuatro posibilidades son: i)
Crioconservacion hasta su uso por parte de la pareja, ii) Donacion a otras
parejas con fines reproductivos, iii) Donacion a la investigacion dentro de un
proyecto concreto aprobado por las autoridades competentes, iv)
Descongelacion sin ningun fin. Nuestro banco de células madre ha sido
autorizado por el Instituto de Salud Carlos Ill para derivar nuevas hESCs a

partir de embriones congelados.

OBJETIVO: El objetivo de este estudio fue investigar el interés de las parejas

andaluzas respecto a la donacion de sus embriones sobrantes a investigacion.

MATERIAL Y METODOS: Hemos llevado a cabo un analisis extensivo a través
de esta entrevista personal a 97 parejas, las cuales fueron preguntadas acerca
del destino final deseado para sus embriones sobrantes del ciclo de FIV al que
fueron sometidas. Las entrevistas las realizaron un embridlogo y un asesor
juridico, y fueron supervisadas por el responsable de la Unidad de
Reproduccion. La entrevista incluyé un breve resumen del ciclo de FIV,
explicacion de las cuatro posibilidades, haciendo hincapié en la tercera opcion,
donde se explicdé el proyecto de investigacion concreto al que irian los
embriones donados para tal fin, si este fuese el deseo de la pareja. Finalmente,

la pareja firmd el consentimiento informado.
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RESULTADOS: Nuestros resultados vienen expuestos en la Tabla 3:

Tabla 3: Resultados acerca de la decisién tomada por las parejas entrevistadas respecto a sus

embriones crioconservados.

N° de parejas entrevistadas HOSPITAL 1 (n=22)
N° embriones disponibles (E=96)
A B C D
Destino de los embriones
donados por la pareja (n=10)45% (n=1)5% (n=11)50% (n=0)0%
(E=52)54% (E=2)2% (E=42)44% (E=0)0%
N° de parejas entrevistadas HOSPITAL 2 (n=75)
N° embriones disponibles (E=332)
A B C D

Destino de los embriones
donados por la pareja (n=32)43% (n=7)9% (n=35)47% (n=1)1%
(E=140)42% | (E=40)12% | (E=150)45% (E=2)1%

n.- Niumero de parejas

E.- NUmero de embriones

A.- Crioconservacién hasta su uso por parte de la pareja

B.- Donacién a otras parejas con fines reproductivos

C.- Donacion a la investigacion dentro de un proyecto concreto

D.- Descongelacion sin ningun fin

Segun los resultados podemos observar como en los dos hospitales la
gran mayoria de las parejas optaron por las opciones de seguir manteniendo
sus embriones congelados y la de donarlos a investigacion (44% y 48%,
repsectivamente). Evaluando el porcentaje restante se observa como, sin
embargo, el numero de parejas que optaron por la donacion a otras parejas
con fines reproductivos y la descongelacién sin ningun fin fueron un numero
muy reducido (7% y <1%, respectivamente).

Estos resultados contrastan con los obtenidos por una Asociacion
Americana (SART-RAND) donde solamente obtuvieron un 2,8% de parejas que

se decidieron por donar sus embriones a investigacion con hESCs.

CONCLUSIONES: Nosotros hemos encontrado que la realizacion de una
entrevista personal realizada por un embridlogo y un asesor juridico es
productiva para promover la buena voluntad de las parejas a donar los

embriones para la investigacion con células madre. La entrevista personal
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ayuda a las parejas a resolver las dudas legales y sirve para aliviar cualquier

incertidumbre relacionada con este tipo de investigacion.
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Human embryonic stem cells (hES
cells) were first derived in 1998 and
hold great promise for opening up
new avenues in regenarative medicine
through the generation of transplant-
able cells to be used in future call re-
placement therapies (Menendez et al,,
2006; Reubinoff et al., 2000; Thomson
et al., 19948), Howaver, thare is exten-
shve discussion about ethical aspects
of the use of hurman embryos for stem
cell research (Edwards, 2006, ESHRE
Taskforce on Ethics and Law, 2001,
2002, McLaren, 2001). Part of this dis-
cussion relates to intense public de-
bate about the ethics and implications
of in witro fartilization (MF) and its
assoclated procedures (Edwards and
Beard, 1997). In IWF treatmant oycles,
the number of embryos generated
usually exceads the number that can
be prudently transferrad to the future
mother, and these sumplus embryos
can potentially be used for stemn cell
resgarch. The 2003 SART-RAND study
estimated that at that time there wene
400,000 stored ambryos in 430 US
IVF clinics {Hoffman et al., 2003, Kalsear
Matwork, 2007). In Spain, the estimate
is that in 2003 there were 100,000
stored embryes in 203 Spanish IVF
clinics. In other countrias, the spacific
lagislative environmeant influences both
the numbers of stored embryos and
thelr potential availability for dona-
tion for stem cell research (see, for
examphe, Koeferl Pucrger et al, [2008]).

Despite being a very Catholic coun-
try, Spain currently represants a faidy
parmissive legal and ethical environ-
ment for the use of excess embryos
for hES cellresearch. Although IVF cy-
cles must not be planned specifically

for the generation of human embryos
to be used for stem cell research, cry-
opresarved embryes fewer than 14
days past fertilization may be used
for hES cell line derivation regardiess
of the length of time that they have
been kept frozen. Moreover, the Span-
ish government recently passed a bill
to permit therapeutic cloning and cel-
lular reprogramming. The only require-
ment for hES ceall line derivation and
use is that the procedures must be
linked to a specific research project.
Many countries, including Spain and
the UK, have set up stem cell banks
to provide researchers with hES cell
lines and facilitiate hES cell research.
Although UK and Swedish legislation
allow the use of fresh embryos, most
countries only permit donation of
spare cryopresened embryos for bio-
medical research, Importantly, while
ambryos are bacoming more accessi-
ble for physiclans and embryologists
wiho work within IVF units, access to
ambryos for basic researchers in
stem cell centers and academic insti-
tutions not directly linked to an IVF
clinic remains a major challenga.
Stemn cell banks such as ours nead
to derive new hES cell lines for bath in-
ternational distribution and for our own
hES cell research projects. To investi-
gate the interest of Spanish couples
in donating supernumerary Cryopre-
served ambryos for hES cell research,
wa have conducted interviews with
97 couples coverng two IVF units.
We conducted an extensive analysis
through personal interviews in which
couples wene asked tomake a decision
about the fate of embryos cryopre-
served for more than 3 years in public

IVF units not linked to the stam cell
bank. The interviews were carred out
by a senlor embryoclogist and a legal
advisor and were supervised by the
head of the IVF clinic. The law in
many countres doas not allow embryo
donation for the treatmaent of other in-
fertile couples (Bjuresten and Hovatta,
2003). Spanish law, however, like LS.
legislation, does pamit this altemative
(Hoffman et al, 2003). Thus, currant
Spanish law obliged us to offer the
couples four options regarding the
fate of the surplus cryopresened
ambryos: (1) to keep the embryos cry-
opreserved for potential future repro-
ductive purposes, (2) to donate am-
brycs to other inferile couples for
reproductive purposes, (3) to donate
the embrycs to biomadical research
{including stem cell research), or (4)
to discard the embryos. The four pos-
sible embryo fates were explained in
detall to all the couples by the senior
embryclogist in an unblased manner
(Cortes et al., 2008). The interdew in-
cluded a brief summary of the couple's
IVF cyche, covering the oocyte acquisi-
tion date, the numbear of embryos ob-
tained, the number of embryos frozen,
and the number of biths, The legal sit-
uation and potential concems of tha
couples about donation for blomedical
research were addressed by the legal
advisor and the senlor ambryologist.
‘When the first option {to keep embryos
cryopreserved for potential future re-
productive purposes) was explained
to the couples, it was made clear that
the embryos could be frozen until the
end of the fartiity age of the woman,
which would be assessed by a
gynacologist. For the second option

Cell Stem Call 7, July 2007 2007 Elsevier Inc. 17

94



Cell Stem Cell

M f
lumber of couples W 27 W78
cryopresened embryo -
decision in two different E F
public [VF units |
Embryo donation B c D A B C D
fate based on (=100 45% {n=1) 5% [r=11) 50% [m=0) 0% (n=32) d3% {n=T) &% [n=35) 4T% =) 1%
couple decision  E=52 [#%) E=2{Z%) E=47 [£4%) E=D (0%) E=140 [42%) E=40{12%) E=150 [45%) E=2(1%)
(') (") " ')
EMBRYOQS AVAILABLE FOR
RESEARCH
n=46 (49%)
E=192 (45%)

Figure 1. Summary of the Choices Made by Interviewed Couples about the Fate of Supemumerary Cryopreserved Human

Embryos

Gouples from two dilerent Pulblic NF Puble Units (HUVR and HUWN) were intervewed aboutthe potental lake of their spare emibryos that had been
frozan for more than 3 years. In accordance with Spanishlegigation, the couples weme oliered tour oplions: (4] o Keep the embryos oryopresened lor
poential futume reproductive punposes, (B) to donate embryos to oher intertile couples lor reproductive purnposss, () to donate embryos toblomed-
Ical research (ncludng stem cell ressarch), or (D) to decard surplus embryos. The four possible embryo lates were explainad in detail to al the
couples by the senior embryologatand a legal advsor inan inbased manner. HUWN, Vingen de las Meves Hospita, Granada, Span; HUVRA, Wrgen
de Rocio Hospeta, Ssalle, Spaing n, numiper of counles vweth embryos cryopresanved for mom than 4 years. (B Number of cryopresanad human
embryos. "F vaus, (A versus (B), p < 0.00001; (B) versus (5, p < 0.00001.

{donation of embryos to other infertile
couples), it was made clear that this
donation would be for mproductive
ands and reguire renunclation of any
resulting pregnancy. With respect to
the third option donation of embryos
to msearch), the couples received
up-to-date information about research
projects being camied out in the field of
stem cell research, including the dari-
vation of hES cell lines and their possi-
ble future application in regenerative
medicine and cell therapy, develop-
mental biclogy, drug screening, dis-
gase modaling, and other arsas, One
stem cell research project was also ax-
plained in detall to accommodate the
Spanish legal requirernent that the do-
nation of embryos must be rlated to
a spacific research project. Following
theinterview, couples ware then asked
to read, understand, and sign an in-
formed consent form that, according
to the Spanish law, was anonymous,
confidential, voluntary, altruistic, and
revocable. The legal advisor was pres-
ant at all timas to ensure that the inter-

view was unbiased and allowed the
couples to go through the decision-
making process independantly.

Wea found that 49% of the inter-
viewead couples chose to donate their
ambryos for stem cell research, and
44% decided to keep them cryopre-
sarved. Only 7% chose to donate
tham to other infedile couples, and
less than 1% made the dacision to dis-
card tham (Figure 1), Importantly, sim-
ilarresults were obtained from couples
who underwent IVF cycles in IVF units
in two cities with differant social and
aconomic profiles (Figure 1). These re-
sults differ from a recent report from
a clinic in the U.S., which indicated
that 54% of treated couples asked to
have their embryos destroyed, 43%
dacided o donata tham to biomadical
research unrelated to stermn cells {al-
though denation for stem cell research
was not discussed), and 3% offered
them to other infertile couples (Kalser
Metesork, 2007). Furthenmaore, the mone
axtensive SART-RAND study carred
out in the LS. in 2003 (Hoffman &t al,,
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2003) found that only 2.8% of cryopre-
sarved embryos were designated for
stem cell research, which obvioushy
limits possible comversion inte hES
call lines (Hoffman et al., 2003).

It s worth emphasizing that, in our
study, half of the interviewsed couples
opted to donate their sumplus stored
embryos for stem cell research. Al-
though it should be stressed that the
aims and axacution of the two studies
ware cleardy vary different, our find-
ings do contrast sharply with thosede-
scribed inthe SART-RAND study pub-
lished in 2003. In cur view, ther are
a numnber of potential reasons for the
differances, and we have outlined
our parspactive on the most signiflcant
of thesa in a summary table (Tablke 1).
We consider the diffarences are likely
due to the following. (1) the SART-
RAND study's major am beng to
determine, using a questionnaire, the
number of embryes stored in IVF
clinics and the number of embryos tar-
geted for stermn cell research. By con-
trast, we almady knew in advance the
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Table 1. Potential Reasons for the Differences in the Ouicome of Embryo Donation for Stem Cell Research between
Qur Study and the Previously Published SART-RAND Study

Passible Reasons for the

Diffarances betwsan Studies Haoffman et al. (2003) Prasant Study

Parcant of ambryos donated 2.8% 45%

to stam call ressarch

Aims of tha study (1) To detarmina the numbear of (1) To detarmine the parcentage of

Type of communication batwaan
tha IVF clinic and gueriad couplas

Stratagqy to reduce confusion about
athical and research issuas

Tima of contact with the couplas

ambryos stored in US IVF diinics

2) To determine prospactivaly the
parcantage of couples willing to
denate their ambryos for

stam call rassarch

Quasticnnaire sant to the couplas

Mot evaluated

Bafora or shortly aftar the IVF cyclas

couples wiling to donate thair ambryos
for stam call research basadon a
cohort of patiants with ambryos frozen
for mora than 3 years and knowing in
advance the pregnancy success rats

Parsonal intaryiew

Prasanca during tha intarview
procass of a senior ambryologist
and head of the IVF clinic

34 years after ambryo
eryoprasanaticn with known
pregnancy success rates
approaching 40%

number of embryos frozen for mone
than 3 years and the pregnancy suc-
coss rate, faciltating the interview pro-
cess, () The SART-RAND study was
conducted by sending a questionnaine
to clinics but did not invalve an inter-
wiew. We instead underdook a time-
consuming process in which wa con-
ducted formal interviews with all the
couples as described above. We found
that the interview process allowed us
to address the couples' concerns
about ethical and sclentific gquestions.
The interviews were conducted in an
unblasad manner, but this level of par-
sonal attention could be a parsuasive
factorin terms of donation to research.
(3) The SART-RAND survey included
couples at many different stages of
the WF process, including before or
just after the cycle, 50 it s likely that,
in this scenario, most couples of repro-
ductive age would chooseto keep their
embryos cryopresarved for potential
future use. In our study, however, 97
couples with embryes frozen for mone
than 3 years were interviewed. At this
stage, slightly mone than 35% of cou-
ples had bables, and in fact neardy
30% of them had twins, while only
a few had triplets. Cleary, such cir-

cumstances make the decision to do-
nate surplus embryos for research
more appealing. In fact, we suspect
that if a similar survey using an inter-
view process were carred out at this
time with U.S. couples who have em-
bryos preserved for 3 years or more,
the outcoms would be closer 1o ourre-
sults than the earler SART-RAND find-
ings. The likelihood of such an out-
come would be even greater if hES
cell derivation was supported by .S,
govemment funding. Furthemmore, al-
though donation of fresh embryos is
prohibited in many countries, a study
caried out in a Sweden, whara this
process s pemnitted, found that
a very high proportion (92%) of quered
couples chose to donate embryos that
warenot of sufficient quality forimplan-
tation or cryopresenation for research
purposes, including stem cell research,
rather than to have them destroyed
(Bjuresten and Hovatta, 2003). Thus, if
the legislative conditions change, it is
possible that discarded fresh embryos
could also bea significant source of ma-
tarialfor research.

To conclude, we have found that a
personal interview with a senior em-
bryologist and a legal advisor is pro-

ductive in asceraining the willingness
of couples to donate embryos for
stem cell research. The interview pro-
cess helps couples navigate the con-
fusing legal sitvation and can be used
to alleviate any concerns they have
about donation for research purposes.
We hope that our findings will promote
naw initiatives among other stem cell
researchers and experts in ethics and
stem cell counsaling to facilitiate prog-
ress in hES call research.
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IV.3.- Reproductive medicine embryologists meets hESC research: need
to adjust the regulatory framework to actual expectations about hESC
research and its potential detrimental consequences. JL Cortes, P
Menendez. Fertility & Sterility. 2008 (doi:10.1016/j.fertnstert.2008.05.041)

INTRODUCCION: El campo de la medicina reproductiva ha estado durante
largo tiempo con unos requisitos éticos minimos, debido a que la transferencia
del material embrionario es generalmente autéloga. Desde la primera
derivacion de hESC en 1998, este campo emergente de la medicina
regenerativa/terapia celular ha dependido principalmente de la medicina
reproductiva para su éxito. Existen numerosas parejas, 0 mujeres en su caso,
sometidas a ciclos de FIV que mantienen sus embriones crioconservados en
centros de reproduccion y que desean donarlos a la investigacién con células
madre.

En marzo del 2004, el Parlamento Europeo promulgé la Directiva
2004/23/CE del Parlamento Europeo y del Consejo de 31 de marzo de 2004
relativa al establecimiento de normas de calidad y de seguridad para la
donacion, la obtencion, la evaluacion, el procesamiento, la conservacion, el
almacenamiento y la distribucidén de células y tejidos humanos. Desde el primer
momento no ha habido consenso sobre la conveniencia o no de construir salas
GMP en todos los laboratorios donde se distribuyan y manipulen células y
tejidos humanos, debido a que dentro de esta Directiva estarian incluidos las
clinicas de reproduccion, los biobancos, y finalmente los centros de
investigacion basica. Numerosos expertos en reproduccion han expresado sus
quejas respecto a la necesidad de establecer criterios estrictos de calidad del
aire en los centros de reproduccion. Estas quejas han dado lugar a que en la
Directiva 2006/17/CE de la Comisién, de 8 de febrero de 2006, por la que se
aplica la Directiva 2004/23/CE del Parlamento Europeo y del Consejo en lo
relativo a determinados requisitos técnicos para la donacion, la obtencion y la
evaluacion de células y tejidos humanos, no se contemple nada acerca de los
criterios de calidad del aire.

Algunos paises como el Reino Unido y Espana disponen de bancos de
células madre para derivar, almacenar, caracterizar y distribuir hESCs dentro

de condiciones GMP para futuras aplicaciones clinicas. Estos bancos vy
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laboratorios donde se derivan hESCs estan contratando embridélogos con
amplia experiencia en reproduccion asistida. Mientras que el embridlogo
asistencial satisface sus expectativas de maniobrabilidad cumpliendo todos los
puntos de esta Directiva, al embridlogo investigador, perteneciente a un centro
encargado de la derivacion de hESCs, la Directiva le crea un grado de
confusion, después de la gran inversion que hay que realizar en la puesta a
punto de salas GMP en las instalaciones. En nuestra experiencia, los
embridlogos asistenciales con amplia experiencia en reproduccion asistida y
que se estan iniciando en la investigacion con hESC han necesitado un periodo
de adaptacién en el aspecto legislativo, con riesgo incluso de perder su
motivacion cientifica al enfrentarse a grandes restricciones legales al dedicarse

a su nuevo trabajo.

OBJETIVO: Desde el Banco Andaluz de Células Madre quisimos establecer
unas propuestas que nos permitan distinguir entre la medicina reproductiva, la
investigacion basica en hESC, y la investigacion con hESC orientada al futuro
uso terapéutico. Estas propuestas han sido aceptadas por la Asociacion

Americana de Medicina Reproductiva (ASRM).

RESULTADOS:

Tabla 4: Propuestas sobre un marco regulador que diferencie entre la medicina reproductiva, la

investigacion basica con hESCs, y la investigacion con hESCs para aplicacion terapéutica.

OBJETIVO DE CENTROS NIVEL DE
DISCIPLINA LA | DONDESE OBJETVO | REGULACION
INVESTIGACION REALIZA LEGAL
. . Clinicas de FIV . Como esta
Medicina FIV ublicas Transferencia requlado
reproductiva put y autdloga 9
privadas actualmente
s C Investigacion
Invg s_tlgac|on Adqws_lcpn i Laboratorio basica. Sin Apenas
basica con conocimiento B licacis I
hESC basico académico aplicacion en regulado
humanos
Investigacion Hospital/
con hESC Optimizacion de Universidad/ .
: o Transplante Regulacién
para futuro futuras terapias Compaiiia alogénico muv estricta
uso celulares biotecnolégica 9 y
terapéutico privada
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CONCLUSIONES: En nuestra opinion, debe existir un periodo de adaptaciéon
en aquellos embridlogos expertos en reproduccion que ahora estan envueltos
en investigacion con hESCs. En esta adaptacion, estos embridlogos deben
comportarse como auténticos manipuladores de tejido destinado a ser
transplantado, y este hecho es el que conlleva que operen segun unas reglas
legales mas estrictas. Sin embargo, aunque deben existir unas minimas reglas
para la investigacion basica con hESCs, no deben ser tan estrictas en este
campo, ya que harian el proceso mas lento y dificultoso, ademas de provocar
que muchos laboratorios no puedan realizar este tipo de estudios, al no poder

hacerse cargo de la inversién que exige la Directiva.
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by American Society for Reproductive Medicine. )

Human embryonic stem cells (hESCs) are derived from
the inper cell mass of surplus human embryos from IVF
cycles (1) They are characterized by a unigue potential to
differentiate into any human tissue and an unlimited prolif
erative capacity, holding the promise to become an unprec

edented future cell replacement strategy for degenerative
disorders (1),

Reproductive medicine has long had the reputation of
being an “ethics-free zone™ because the transfer of embry
onic tissue is generally autologous. Since the first derivation
of hESC linesin 1998 (1), the emerging field of cell therapy
relies on the field of reproductive medicine to evolve.
Numerous couples (2) who maintain their cryopreserved
embryos in IVF centers are willing to donate these spare
embryos to biomedical research (2, 3). Moreover, IVF
clinics are willing to give away these thousands of frozen
spare embryos to save time, space, and resources (2). Ac
cordingly, the use of spare cryopreserved embryos from
IVF cycles for hESC line derivation, research, and potential
cell therapiesis becoming ahot area in biomedical research.

From a regulatory framework standpoint, it is instrumen
tal to implement intemational consensus standards to regu
late the manipulation of human embryonic tissue in the
context of [1] reproductive medicine and [2] therapeutic
vs, hasic hESC research (4).
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Reproductive medicine meets human embryonic stem
cell (hESC) research: the need to adjust the
regulatory framework to actual expectations and
potential detrimental consequences of hESC research

Human embryvonic stem czll (hESC-based cell therapy depends on access o surplus embryvos from IVF cveles
and collaborati ve interactions between biomedical resesrchers and reproductive medicine professionals. Tt is
becoming instrumental o achieve an international consensus about the standards that should regulate the
manipulation of human embryonic tissue in two distinct settings: reproductive medicine and embrvonic
stemcell research. Within hESC research, the regulatory framework needs to be adjusted according to the actual
expectations and potential detrimental consequences of hRESC research, (Fertil Steril® 2006, Il : M -H. ©2008

In 2004 the European Parliament issued Directive 2004/
23/EC (5). The purpose of the European Union (EU) Direc
tive was twofold: to protect patients from receiving tissues
for transplantation and to harmonize standards throughout
the EU. This EU Directive was necessary owing to the var
ety of standards across Europe, the extensive export/fimport
of certain tissues, and the need to inerease the availability of
donated tissues and avoid mistakes arising from different
sample-coding  systems  across Europe. The Directive
applies to most human tissues and cells, including reproduc
tive cells, fetal tissues, and ESCs (5, 6). The guality stan
dards in this EU Directive were relatively high, with
grade Aair quality being required in the IVE units and tissue
banks. There is a view that IVF is practiced under subopti
mal conditions, suggesting the necessity of enhancing
quality regarding embryo manipulation by setting up good
laboratory practices and guality air systems, such as good
manufacturing practice (GMP) facilities, w reduce potential
tissue contamination and improve pregnancy SUCcess rales.
We believe that this is a bit visionary because contamination
of human embryos in the IVF laboratory is basically
negligible.

This EU Directive covers not only IVE clinics but also
sterm cell banks. In fact, the United Kingdom, Sweden,
Spain, and the United States have recently set up stem
cell banks to characterize, store, distribute, and derive
hESC lines in GMP facilities for future clinical applica
tions (2, 3, 7). The recovery of cryopreserved embryos,
culture up to the blastocyst stage, and dervation to
hESC lines is not trivial and requires the presence of a fully
equipped embryology laboratory and a staff that is well
trained in basic and applied embryology (7). Thus, world
wide stem cell banks and laboratories involved in hESC
derivation and embryo manipulation are recruiting embry
ologists with expertise in IVF clinics to undertake such
labor (2, 7).

0015-0282/08/334.00
doi:10.1016/].fertnstert 2008.05.041

Fertility and Sterility™ Vol. W, No. W, W 2008
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In our experience, INF embryologists with extensive ex
perience in assisted reproduction who are switching their
career focus to hESC research go through a legislative ad
aptation period. Unfortunately, IVF embryologists who are
accustomed o working under a clinical environment lose
their scientific motivation regarding hESC biology and
cell therapy and are concemed abow what they claim to
be an extremely stict legislative framework to operate
and carry out their work. Briefly, the clinical embryologists
claim that they have been performing assisted reproduction
without GMP facilities and with less-demanding regula
tions, while still being successful in the IVF procedure
and the bhirth of healthy newboms. They consider that be
cause of ethical gaps and regulatory inconsistencies, regu
lation of hESC research is often much more strict than for
clinical reproductive medicine, possibly owing to political
pressure.

The EU Directive 2004/2%EC has also been assessed by
professionals involved in assisted reproduction owing to its
highly demanding proposals and standards and because of
several aspects related to the feasibility, effectiveness, and
probable adverse impact of applying all the suggested
laboratory  practices in assisted reproductive units (6).
Although IVFclinics may have practiced assisted reproduc
tion under suboptimal conditions without apparent detri
ment, the use of embryonic tissue material in IVF clinics
is usually autologous, and tissue transfers are often consid
ered medical procedures. Because the recipient is receiving
autologous material, the risk, if any, is being limited to that
individual. unless sperm. cocytes, or embryos are donated
to other infertile couples (Table 1) (8). These criticisms
are in part pragmatic from a financial and political point
of view. If these regulations were applied consistently
many IVF units would cease to practice, being unable to
meet all the strict requirements because the IVF cyeles
would be far more expensive. This scenario implies that
many couples could not afford the treatment and would

choose o undergo IVF processes in public hospitals in
countries with a free public health system, substantially
increasing the waiting lists.

On the basis of the previous criticisms by IVF profes
sionals (6), the EU amended the EU 2004/23/EC Directive
by publishing the Commission Directive 2006/ 1 7/CE (9). In
the Commission Directive 2006/17/CE the requirements
and standards proposed are less stringent; there is, for in
stance, no longer a need to work under GMP conditions,

Our personal perspective, as stem cell researchers and
clinicians, is that regardless of reproductive medicine, a
different position should be adopted when dealing with
stern cells derived from surplus human embryos (Table
Iy, Human ESCs are becoming a key biologic ool for
potential cell replacement therapies but also for basic re
search, such as in human embryology, discase modeling,
drug sereening, and cancer research (1, 10). The European
Directive does not cover biomedical research with human
tissues and cells when used for applications that differ
from potential clinical use in humans, such as basic re
search aimed at understanding mechanisms underlying
stem cell pluripotency, stem cell-based drug screening
studies, and the development of disease models. There is
therefore an urgent need to establish oversight commitees
that should actively participate in developing responsive
policies. Regardless of the standards regulating I'VF proce
dures, a regulatory oversight scheme and imtemational con
sensus standards should be set up for the emerging hESC
field according to the endpoint use of the human embry
onic tissue (Table 1). The lessons of amendingfupdating
the ELI Directive on the basis of eriticisms from reproduc
tive medicine and biomedical research  professionals
should be hamessed worldwide by policy makers (e.g.
in the United States and Asia) to avoid policy inconsis
tencies and ethical gaps, which eventually lead to confu
sion and scientific delays.

TABLE 1

Proposal of a potential regulatory framework that distinguishes among reproductive medicine, basic
hESC research, and clinically oriented hESC research.

Discipline Research aim Premises/centers Endpoint use Expected policy
Reproductive IVF Public and private Autologous As it is
medicine IVF clinics transfer
hESC research Gain basic Academic Basic research. No Barely regulated
knowledge laboratory use in humans
hESC research Optimizing cell Hospital/ Allogeneic Very strict
therapies university/ transplant regulation
private
biotechnology
company

Cones. Reproductive medicine meets hESC research. Feral Steril 2005,
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For hESC research performed under the consideration of
potential allogeneic clinical cell replacement therapies
(clinical trials using hESC derivatives are being announced
by biotechnology companies), the risk is for thousands of
individuals who may be harnessing the potential clinical
use of the hESC derivatives (8). indicating that safety and
quality must be ensured before this treatment can truly ben
efit patients { Table 1), In fact, there are some issues (donor
sereening or assurance that basic research and clinical
treatment never share the same premises) that should be
prospectively analyzed before confirming whether the reg
ulations can be applied to reproductive medicine, hESC
research, or bath. Although the number of hESCs has in
creased considerably in the past years, few have been fully
characterized, and many hurdles still need to be overcome
to ensure safety and efficacy (8 10, 11); this will require
further substantial investment and research. Stem cells
have not yet been grown in the conditions that would be
expected for any pharmmaceutical product destined for use
in humans. Even the embryos from which hESCs could
be derived are still maintained in vitro in suboptimal culture
conditions. The premature use of cell therapy could put
many patients at fsk of viral or prion diseases unless sys
tems are in place for the appropriate selection and screening
of donors and for quality assurance (12, 13). The premature
application of gene therapy, the devastation caused by HIV
transmission to hemophiliacs, the clinical and legal prob
lems resulting from hepatitis C infection through blood
transfusion, and the crisis caused by bovine spongiform en
cephalopathy should all be leaming opportunities (8). Thus,
it becomes very important to make the IVF embryologist
involved in hESC research realize that they are acting as
transplantation tissue derivers and that they naturally need
to operate under very different rules than they previously
did in the IVF clinic.

In contrast, although some degree of oversight and regu
lation is still needed, such stringent rules do not need to be
implemented when hESCs are to be used for hESC-based
approved basic research projects (Table 1), otherwise they
will [1] discourage scientists by making research difficult,
[2] prevent the scientific community from speeding up un
derstanding and knowledge, and [3] make hESC research
unaffordable for many basic laboratories.
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IV.4.- Evaluation of the laser technique method to isolate the inner cell
mass of murine blastocysts. JL Cortes, F Cobo, P Catalina, A Nieto, C
Cabrera, R Montes, A Concha, P Menéndez. Biotechnology & Applied
Biochemistry, 2007. 46:205-209

INTRODUCCION: Los estudios basicos del desarrollo embrionario, modelos de
enfermedad y generacion de animales transgénicos, se basan en el uso de
ESCs. La derivacion de estas ESCs puede realizarse mediante distintos
métodos, no estando totalmente claro aun cual es la metodologia mas eficaz y
“limpia”. Una de las etapas mas criticas en este proceso es el aislamiento de la
ICM de los blastocistos, donde se encuentran las células troncales que daran
lugar a la futura linea celular.

En el presente estudio pretendimos optimizar la derivacion de ESCs
mediante una técnica basada en el disparo con laser, utilizando un modelo
animal de raton, como antesala a la derivacion de hESCs. La baja
disponibilidad de embriones humanos sobrantes de ciclos de FIV hace que
estos embriones humanos tengan un gran valor cientifico limitando la
optimizacién inicial de nuevas técnicas. Por ello, antes de ensayar la
metodologia basada en la destruccion del trofoectodermo con técnicas de
disparo con laser en embriones humanos, apostamos por optimizar esta

metodologia con embriones de ratén.

OBJETIVO: En este estudio hemos comparado dos métodos de aislamiento de
la ICM en blastocistos murinos (Cultivo directo del blastocisto vs. Disparo con
laser), dependiendo de la calidad de los mismos, cultivadas ademas en dos

superficies de crecimiento diferentes (MEFs vs. Gelatina).

MATERIAL Y METODOS: Se han incluido 31 embriones murinos, tanto en
estadio celular como en estadio de moérula. En todos los casos, estos
embriones se dejaron evolucionar hasta el estadio de blastocisto expandido.
Los blastocistos expandidos son generalmente divididos dentro de tres
categorias, atendiendo al aspecto morfolégico del trofoectodermo y de la ICM:

i) Blastocistos de buena calidad con una ICM bastante distinguible y con
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tamano adecuado, ii) Blastocistos con una pequefa pero distinguible ICM, v iii)
Blastocistos de mala calidad con una ICM poco definida. Una vez evaluada la
calidad blastocitaria, todos los blastocistos fueron tratados con Acido Tyrode,
durante un minuto, para conseguir la completa disolucion de la zona pelucida.
Se utilizaron dos métodos de aislamiento de la ICM: a) EI método de cultivo
directo del blastocisto se utilizd cuando la ICM era pequefa o poco visible, de
tal manera que tanto las células del trofoectodermo como las de la ICM tienden
a adherirse al soporte utilizado. Utilizando este método y transcurridos varios
dias, la ICM es localizada y aislada de las células trofoblasticas; b) Para
blastocistos de buena calidad con una ICM bastante distinguible y con un
tamafo adecuado, se utilizé un nuevo método de derivacion y aislamiento de la
ICM. Este, consiste en el empleo de un disector laser (OCTAX Eyeware™) que
va cuidadosamente destruyendo las células del trofoectodermo, de tal forma
que solo se adhieren al soporte utilizado las células de la ICM ya aislada. Para
realizar el estudio se han utilizado en igual proporcion dos soportes celulares
diferentes; una monocapa de MEFs y una capa de gelatina de piel porcina Tipo
A.

RESULTADOS: De los 31 blastocistos obtenidos, diez tuvieron una ICM poco o
nada visible, por lo que se intent6 el aislamiento de la ICM mediante el método
de cultivo directo. De estos 10, seis se cultivaron sobre una monocapa de
MEFs y cuatro sobre gelatina. Por otro lado, en 21 blastocistos con buena
calidad se intentd la derivacion de la ICM utilizando el método de diseccidn
laser. Diez blastocistos se cultivaron sobre monocapa de MEFs y 11 se
cultivaron sobre gelatina.

Los resultados de este estudio estan representados en la Tabla 5:

Tabla 5: Resultados del estudio donde se comparan los métodos de aislamiento de la ICM
respecto a la adhesion de la ICM y el posterior establecimiento de mESCs utilizando dos

superficies de crecimiento diferentes.

MEFs Gelatina
Método aislamiento ICM Adhesion/aislamiento | Establecimiento | Adhesion/aislamiento | Establecimiento
ICM mESC ICM mESC
Cultivo directo (blastocistos
mala cal(i dad) 4/6 (66.7%) 2/6 (33.3%) 3/4 (75.0%) 0/4 (0%)
L8y (b'iztlﬁgztfs e 8/10 (80.0%) 1/10 (10.0%) 3111 (27.3%) 111 (9.1%)
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CONCLUSIONES: En base a los resultados obtenidos observamos que el
método de cultivo directo del blastocisto es globalmente mas efectivo respecto
al aislamiento de la ICM que el empleo del disector laser (70% vs. 52%;
p<0.05), independientemente de la superficie de crecimiento utilizada.
Teniendo en cuenta que hemos utilizado el laser para los blastocistos de buena
calidad, y que la unica desventaja del cultivo directo de blastocistos es que las
células del trofoectodermo escondan las de la ICM, debemos de seguir
perfeccionando la técnica de empleo de laser, donde las células del
trofoectodermo son destruidas para que no interfieran en la adhesién de la ICM
a la superficie de crecimiento utilizada.

Por otra parte, con independencia del método de aislamiento de la ICM
utilizado, obtenemos mejores tasas de adhesion, por parte de los blastocistos,
empleando como soporte la monocapa de MEFs frente a la utilizacion de una
capa de gelatina (40% vs. 30% en cultivo directo; 38% vs. 14% con laser). Si
nuestro propdsito es no tener que depender del cultivo e inactivaciéon de MEFs
para realizar nuestros cultivos de células troncales, es necesario investigar mas
en profundidad el uso de matrices extracelulares como soporte. Ademas, este
estudio debe completarse evaluando los datos de seguimiento de dichas

colonias primarias, asi como el posterior establecimiento de lineas de mESCs.
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hESCs (human embryonic stem cells) are pluripotent
cells derived from the ICM (inner cell mass) of
blastocysts that can be used to derive several kinds
of cells of the human body for the treatment of some
previously untreated diseases. In considering the future
use of hESCs in regenerative medicine and cell-therapy
programmes, several research centres have begun
projects involving the derivation of hESC lines using
spare human embryos from I¥F (in vitro fertilization)
cycles. In some stem-cell banks, such as ours, the law
also permits us to obtain these cell lines. The low avail-
ability of spare I¥F human embryos, and the low rate
of success in the derivation of hESC lines, give these
embryos a great research value that limits experiments
with new techniques. The use of murine embryos would
be a good meodel with which to do research to discover
the best methodologies to use in order to derive new
hESC lines. The aim of the present study was to evalu-
ate a new method of isolation of the ICM and derivation
of ESC lines in a murine blastocyst model using laser
drilling to eliminate the trophectoderm cells and com-
pare it with the usual control method consisting of
culturing the whole murine blastocyst. We also tested
the adhesion and growth of primary colonies of mMESCs
(murine ESCs) over two different growth surfaces,
namely an MEF (inactive murine fibroblastic feeder
layer) or gelatin-coated dishes, in order to achieve the
best culture conditions for future derivation of human
stem-cell lines for application in human transplanta-
tion.

Introduction

Transplantation of cells of human origin is a sector of medi-
cine which shows increasing opportunities for the treatment
of diseases, some of which, untl now, have been incurable.
Thus, with the intreduction of regenerative medicine and cell
therapy programmes using human stem cells, a great number
of research centres have attempted to derive cell lines using
hESCs (human embryonic stem cells) [1]. Moreover, in some

stem-cell banks, such as ours (the Andalusian Stem Cell
Bank — Spanish Central Node), the law alse permits us to
obtain these cell lines [2]. As these cells may be able
to provide an unlimited cell source for transplantation
therapies, it is necessary to establish reliable metheds for
their handling and manipulation. One of the most critical
stages in this process is the isolation of the ICM (inner cell
mass) of the blastocysts, where these pluripotent cells can
be found.

The low availability of spare IVF (in vitro fertilization)
human embryos, and the low rate of success in the deriv-
ation of hESC lines, give these embryos a great research
value and limit the experiments with new techniques. Thus
the use of murine models [3,4] in our centre permits us to
do research about the best methedologies to use, although
there is a need to establish the differences between both
the human and the murine blastecysts.

The ICM could usually be separated and isolated from
the trophectoderm using immunesurgery [5], with mech-
anical processes [6], with whole-embrye culture of the
blastocysts and partial-embryo culture methods [7] or sin-
gle blastomeres [8].

Laser technology is commonly used for assisted hatch-
ing with some applications. One of them consists of making
the embryonic membrane weaker to make the exit of the
future blastocyst easier and so favour the derivation [9].
Another consists of blastomere biopsy for preimplantational
diagnosis [10].

Until now, this new laser-drilling method has been sug-
gested to derive stem-cell lines by one group, although
without presenting any conclusive results [I1]. A recent
paper [12] reperted preliminary results for a murine model
using this method; subsequent culture of ESCs in a serum/
cell-free culture system was achieved.

ey wiords: embryonic stem cell (ESC), inmer cell mass (ICM), in vitro
fertilization {IVF), laser drill, murine blastocyst, whole-embrye cutture.
Abbrevations used: hESC, hurman embryonic sterm cell; 12M, inner cdll mass;
IVF, in vitro fertiization; MEF, inactive rmurine fibroblastic feeder layer,
mESC, murine ESC.
T whom correspondence should be addressed (email
joselcortes sspa@ijurtadeandaluciaes or
pablomenendea@juntadeandaluca.es).
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Figure |

Examples of muring embryos obtained in the present study

The Figure shows murine embryos at the cell (A) and compacting (B) stages.

In our epinien, some notion of which of these methods
are the most efficient for the isolation of ICM is very
important for future research in this field. Accordingly we
have compared the ICM isolation method using laser drilling
in a murine blastocyst model with one of the most com-
monly used methods (until now, the whole-embryo culture
[7]), and we have carried out the culture on two different
growth surfaces, namely MEF (inactive murine fibroblastic
feeder layer) [13] and gelatin-coated dishes [14].

Materials and methods

Fermale 3—6-month-old mice (C57BL/CBA) were killed by
cervical dislocation on day 4.5 of pregnancy (midday of
the day that the copulation plug is found was deemed to be
day 0.5). The oviducts were dissected and placed in warm
(37 °C) PBS (Gibco—Invitrogen, Carlsbad, CA, US.A). Then
the oviducts were manipulated in a plastic Petri dish with
warm Mops-buffered medium (G-MOPS™; Vitrolife Sweden
AB, Kungsbacka, Sweden) the oviduct being removed by first
cutting through the top of the uterus, leaving a small portion
of it attached to the oviduct, and then dissecting the oviduct
away from the ovary. This must be done very carefully to
ensure that the opening of the oviduct remains intact, since
it is extremely difficult to insert a needle once it has been
damaged. This is done with the use of a binocular dissecting
microscope (SZ-61; Olympus Spain, Barcelona, Spain) and an
inverted microscope with Hoffman optics (XI-71; Olympus

Spain) to determine the embryo stage and the quality. The
embryos found were placed in warm G-MOPS™ until
the culture in sequential medium G-2VIII (Vitrolife) to
achieve the blastocyst stage. These embryos were cultured
in an incubator at 37°C and under a CO,fair (6:94)

atmosphere.

Quality of murine blastocysts

We included 3| murine embryos, both in the cell stage
(days 2-3 after fertilization) (Figure 1A), as well as in the
compacting stage (day 4 after fertilization) (Figure IB). In all
the cases these embryos were cultured until the develop-
ment of expanded blastocysts (day 5-6 after fertilization)
(Figure 2). In IVF programmes, blastocyst quality is one of
the most important facters in the determination of both im-
plantation and pregnancy. However, experiments that assess
the developmental potential of embryos that are days behind
nermal development and which have very few ICM cells, are
not feasible, and so these embryos are discarded. Mitalipova
et al. [I5] reported the establishment of four hESC lines
from 19 such embryos. However, we have considered the
blastocyst quality for this study in order to select the most
effective derivation method. Both human and murine blasto-
cysts are morphologically very similar, except in size, so,
we adopted the human blastocysts grading system devel-
oped by the Cornell University (lthaca, NY, USA)
programme [|6]. The expanded murine blastocysts have
been classified into three categories according to the
morpholegical aspect of the ICM, such as expanded human
blastocysts (Figures 2A, 2B and 2C):

e Good quality blastocysts with large and distinct ICM
e Blastocysts with distinct but smaller ICM

e Bad-quality blastocysts with indistinguishable ICM

After the assessment of the blastocyst quality, all the

murine blastocysts were treated with acid Tyrede's solution
(Irvine Scientific, Santa Ana, CA, U.S.A) for no more than
| min te assure the complete dissolution of zona pellucida
(Figure 3A).

Figure 2 Classification of expanded murine blastocysts

(A) Good quality murine blastocyst with large and distinct ICM; (B) murine blastocyst with distinct, but smaller ICM. The arrow indicates the ICM region;

(C) bad-quality murine blastocyst with indistinguishable 1CM.

€ 2007 Portland Prass Ltd
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Laser technique to isolate the inner cell mass of blastocysts

Figura 3 Examples of murine blastocysts included in the study

Methods of ICM isclation were evaluated, (A) Expanded murine blastocyst
treated with Tyrode Acid to assure the complete dissclution of zona pellucida.
The black arrow indicates the ICM region; (B) primary colony of a murine
blastocyst adhered to gelatin-coated dishes using the whole-embrye cutture
method, The bladk arrow indicates the ICM region: (€) gocd-quality murine
blastocyst with large and distinct ICM before laser driling The black arrows
indicate the ICM regions; (D) murine embrycs treated with the laser drilling.
The white arrows indicate the ICM regions. The white asterisk indicates the
lysed trophectoderm; (E) murine blastocyst treated with the laser at day + |
formed a pseudo-trophectoderm with a few cells not destroyed by the laser
because they were near the ICM; cells were cultured over a fibroblastic
feeder layer; the white arrow indicates the ICM region; the white asterisk
indicates the tysed trophectoderm and the white closed circle indicates the
pseudo-trophectoderm; (F) primary calory of a murire blastocyst adhered
to gelatin-ccated dishes using the laser dnlling technique. The black arrow
indicates the ICM regicn.

ESC medium

The ESC medium used consisted of Dulbecce’s modified
Eagle’s medium (Gibco-nvitrogen), 20% (vlv) fetal-
bovine serum (PAA, Colbe, Germany), |% L-glutam-
ine (Gibco—Invitrogen), 0.1 mM non-essential amino acids
(Gibco—Invitregen), supplemented with mouse leukaemia
inhibitory factor; 2000 iu/ml) (Sigma—Aldrich), 0.1 mM
2-mercaptoethanol (Sigma—Aldrich), 50 units/ml penicillin
(PAA) and 50 pig/mg streptomycin (PAA).

ICM isolation methods

We used the whole-embryo culture method to isolate the
ICM and te establish mESC (murine ESC) lines in cases
where the blastocysts had a distinct, but smaller or indistin-
guishable, |CM, in such a way that the trophectoderm cells
and the |ICM tend te adhere to the growth surface used.

Using this methed and after 2 days had passed, the attach-
ment of the whole embrye to the growth surface was
confirmed and the old medium was replaced with fresh
medium. The trophectoederm layer began to expand on the
third day of culturing. On day 6, the ICM-like cells formed a
dome structure, surrounded by trophectoderm (Figure 3B).
At this point, the ICM was removed, after which it was
transferred to a freshly prepared growth surface. The whole-
embrye culture tends to manifest an abundance of both
trophectederm and differentiated cells, and the isolation of
mESC-like colenies from differentiated cells requires a great
deal of care and caution. However, the poor quality of the
blastocysts often results in failures in the attachment of
the ICM to the dish, so this procedure runs a much greater
risk of trophectoderm overgrowth than other methods
because the entire trophectoderm is cultured aleng with
the ICM.

However, with good quality blastocysts with a large
and distinct ICM, we used the laser drill (Eyeware™; Octax,
Herborn, Germany), which was connected to an inverted
microscope (XI-71; Olympus) and processed by a computer
program which permits data analysis. We did not use poor-
quality blastocysts in this method for this study because we
cannot shoot the ICM if we cannot see it. In our experi-
ment, the murine blastocyst to be treated with laser drill
was positioned at the centre of the field of view under low
magnification; this was done either with an object guide
which moves the Petri dish over the microscope table in an
x—y direction or using a mechanical or motorized stage which
brings the Petri dish and thereby the blastocyst into the
desired position by moving the table. The blastocyst pesition
was moved when necessary. Blastocysts can be secured by
helding two pipettes with the ICM pesitioned at ‘9 o'clock’
if desired [I2]. The special gold-coloured and octagonally
shaped Laser Shot™ laser objective was turned inwards. It
was necessary to lower the objective revolver to prevent
the objective from touching anything prior to turning it
After focusing on the trophectoderm cells, the object had
to be moved so that the part of the trophectoderm to be
treated was located at the cross-hair pesition displayed on
the monitor as the impact locaton of the laser focus. Thus
this new mechanical method destroyed the trophectoderm
cells by shooting the laser over them carefully without
damaging the ICM (Figures 3C and 3D). The length of
radiation time of the laser and the number of laser shots
were controlled by the embryclogist. Se the ICM cells were
the ones that achieved adhesion (Figure 3F).

Growth surfaces

Both types of blastocyst groups were cultured individually
in plates using two different growth surfaces in equal pro-
pertions { MEF [| 3] and an extracellular growth surface using
gelatin-coated dishes (Sigma—Aldrich) [14]} to compare the
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Table | Mumber of blastocysts used in each derivation methed ever each
growth surface

Murnber of Murine feeder  Gelatin-coated
1ZM isolation method blastocysts used  layer dishes
Whole-embryo culbure;  1V31 (32.2%)  &710 (8005  4/10 (40.0%)

bad-quality blastocysts
Laser-drilling methaod; ZUE(677%) 1021 (476%) 112] (524%)

good quality blastocysts

efficiency. Confluent active MEF were treated with 10 pg/ml
of mitemycin C (Sigma—Aldrich) for 3 h. The monolayer was
washed with PBS and incubated with 0.05% trypsin/0.53 mM
EDTA solution fer 2 min at 37 °C. When the cells detached
from the flask surface, complete medium was added to
inactivate the trypsin/EDTA solution. After centrifugation,
the single-cell suspension of inactive MEF was resuspended
in completed medium and plated in cell culture dishes of
3.5 em pre-coated with 0.2% of gelatin (Sigma—Aldrich)
to maintain the feeder attachment on the concentration
necessary to obrtain a confluent layer. Only 3.5-cm-diameter
dishes precoated with 0.2% gelatin were used for the other
surface test.

Results

Ten blastocysts out of the 31 obtained had a smaller, but
distinct or indistinguishable, ICM (32.2%), so we tried ICM
isolation by the whole-embryo culture method. Six out of
ten were placed over an inactive MEF (60 %) and four over
gelatin-coated dishes (40 %). By contrast, 2| blastocysts with
good quality were derived using the laser drill (67.7%). Ten
blastocysts were placed over an inactive MEF (47.6 %) and
Il over gelatin (52.4%) (Table I).

Using the whole-embryo culture we obtained adhesion
and isolation of the ICM in four blastocysts over an inactive
MEF (66.7%) and three over gelatin (75%). So the total
adhesion/isolation rate was 70%. Using the laser-drilling
methed we obtained adhesion and isolation of the ICM
in eight blastocysts over an inactive MEF (80%) and three

Table 2 Comparison of the methods to isclate ICM from murine blastocysts

over gelatin (27.3 %). So the total adhesion/fisolation rate was
52.4% (Table 2).

We derived two lines which were morpholeogically simi-
lar to mESC lines using the whele-embryo culture method
over MEF (33.3%) and none over the gelatin-coated dishes.
One line which was morphologically similar to mESC line
using the laser drill over MEF {10%) and one over gelatin
(9.1%) (Table 2).

Discussion

According to the adhesion and isolation of the ICM, we
observed that the whole-embryo culture method of the
blastocysts is more effective than the laser methed (70
versus 52.4%). Taking into account that we had used the
laser drill for the good-quality blastocysts and that the con-
cealment of the ICM by the trophectederm cells is the only
disadvantage of the whole-embryo culture method [6], we
must continue to improve the laser-drill technique so that
the trophectoderm cells are destroyed and do not inter-
fere with |CM adhesion [I12]. Curiously, the blastocysts
treated with the laser at day + 1| formed a pseudeo-
trophectoderm, with a few cells not destroyed by the
laser because they were near the ICM (Figure 3E). These
trophectoderm cells disappeared after repeated passages.

In addition, we think that murine blastocyst quality
is important for selecting the most adequate derivation
method for future application in the derivation of hESC lines
[71.

On the other hand, regardless of the isolation method
used, some groups have come to the general conclusion that
cells grown on mouse feeder cells would not be appropriate
for clinical applications, and this has lead to significant efforts
to grow ESC lines on human feeders [I7], immortalized
cells [18], feeder cell lines that have been derived from the
ariginal ESC themselves [19] and the culture on Matrigel™
[20]. We obtained better adhesion rates when we used the
MEF instead of the gelatin growth surface using the laser drill
(80 versus 27.3 %). Using whole-embryo culture we obtained

a better adhesion rate using gelatin, but with only a small

Growth surface ... Murine feeder layer

Gelatin-coated dishes

1CM isalation methad

Adhesicniisolation ICM Establishrment mESC Adhesion/isalation ICM

Establishrnent mESC  Total adhesion isolation rate

Whole-embryo culture; 416 (66.7 %) 26 (333%)
bad-quality blastocysts
Laser-drilling methad; B/10 (80.0%) 110 (1005%)

good-quality blastocysts

304 (750%)

1 (273%)

0/4 (D5%)
710 (70.0%)

T (.19%) 11721 (52.4%)

*Owing to a imitation in the number of the rmurine embryos used in the presert study, these percentages have to be considered as only very approsximate.
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difference with respect to the use of an inactive MEF (66.7
versus 75 %). If our purpose is not to be dependent on the
culture and the inactivation of murine fibroblasts to maintain
our stem-cell cultures, we need to do more research on
the use of extracellular growth surfaces using gelatin-coarted
dishes. Furthermeore, the mouse feeder layers could present
special risks of microbiolegical contamination in the culture
of hESC lines (e.g. mycoplasma, bacteria, yeast and fungi)
[21]. However, viral contamination of feeder cells is a
common risk in all biotechnological products derived from
celllines, irrespective of the species of origin [22]. For future
experiments, we want to carry out the culture of ECSs in a
serum-free system in order to eliminate dependence on the
culture and the inactivation of murine fibroblasts as well as
the risk of contamination with animal pathogens [23].

Our study must be completed with the assessment
of the following data concerning the establishment of the
mESC line carrying out the ESC characterization, ESC gene
expression, embryocid-body formation and determination
of cellular differentiation [12]. Moreaver, our study should
adopt a randomized point-of-view.

The future direction of our group is research on the
use of the laser drill for the whole-embryo culture methed,
using the laser drill in the destruction of the trophectoderm
cells that adhere to the ICM before the first passage (results
not shown). Finally, research and experiments with animal
models [3,4] must form part of the tasks of research centres
and stem-cell banks, because, in the future, this will help us
find new strategies in human regenerative medicine and cell
therapy.
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Esta parte del trabajo ha sido sometida a la siguiente patente internacional:
Inventores: Pablo Menéndez, José Luis Cortés, Fernando Cobo

Titulo: Procedimiento para el aislamiento de la masa celular interna en
blastocistos de mamiferos

N° solicitud de patente de invencion: P200701625

Fecha prioridad: 1/06/2007

Entidad u organismo titular: Fundacién Progreso y Salud

INTRODUCCION: La optimizacion de los métodos de derivacion de hESCs es
un reto debido a que muchos laboratorios no tienen acceso a embriones
humanos sobrantes. Ademas, los estudios de experimentacion preliminar,
realizados directamente sobre embriones humanos, implican un desperdicio de
este preciado material biolégico. Los métodos actuales para aislar la ICM estan
aun en discusion. La ICM es usualmente aislada utilizando una variedad de
técnicas, que incluyen la inmunocirugia, los mecanismos mecanicos, y el
cultivo directo del blastocisto. La tecnologia laser es usada principalmente para
reproduccion asistida. Como se ha demostrado en el anterior articulo
presentado en este trabajo doctoral, la técnica del laser ha sido utilizada para
destruir la ICM de embriones murinos de buena calidad permitiendo el

aislamiento de la ICM.

OBJETIVO: Nuestro objetivo ha sido desarrollar una nueva estrategia basada
en la combinacion de la técnica de cultivo directo del blastocisto, seguida de la
destruccion de las células del trofoectodermo adyacentes a la ICM utilizando la
tecnologia laser, buscando mejorar la eficiencia tanto en el aislamiento de la

ICM como en el establecimiento de las lineas celulares.
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MATERIAL Y METODOS: Un total de 130 blastocistos murinos han sido
incluidos en este estudio, que fueron obtenidos en estadio de compactacion o
en estadio expandido. El método de aislamiento de la ICM se adecud a la
calidad de los blastocistos. Para este experimento utilizamos tres métodos de
aislamiento de la ICM: i) el cultivo directo del blastocisto, ii) la tecnologia laser,
y iii) la combinacién del cultivo directo del blastocisto seguida de tecnologia
laser. Ademas, para observar cual de las superficies de crecimiento facilita mas
la adhesion del blastocisto y su crecimiento primario respecto al
establecimiento de la mESCs, las colonias primarias fueron cultivadas sobre
MEFs o sobre placas con 0,2% de gelatina. Para demostrar el establecimiento
de las mESCs realizamos estudios de inmunocitoquimica, diferenciacion
espontanea in vitro (formacion cuerpos embrionarios) e in vivo (formacién de
tertomas), asi como un analisis citogenético para estudiar si las mESCs sufrian
algun tipo de alteracion cromosdmica tras un periodo de cultivo largo.

El disefio experimental se simplifica en la figura 26:

Culirodivte  Cudivo dirveio Bhuviociolo  Disparo Hoer Calévo dieeto Cabive dinetn blasto vk
Nétodn alslamionte ICHE: blasteclsio + ) blartocisin +
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Figura 26: Disefio del experimento

RESULTADOS: El cultivo directo de los blastocistos seguido de un tratamiento
con laser ofrecid resultados mas prometedores en el aislamiento de la ICM vy
posterior derivacion de mESCs, que el cultivo directo o tecnologia laser por

separado. Ademas, respecto al método de aislamiento de la ICM, el proceso de
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derivacion de mESCs parece ser dependiente del uso de MEFs como
superficie de crecimiento. Mas importante aun es el hecho de que este nuevo
método puede ser utilizado en blastocistos de mala calidad, ya que con este
tipo de blastocistos no podemos utilizar el laser aisladamente como método de
derivaciéon de ESCs, debido a la imposibilidad de reconocer la ICM. Las mESCs
derivadas con este nuevo método fueron completamente caracterizadas vy
mostraron una morfologia tipica de ESCs, un fenotipo indiferenciado (expresion
de SSEA-1 y Oct-3/4) y fueron capaces de diferenciarse in vitro e in vivo en
cada una de las tres capas germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo).
Finalmente, las lineas de ESCs establecidas utilizando esta tecnologia no
presentaron cambios en el cariotipo en los primeros pases de cultivo, aunque
todas las lineas adquirieron aneuploidias en el cariotipo en cultivos mas
extendidos en el tiempo, sugiriendo que el método usado para la derivacion de
ESCs no parece influir en la aparicion de aneuploidias en las ESCs tras cultivos
sucesivos. Esto concuerda con multiples estudios anteriores que sugieren la
ganancia de alteraciones en el cariotipo de las mESCs tras cultivo in vitro a

largo plazo.

CONCLUSIONES: Aqui demostramos que la eficiencia en la derivacién de
mMESCs usando este nuevo método (Cultivo directo apoyado por disparo laser)
es significativamente superior a la técnica de cultivo directo del blastocisto
(42% vs. 23%) y la tecnologia laser por separado (42% vs. 6%). Respecto al
soporte utilizado, hemos obtenido mejores resultados utilizando MEFs que
gelatina. Finalmente, esta nueva tecnologia combinada puede abrir nuevas
perspectivas para la mejora en el proceso de derivaciéon de hESCs, donde la
mayoria de los embriones utilizados son congelados, y por lo tanto poseen

mala calidad.
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Whole-Blastocyst Culture Followed by Laser Drilling
Technology Enhances the Efficiency of Inner Cell Mass
[solation and Embryonic Stem Cell Derivation from
Good- and Poor-Quality Mouse Embryos: New Insights
for Derivation of Human Embryonic Stem Cell Lines
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ABSTRACT

The optimization of human embryonic stem (hES) cell line derivation methods is challenging be-
cause many worldwide laboratories have neither access to spare human embryos nor ethical ap-
proval for using supernumerary human embryos for hES cell derivation purposes. Additionally,
studies performed directly on human embryos imply a waste of precious human biological mater-
ial. In this study, we developed a new strategy based on the combination of whole-blastocyst cul-
ture followed by laser drilling destruction of the trophoectoderm for improving the efficiency of in-
ner cell mass (ICM) isolation and ES cell derivation using murine embryos. Embryos were divided
into good- and poor-quality embryos. We demonstrate that the efficiency of both ICM isolation and
ES cell derivation using this strategy is significantly superior to whole-blastocyst culture or laser
drilling technology itself. Regardless of the ICM isolation method, the ES cell establishment depends
on a feeder cell growth surface. Importantly, this combined methodology can be successfully ap-
plied to poor-quality blastocyts that otherwise would not be suitable for laser drilling itself nor im-
munosurgery in an attempt to derive ES cell lines due to the inability to distinguish the ICM. The
ES cell lines derived by this combined method were characterized and shown to maintain a typical
morphology, undifferentiated phenotype, and in vitro and in vivo three germ layer differentiation
potential. Finally, all ES cell lines established using either technology acquired an aneuploid kary-
otype after extended culture periods, suggesting that the method used for ES cell derivation does
not seem to influence the karvotype of the ES cells after extended culture. This methodology may
open up new avenues for further improvements for the derivation of hES cells, the majority of which
are derived from frozen, poor-quality human embryos.

INTRODUCTION from all other ergan-specific stem cells identified thus

far. First, they self-renew continuously and can be main-

EMBR‘I‘ON‘IC STEM (ES) CELL LINES were first generated  tained and expanded for extended periods of time while
in 1981 from mouse blastocysts [1,2]. They are en-  maintaining their undifferentiated status. Second, they are
dowed with two unique properties that distinguish them  pluripotent, capable of differentiating into every cell type

ISpanish Stem Cell Bank (Andalusian Branch), University of Granada, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Parque Tec-
nolégico de la Salud, Avda del Conocimiento &/n, Granada, Spain.
Lytogenetics Unit, M.D. Anderson Hospital, Madrid, Spain.
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in the body [3,4]. The first human (h) ES cell lines were
derived in 1998 from the inner cell mass (ICM) of do-
nated, preimplantation embryos [5,6] and were also en-
dowed with these biological properties of self-renewal
and pluripotency [7-20]. Several laboratories have since
reported the derivation of additional hES cell lines from
preimplantation embryos, using either mouse or human
feeders (for review, see ref. 21). Human ES cells are ex-
pected to open up new avenues in regenerative medicine
by permitting the in vitro generation of transplantable
cells to be used in future cell replacement therapies, but
it is also anticipated that they will become a promising
system to study stages of early human development that
are inaccessible in vive [3,22-29]. hES cell research rep-
resents a nascent area of investigation, and, therefore,
many fundamental questions regarding the cellular and
meolecular mechanisms controlling pluripotency must be
addressed and more efficient ES cell derivation methods
still need to be developed.

The blastocyst quality and the ICM iselation method
used are the two main factors dictating either ES cell de-
rivation failure or success. Regarding blastocyst quality,
human blastocyts available for ES cell derivation are of
poorer quality than their mouse counterparts. This is ow-
ing to: (1) in many countries human embryos are frozen
at the time of hES cell derivation because of ethical con-
straints [30] whereas mouse blastocysts are always used
fresh, and (2) in countries allowing the use of fresh em-
bryos for hES cell derivation the best-quality embryos
are transferred into the woman’s uterus leaving the poor-
quality leftover embryos for hES cell derivation. This ex-
plains not only the extremely low hES cellderivation suc-
cess rates [31] but also implies that in many countries
(ie., United States and many European countries) sur-
plus poor-quality fresh human embryos have to be either
frozen or directly discarded without even being used for
ES cell derivation [30].

The current methods to isolate the ICM are still con-
troversial. The ICM is usually isolated from the expanded
blastocysts using a variety of techniques, including im-
munosurgery [32], mechanical processes [33], and whole-
blastocyst culture methods [34]. Alternatively, ES cells
were established from single blastomeres obtained from
cell-stage embryos [35,36]. These ICM isclation meth-
ods are associated with some challenges, including the
use of xeno-components, which may prevent the use of
hES cell derivatives in potential future therapeutic appli-
cations, and the low ES cell establishment efficiency [32].

Culture of ES cells has been associated with long-term
karyotypic changes [37], although it remains to be eluci-
dated whether the ES cell derivation process itself or the
culture conditions used might be responsible for this loss
of genetic stability. Clearly, further studies on blastocyst
quality, ICM iselation methods, and subsequent ES cell

derivation and genomic stability are urgently required for
hES cell research to meet its expectations.

Ideally, the optimization of new ES cell derivation
methods should be done using human embryos as start-
ing material. However, this represents a scientific and lo-
gistic challenge because: [1) many laboratories have no
access to spare human embryos from in vitro fertilization
(IVF) cycles and (2) even if the embryos were available
for laboratories linked to IVF clinics, the experimental
optimization on human embryos would imply a great
waste of precious human biclogical material.

The laser drilling technology is commonly used for
assisted reproduction [38—40]. This laser technology also
facilitates the somatic cell nuclear transfer, by speeding
up the process of enucleation to a matter of seconds,
without eliciting damage to the egg [41]. Very recently,
we and others have harnessed this laser drilling tech-
nology to destroy the trophoectoderm of good-quality
expanded murine blastocysts allowing for ICM isolation
and murine (m) ES cell derivation [42,43]. Importantly,
however, it needs to be stressed that the use of laser drill
technology to shoot and break down the trophoectoderm
requires the use of good-quality expanded blastocysts
with large and clearly distinguishable ICM, otherwise
there is no way the embryelogist can precisely identify
and distinguish the ICM from the trophoectoderm cells,
making the laser-shooting process inaccurate and ran-
dom [42.43].

Here, we have developed a two-step ES cell derivation
method based on the combination of whole-blastocyst
culture followed by laser drilling destruction of the
trophoectoderm cells. We demonstrate that the efficiency
of ICM isolation and ES cell derivation using this strat-
egy is significantly superior to both whole-blastocyst cul-
ture and laser drilling technology itself. Regardless of the
ICM isolation method employed, the ES cell establish-
ment seems to be dependent on the use of a feeder cell
layer as growth surface. Most importantly, this combined
whole-blastocyst culture followed by laser drilling tech-
nology can be successfully applied to poor-quality blas-
tocyts that otherwise would not have even been used by
alternative methods for ES cell line derivation due to the
inability to distinguish the ICM. The ES cell lines de-
rived by this combined method were fully characterized
and shown to maintain an undifferentiated state and three
germ layer differentiation potential. Finally, ES cell lines
established using either methodology acquired an abnor-
mal aneuploid karyotype after extended culture, suggest-
ing that the method used for ES cell derivation does not
seem to make the ES cell lines more vulnerable to ge-
netic instability [44—46]. We envision this two-step ES
cell derivation strategy will open up new avenues to fur-
ther improve the derivation of hES cells, which are com-
monly derived from frozen, poor-quality humanembryos.
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WHOLE-EMBRYO CULTURE AND LASER DRILLING IMPROVES ES CELL DERIVATION

MATERIALS AND METHODS

Blastocyst recovery

Blastocysts were flushed from oviducts of 3- 6-month-old fe-
male mice (CSTBL/CBA) (n = 43) that were sacrificed by cer-
vical dislocation on day 4.5 of pregnancy. The oviducts were dis-
sected and placed in prewarmed phosphate-buffered salin (PBS;
Gibco-Invirogen, CA) and then were carefully manipulated into
a plastic Petri dish with warm G-MOPS (Vitrolife, Sweden) as
previously described [43]. Briefly, the oviducts were removed by
first cutting through the top of the uterus, leaving a small por-
tion of the uterus attached to the oviduct and the oviduct even-
tually dissected away from the ovary as pre viously described [43].

Blastocyst quality assessment

A total of 130 murine blastocysts were included in the
present study. They were harvested either as a compacting
blastocyst (Fig. 1A) or as an expanded blastocyst (Fig. 1B).
Compacting blastocysts were cultured until they achieved the
expanded blastocyst stage (Fig. 1B). To identify the most ef-
fective ICM isolation and ES cell derivation method. the blas-
tocyst quality was taken into account. Owing to the similar
marphology between human and murine blastocysts, the hu-
man blastocyst grading system developed by the Cornell Uni-
versity (New York, NYprogram was adopted [47]. In our
mES cell derivation process, blastocysts were classified
as good- or poor-quality blastocysts: good blastocysts had
large and clearly distinguishable ICMs (Fig. 1C). Poor blas-
tocysts were classified as having distinguishable but smaller
ICMs (Fig. 1D) and those with indistinguishable 1CMs
(Fig. 1E).

ICM isolation methods

The following three different experimental approaches were
used for ICM isolation and further ES cell line derivation. Fig-
ure 2 depicts our experimental design to enhance the efficiency
of ICM isolation and ES cell dervation.

Whole-blastocyst  culture. The whole-blastocyst  culture
method was vsed regardless of the quality of the blastocysts as
previously described [34.43] (Fig. 2). Briefly, the embryo was
cultured in such a way that the trophoectoderm cells and the
ICM adhered to either mouse embryonic fibroblasts (MEFs)
(Fig. 3A) or gelatin (Fig. 3B). Two days later, the attachment
of the blastocyst was confirmed and the medium replaced by
fresh prewarmed medium. By day 3 of culture, the trophoecto-
derm outgrowth was clearly visible (Fig. 3JAB), providing a
support for the ICM to grow and form a dome-like structure.
At this time, the ICM was carefully plucked and transferred to
a freshly prepared growth surface [43].

The whole-blastocyst culture method has the risk of
trophoectoderm overgrowth because the entire trophoecto-
derm is cultured along with the ICM, preventing the em-
brvologist from accessing the ICM in poor-quality blasto-
cysis.

FIG. 1. Representative pictures depicting the quality classi-
fication of murine blastocysts obtained in this study. (A) Em-
bryvo in compacting blastocyst stage. (B) Embryo in expanded
blastocyst stage. (C) Good-quality expanded blastocyst with
large and clearly distinguishable ICM. (D) Poor expanded blas-
tocyst with distinguishable but small ICM. (E) Poor blastocyst
with indistinguishable ICM. The black arrows indicate the ICM
region.

Laser drill rechnology. The laser drill technology was first
reported from the Palermo Laboratory at Cornell University
[42] and very recently reproduced in our laboratory [43]. The
laser (OCTAX Eyeware™, Germany) is connected to an in-
verted microscope (X1-71, Olympus) and processed by com-
puter software that permits data analysis. The rationale of us-
ing laser drll technology is to laser-shoot the unwanted
rophoectoderm cells so as to remove them. The laser drilling
technology may be used by itself only when good-guality ex-
panded blastocysts are available. Unfortunately, however, the
laser drilling technology itself is not feasible for poor-quality
blastocysts because the ICM is not distinguishable and there-
fore can not be identified by the embryologist.

As previously described [42], expanded blastocysts are se-
cured by holding two pipettes with the ICM positioned at 9 o'~
clock [42]. The length of laser exposure and the number of laser
shots are controlled by the embryologist and may vary slightly
among embryos. This laser drilling method, allows the ICM to
adhere to the growth surface while mmoving the trophoecto-
derm cells (Fig. 3C-E).

Whole-blastocyst culture followed by laser drill technology.
In an attempt to improve the methodology to isolate the ICM
and to establish ES cell lines from poor-quality expanded blas-
tocysts, we have developed a two-step method based on the
whole-blastocyst culture followed by laser drilling. Murine
expanded blastocysts were treated with Tyrode's acid (Irvine Sci-
entific, CA) for no more than 1 min, to assure the complete dis-
solution of zona pellucida, in such a way that the trophoectoderm
cells and the ICM adhere to the growth surface (Fig. 3F). Two
days later, the attachment of the whole embryo was confirmed
and the medium replaced by fresh prewarmed medium. By day
3 of culture the trophoectoderm, cells began to expand leaving
the ICM accessible and forming a dome-like structure (Fig. 3F).
At this point, we used the laser to shoot the trophoectoderm cells
that surround the ICM, leaving the area near the ICM free of
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FIG. 2. Experimental design for the optimization of the efficiency of ES cell derivation based on the impact of blastocyst qual-

ity, ICM isolation method, and growth surface. A total of 130 murine expanded blastocysts were used in the present study. Blas-
tocysts were classified as good-quality blastocysts (n = 106) ar poor-quality blastocysts (n = 24). Good-quality blastocysts had
large and clearly distinguishable ICMs whereas poor-quality blastocysts had distinguishable but small ICMs or indistinguishable
ICMs. Good—quality blastocysts were subdivided into three groups to isolate the ICM and derive mES cell lines based on three
different ICM isolation methods: (1) whole-blastocyst culture (1 = 48) [42]: (2) laser drilling (n = 36) [41]; and (3) a new strat-
egy combining whole-blastocyst culture and laser drilling technology (n = 22). Poor—quality blastocysts, however, were subdi-
vided into two groups: (1) whole-blastocyst culture (r = 11) [42] and (2) whole-blastocyst culture followed by laser drilling (n =
13). It should be noted that the laser drill technology alone could never be applied to poor—quality blastocysts because the ICM
is not distinguishable and therefore it can not be identified by the embryologist. Isolated ICMs were cultured either on MEFs or
zelatin-coated plates to ascertain which of these growth surfaces best supports the expansion of the ICMs and subsequent estab-
lishment of mES cell lines. The efficiency of ICM isclation and mES cell establishment were analyzed under each experimental
condition. In addition, established mES cell lines were characterized by immunecytochemistry, cytogenetic analysis, and their in

vitro differentiation potential into the three germ layers (ectoderm, mesoderm, and endoderm).

trophoectoderm cells (Fig. 3G) and reducing the risk of dragging
the trophoectoderm cells when the ICM was plucked and trans-
ferred to a freshly prepared growth surface (Fig. 3F-H).

Embryonic outgrowth culture

Embryonic outgrowths were cultured either on MEFs or in
gelatin-coated plates in medium consisting of Dulbecco’s mod-
ified Eagle medium (DMEM; Gibco-Invitrogen, Carlsbad, CA)
supplemented with 20% fetal bovine serum (FBS; PAA, Colbe,
Germany), 1% r-glutamine (Gibco), 0.1 mM nonessential
amino acids (Gibco-Invitrogen ), mouse leukemia inhibitory fac-
tor (LIF, 2,000 [U/ml; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 0.1 mM
B-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich), and 50 U/ml penicillin and
50 pg/ml streptomycin (PAA).

Growth surfaces

To determine the extent to which the growth surface facili-
tates the embryo attachment and early growth versus ES cell

establishment and maintenance, the embryonic outgrowths were
cultured individually either on MEFs [48] or in 0.2% gelatin-
coated dishes (Sigma Aldrich) [49], as previously described
[43].

Immunocytochemistry characterization of established

mES cells

Established mES cells were characterized by indirect im-
munocytoche mistry using antibodies against stage-specific em-
bryonic antizgen-1 (SSEA-1; Developmental Studies Hybridoma
Bank. University of [owa, IA) and Oct-3/4 (Santa Cruz Biotech-
nology, CA). Briefly, mES cell colonies were cultured in cham-
ber slides coated with gelatin. Cells were fixed in 4% of para-
formaldehyde for 20 min followed by 30 min incubation in 106
normal goat serum in PBS. For Oct-3/4 immunostaining, cells
are then permeabilized with Triton X-100 (Sigma). Colonies
were incubated with primary antibodies for 1 h at room tem-
perature. Conjugated secondary antibodies were used for 30 min
at room temperature as follows: fluorescein isothiocyanate
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FIG. 3. Representative pictures show-
ing the assessment of ICM isolation
methods compared in the present study.
(A and B) Isolation of the ICM by
whole-blastocyst culture method alone.
(A) Outgrowth of a blastocyst adhered
to MEFs 5 days after whole-blastocyst
culture. (B) Outgrowth of a blastocyst
adhered to gelatin 5 days after whole-
blastocyst culture. Please note the out-
growth of the trophoectoderm in gelatin.
(C-E) Isolation of the ICM by laser
drilling technology itself. (C) Blastocyst
secured by two holding pipettes with the
ICM being released by laser destruction
of the trophoectoderm and zona pellu-
cida. The black arrows represent the
laser shots. (D) Blastocyst shown in €
right after trophoectodzrm breakdown
by laser shot. The black arrow indicates
the laser-lysed trophoectoderm. (E)
Outgrowth of the same blastocyst 2 days
after direct laser drilling. (F and G) Isolation of the ICM by whole-blastocyst culture and subsequent laser drilling of the trophoec-
toderm. (F) Outgrowth of a blastocyst 5 days after whole-blastocyst culture. (G) Clean ICM free of trophoectoderm cells after
laser shots. (H) Residual trophoectoderm after laser drilling. The asterisks represent the ICMs. The wide white arrows denote the
embryo zona pellucida. The fine white arows show examples of the exact laser shots.

FIG. 4. ES cells derived by whole-blastocyst culture plus laser drilling technelogy show a typical ES cell morphology, express
undifferentiated markers and retain in vitro and in vivo three germ layer differentiation potential. (A) Typical morphology of an
ES cell line growing on MEFs established by whole-blastocyst culture and subsequent laser drilling of the trophoectoderm. Mag-
nification, 10%. (B) ES cell colony established by whole-blastocyst culture followed by laser drilling of the trophoectoderm.
Magnification, 40, (C) Expression of SSEA-1 (green). Nuclei counterstaining with DAPT (blue). (D) Expression of Oct-3/4
(red). (E) Representative pictures of EBs. (F) Expression of a-fetoprotein (endoderm). (G) Expression of smooth muscle actin
tmesoderm). Black arrows depict actin-positive cells. (H) Expression of nestin (ectoderm). (I-K) Sections from a 10-week ter-
atoma formed by mES cells derived with the newly developed technique: (I) representative image of cystic ephitelium (ecto-
derm); (J) representative image of glomerular-like structure (mesederm): (K) representative image of ciliated ephitelium (endo-
derm, black arrow indicates the ciliae within the ephitelia lumen). (L) Representative image of a control testicle non-injected
with mES cells showing normal seminiferous tubules.
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(FITC)-conjugated anti-mouse immunoglobulin M (IgM) for
detecting SSEA-1 and anti-mouse IgG for Oct-3/4 (Jackson
Laboratories Inc). The slides were mounted in Vectashield con-
taining DAPL For negative control staining, the primary anti-
bodies were replaced by PBS.

Embryoid body formation and differentiation analysis

Near-confluent mES cells were treated with 0.05% trypsin
for 5 min at 37°C, transferred (2 ® 102 cells/cm?) to nonad-
herent plates and allowed to differentiate spontaneously by
embryoid body (EB) formation in DMEM supplemented with
209 FBS, 1% L-glutamine, 0.1 mM nonessential amino acids,
and 0.1 mM B-mercaptoethancl but without LIF, with
medium changes every 2-3 days. After 21 days in differen-
tiation medium, the EBs were transferred to tissue-treated
plates where they grew and gave rise to a confluent mono-
layer. Differentiation into three germ layers was determined
by immunocytochemistry. EB cells were fixed with 4% para-
formaldehyde for 10 min. Then, cells were incubated (1 h at
room temperature ) with primary antibodies for e-fetoprotein
(Santa Cruz Biotechnology), anti-nestin (Chemicon), and
anti-actin (Chemicon). Slides were then incubated with a by-
otinylated secondary antibody (30 min at room temperature )
and a streptavidin peroxidase complex (30 min at room tem-
perature ) {Vector Laboratories Inc). The immunostaining was
shown using diamino-benzidine and counterstained with
Hematoxylin.

Teratama formation assays

Animal protocals were approved by the Institute’s Council
On Animal Care. In vivo pluripotency was tested as previously
described [15]. In brief, exponentially growing mES cells were
harvested from the culture plate. mES cells were implanted be-
neath the testicular capsule of young (6-week) nonobese dia-
betic/severe combined immunodeficiency (NOLVSCID) mice.
Teratoma growth was determined weekly by palpation, and the
mice were sacrificed (cervical dislocation) 9-11 weeks after im-
plantation. The teratoma was fixed, and sections were stained
with Hematoxylin & Eosin. The presence of tissue components
of all three embryonic germ cell layvers was shown, as analyzed
from the stained sections.

Cytogenetic analysis

Conventional karyotyping analysis was performed between
passages (pl2-p35) after establishment of the new ES cell lines
(44,45,50). Thirty metaphase spreads per mES cell line were
analyzed (44.45). The metasystem software (Izasa, Barcelona,
Spain) was used for karyotyping analysis.

Statistical analysis

To explore the significance in the differences found between
groups, the Pearson chi-square test and Yates correlation were
used. All analyses were done with the Statgraphic program. Dif-
ferences were considered significant when p values were less
than 0.05.

RESULTS

Experimental strategy for the development of an
approach combining whole-blastocyst culture

followed by laser drilling technology considering

the blastocyst quality

Our Spanish Stem Cell Bank is developing new meth-
ods to enhance the efficiency of hES cell line derivation
for future applications in basic biology and cell replace-
ment therapies. The optimization of new ES cell deriva-
tion methods using human embryos would be ideal but
it is a scientific and logistic challenge because: (1) many
laboratories have no access to spare human embryos from
IVF cycles and (2) even if the embryos were available to
laboratories linked to IVF clinics, the experimental opti-
mization on human embryos would imply a great loss of
precious human material.

To the best of our knowledge, the blastocyst quality is
rarely taken into account in a prospective manner before
making a decision about the ES cell derivation method to
be used [34]. Accordingly, we have used 130 murine em-
bryos to develop a new technique based on whele-blasto-
cyst culture followed by laser shooting of the trophoecto-
derm cells. A total of 106 out of the 130 embryos were
good-quality expanded blastocysts and 24 out of 130 blas-
tocysts were poor-quality expanded blastocysts (Fig. 1). On
the basis of this blastocyst quality distribution, we designed
the experimental strategy illustrated in Fig. 2 to determine
whether our proposed two-step method combining whole-
blastocyst culture and laser drilling enhances the efficiency
of ICM isolation/ES cell establishment as compared to the
whole-blastocyst culture [34,43] and the laser drilling itself
[42,43] and whether it may be successfully applied to poor-
quality blastocysts that otherwise would not have even been
employed by laser drilling technology itself because the
ICM is not distinguishable for the embryologist (Figs. 1
and 2). ICM outgrowths were allowed to expand either over
MEFs or gelatin to ascertain which growth surface best fa-
cilitates the embryo attachment and ES cell establishment
and determine the potential interference between the ICM
isolation method, growth surface, and blastocyst quality for
ES cell derivation. Finally, established ES cell lines were
fully characterized by morphology, immunocytochemistry,
cytogenetic analysis, and in vitro and in vivo differentia-
tion potential.

Whole-blastocyst culture followed by laser
drilling enhances the efficiency of ICM isolation
regardless of the blastocyst guality and

growth surface

Using the whole-blastocyst method, the ICM isolation
efficiency was not affected by the growth surface used
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lines when the whole-blastocyst culture followed by laser
drilling strategy was employed. In contrast, only 16%
(two-fold decrease; p = 0L.04) and 6% (six-fold decrease;
p = 0.0001) of the isolated ICMs expanded and gave rise
to ES cell lines using the whole-blastocyst culture itself or
the laser drilling technology alone, respectively (Table 2).
Importantly, an almost two-fold increase in the efficiency
of ES cell derivation was observed among the poor-qual-
ity embryos when the whole-blastocyst culture followed
by laser drilling was used as compared with whole-blas-
tocyst culture (50% vs. 30%; p = 0.09) (Table 2).

Despite proper embryo attachment and survival and
ICM isolation uwsing gelatin as a growth surface (Table
13, it 1s remarkable that no ES cell line could be estab-
lished and/or maintained in such a feeder-free system, re-
gardless of the blastocyst quality and/or the ICM isola-
tion method used (Table 2). On gelatin, an extensive
tropheectoderm overgrowth was always observed (Fig.
3A), preventing us from plucking a clean ICM without
dragging trophoectoderm cells. Taken together, these
data suggest that this new two-ste p combined method sig-
nificantly enhances the efficiency of ES cell derivation
and further maintenance regardless of the blastocyst qual-
ity but in a feeder-dependent manner.

In vitro and in vive characterization of ES cell
lines established using whole-blastocyst culture
followed by laser drilling technology

To ensure that the new technology does not impair the
intrinsic biological properties of the derived ES cell lines,
we characterized the ES cell lines derived with this novel
approach. The ES cell lines showed a typical ES cell mor-
phology (Fig. 4A,B) and expressed the markers associ-
ated with an undifferentiated stage SSEA-1 (Fig. 4C) and
Oct-3/4 (Fig. 4D).

To assess their in vitro differentiation potential, EBs
(Fig. 4E) were formed and allowed to differentiate under
conditions that promoted the specification into tissues
representing the three germ layers. Accordingly, ES cell
lines derived wsing whole-blastocyst culture helped by
laser drilling showed homogeneous expression of the en-
doderm-associated pan-marker a-fetoprotein (Fig. 4F),
the mesoderm marker actin (Fig. 4G), and the ectoderm
marker nestin (Fig. 4H). Most importantly, the mES cell
lines derived using this combined strategy retained in
vivo developmental potential beyond 40 passages, as ev-
idenced by the formation of teratomas containing tissues
representing all three embryonic germ layers (Fig. 41-L).
Taken together, these data demonstrate that the newly de-
veloped methodology does not compromise the capacity
of the derived ES cell lines to maintain an undifferenti-
ated stage and three germ-layer developmental potential.

The method used for ES cell derivation does not
seem to determine the karyotype of the ES cells
after extended culture

Long-term culture of ES cells is associated with kary-
otypic changes, although it remains to be elucidated
whether or not the ES cell derivation process itself is re-
sponsible for the loss of genetic stability. Here we ana-
lyzed whether the methodology used for ES cell deriva-
tion makes the ES cells more susceptible to genetic
instability after long-term culture. Using conventional
karyotyping, we assessed the frequency of aneuploidy of
ES cell lines derived either using a whole-blastocyst cul-
ture or laser drilling technology.

ES cell lines established using either method were
diploid (40 chromosomes) after short culture (passage 12)
(Fig. 5SAB). However, regardless of the derivation
method used, all ES cell lines established acquired an ab-

Tapre 2. ErFiciency of ES CELL ESTARLISHMENT Basen oM BLastocysT QuaLimy anp ICM
IsoraTion MeTtHOD Usmg Erraer MEFs or GELATIVN As GROWTH SURFACE

Blastocyst qualiry

Growth surface ICM isolation method Good Poor
MEFs Whole blastocyst culture 1652 30%:*
Laser drilling 64ch N.F.
Whaole blastocyst culture helped by laser drilling 33% 506
Gelatin Whale blastocyst culture 0% 06
Laser drilling 0% N.F.
Whale blastocyst culture helped by laser drilling 0% 06

MEFs, Inactive mouse embryonic fibroblasts; N.F., not feasible.

Statistical differences batween:

“Whole blastocyst culture helped by laser drilling vs. whole blastocyst culture for good-quality blastocysts, p =

0.04.

PWhole blastocyst culture helped by laser drilling vs. laser drilling for good-quality blastocysts, p = 0.00001.
“Whole blastocyst culture helped by laser drilling vs. whole blastocyst culture for poor-quality blastocysts, p = 0.00.
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Whole-Blastocyst Culture

Whole-Blastocyst Culture followed
by Laser Drilling Technology

h & 8 u w

L " T T T

L] i [} ] =3

Passage 12

an u Ak ¥ L[

Passage 35
T BB

=

T T

[T T Y T O

MU
LI LU L 1)
B oae e B

Surmrary ol he Irequency of aneuploidy of all ihe ESC lines derved by whale-blasiocys! cullure
wersis whole-Hastocyst cullule lollowed by laser ditling bechnology

PASSACE GUHOH E-BLASTIOC YST CIA TURE WHOLE-BLASTOCYST QILTURE
HELPE) BY LASER DRLLNG
LOWPASSAGE (12) 04 [086) 03 )
HIGH PASSAGE (35) 3G (100%) 35 (100%%)

FIG. 5.

Cytogenetic characterization of established ES cell lines. (A) Representative diploid karyotype of an ES cell line es-

tablished by whole-blastocyst culture after 12 passages in in vitro culture. (B) Representative diploid karyotype of an ES cell line
established by laser drilling technology after 12 passages in in vitro culture. (C) Representative aneuploid karvotype of an ES
cell line established by whole-blastocyst culture after extended in vitro culture. (D)) Representative aneuploid karyotype of an ES
cell line established by laser drilling technology after extended in vitro culture. Arrows denote karvotypic changes (chromosome
trisomies). (E) Summary of the frequency of aneuploidy of all the ES cell lines derived by whole-blastocyst culture versus whole-

blastocyst culture followed by laser drilling technology.

normal aneuploid karyotype (=40 chromosomes) after
extended culture (passage 35) (Fig. 5C-E). Thess data
suggest that the method used for ES cell derivation does
not seem to influence the likelihood of karyotypic
changes, although further studies are still needed to de-
termine whether and how the frequently observed kary-
otypic changes are due to the routine ES cell maintenance
and culture adaptation.

DISCUSSION

Human ES cell research represents a nascent area of
research, and, therefore, many fundamental questions re-
garding the cellular and molecular mechanisms control-
ling proliferation, self-renewal, differentiation, and cel-
lular transformation must be addressed. The current
methods for isolating the ICM are still controversial. The
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ICM is usually isolated from the expanded blastocysts
using a variety of techniques including immunosurgery
[2], mechanical processes [33], and whole-blastocyst cul-
ture methods [34] that are associated with several draw-
backs, including the use of xeno-components and low ES
cell establishment efficiency.

Our Spanish Stem Cell Bank is undertaking efforts to
optimize new methods to enhance the efficiency of hES
cell line derivation. Ideally, the optimization of ES cell
derivation methods should be carried out using human
embryos. However, this represents a scientific and logis-
tic challenge because: (1) many European countries as
well as United States have strict regulations regarding
embryos, either impeding or considerably delaying proj-
ects (1.e., generation of new hES cell lines by testing new
methodologies), especially because prior to obtaining any
ethical approval, researchers must go through the Na-
tional Steering Committees for human embryo research
and have in place informed consents from couples will-
ing to donate their surplus frozen embryos to research
[30]: (2) many laboratories have no access to spare hu-
man embryos from IVF clinics; and (3) the use of human
embryos would imply a great loss of precious human ma-
terial when first optimizing a new ES cell derivation strat-
egy. Although there are differences between mouse and
human embryogenesis, as with any scientific research us-
ing animal models, it is envisioned that experience gained
from mES cell work will supply answers to challenges
still vexing the hES cell field. Here, we have developed
a new strategy based on the combination of whole-blas-
tocyst culture followed by laser drilling destruction of the
trophoectoderm for improving the efficiency of ICM iso-
lation and ES cell derivation. We demonstrate that the ef-
ficiency of both ICM isolation and ES cell derivation us-
ing this new technology is significantly superior to both
whole-blastocyst culture and laser drilling technology it-
self. It is worth mentioning that our mES cell derivation
efficiency, although higher than the majority of the pub-
lished studies, is not as high as the derivation efficiency
recently reported by Bryja et al. [51,52]. Apart from the
fact that both studies used distinct mice strains, this lower
ES cell derivation efficiency might be due to the use of
distinct experimental approaches. We focused on ex-
ploring a new physical laser-based method rather than as-
sessing different media, sera, and cell culture conditions.
Additionally, the main core of our work was to apply this
laser-based technology to embryos regarding their qual-
ity. We wanted to optimize and compare our laser-based
technology in good- versus poor-quality embryoes to see
whether this technique facilitates the derivation of ES cell
lines from poor-quality embryos that otherwise would not
be suitable, somehow preventing us from comparing our
derivation efficiency with other groups. The ES cell lines
derived by this two-step method were characterized and
shown to maintain a typical ES cell morphology. an un-

differentiated phenotype, and being capable of in vitro
and in vivo three germ layer differentiation potential,

Apart from the ICM isolation method, the blastocyst
quality used represents a key factor influencing ES cell
derivation success. As already mentioned, frozen surplus
human blastocysts available for ES cell derivation are of
much poorer quality than their mouse counterparts, ex-
plaining not only the extremely low hES cell derivation
success rates [31] but also implying that in many coun-
tries surplus poor-quality fresh human embryos have to
be either frozen or directly discarded without being even
used for ES cell derivation [30]. Accordingly, to the best
of our knowledge, the blastocyst quality is rarely taken
into account in a prospective manner before making a de-
cision about the ES cell derivation method to be used
[34].

Regardless of the blastocyst quality and the ICM iso-
lation method, the ES cell establishment and maintenance
seems to be dependent on the use of a feeder cell layer
as growth surface, as previously claimed [51,52]. The
need of feeder cells for ES cell derivation has been pre-
viously documented. However, many ES cell lines may
be maintained in the absence of any kind of feeders. In
an attempt to gain insights into why ES cells cannot be
established without MEFs [51,52] while being able to be
maintained in feeder-free conditions, we intended to an-
swer the question of whether the presence of MEFs is re-
quired for both initial embryo attachment, early growth
and subsequent ES cell establishment or, in contrast, it is
solely necessary for promoting ES cell colonies mainte-
nance (survival and proliferation). Our data suggest that
regardless of the technique employed for ES cell deriva-
tien and embryo quality the proportion of embryoes that
initially attached to the surface was 74% in MEFs ver-
sus 66% in gelatin, allowing for subsequent trophoecto-
derm removal, ICM isolation, and being capable of grow-
ing for up to 1-3 passages. On the basis of this lack of
significant difference, we propose that gelatin might be
a suitable surface for embryo initial attachment and early
development. In contrast, however, after 1-3 passages,
the ICMs kept developing in MEFs, eventually giving
rise to ES cell colonies. However, in gelatin the ICMs
stopped growing and started dying off after 1-3 passages.
Taken together, it seems that supportive factors released
by the feeders (MEFs) are required for promoting ES cell
colony maintenance (survival and proliferation) rather
than playing a key role in embryo attachment and early
growth, which seems to occur in a surface-independent
manner. This is further supported by our very recently
published work [53] showing that maintenance of hES
cell grown in feeder-free culture depends on a dynamic
interplay between hES cells and autologously derived
hES cell-derived fibroblast-like cells, highlighting the
importance of establishing a regulatory stem cell niche
in vitro.
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From our point of view, the major contribution of this
study is the fact that this combined whole-blastocyst cul-
ture followed by laser drilling technology can be applied
equally with success to both good- and poor-quality blas-
tocyts that otherwise would not have even been used for
laser drilling to derive ES cell lines due to the inability
to distinguish the ICM. This technological advance
should encourage new initiatives aimed at deriving hES
cell lines from frozen poor-quality human embryos that
are normally discarded or not considered for ES cell de-
rivation.

Finally, long-term culture of mES cells [46] and hES
cells [37.44,50,54,55] is associated with karyotypic
changes, although it remains to be elucidated whether or
not the ES cell derivation process itself influences such
a loss of genetic stability. Here, we have analyzed
whether whole-blastocyst culture or laser drilling tech-
nology makes the ES cells more vulnerable to karyotypic
changes after long-term culture. All of our established ES
cell lines, acquired an abnormal aneuploid karyotype af-
ter extended culture periods, regardless of the derivation
method wsed, suggesting that the ES cell derivation
method does not influence the karyotype of the ES cell
lines. As it has been previously described by Jaenisch's
group [44], trisomy 8 was a common chromosomal ab-
normality in all of our ES cell lines established by whole-
embryo culture. However, ES cell lines derived using a
laser shooting method showed gains of chromosomes 1
and 2, but they never showed trisomy of chromosome 8.
Future studies may reveal the molecular and cellular
mechanisms underlying the different karyotypic changes
observed in ES cells obtained by different methodolo-
gies.

We speculate that rather than the ES cell derivation
method, the routine culture conditions used for mainte-
nance entails an ES cell culture adaptation and subse-
quent clonal evolution, which is likely to contribute to
these karyotypic changes. However, we must be cautious
and recognize that further genetic studies are needed to
clarify whether the ES cell derivation process itself or the
culture methods used for ES cell maintenance are re-
sponsible for the loss of genetic stability. This raises con-
cerns because it would limit any potential therapeutic use.
Besides the therapeutic potential of ES cells, loss of ge-
netic stability could subsequently compromise the bal-
ance between self-renewal and differentiation, affecting
cellular and molecular mechanisms such as cell cycle reg-
ulation, preliferation, and apoptosis. Increased knowl-
edge about genetic integrity of ES cells will undoubtedly
improve our understanding of the mechanisms for tumor
progression, particularly for tumors occurring in early
prenatal life [56; P. Catalina, submitted].

On the basis of these studies, our laboratory is actively
working in conjunction with multiple IVF clinics that are
assessing the willingness of couples who have undergone

an IVF process to donate, through an informed consent,
surplus frozen human embryos to our Institution. We can
then apply for ethical approval from the Embryo Re-
search Steering National Committee to start prospectively
experiments aimed at refining and applying this new tech-
nique for the derivation of hES cell lines from frozen
poor-quality embryos that represent very valuable human
material for research in cell therapy and basic biology. It
should be recognized that although differences between
mES cells and hES cells exist [57], caution is required
when extrapolating findings between species.
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IV. 6.- Criterios de Valoracion Morfolégicos de Oocitos, Embriones
tempranos y Blastocistos Humanos propuestos por ASEBIR: aplicabilidad
en embriones crioconservados donados para investigaciéon con células
madre. JL Cortés, G Ligero, L Sanchez, A Nieto, C Bueno, R Montes, P
Menéndez. Revista de la Asociacion para el Estudio de la Biologia de
Reproduccion (ASEBIR). Junio 2008. Vol. 14, n° 1, p 6-13.

INTRODUCCION: La Asociacién para el Estudio de la Biologia de la
Reproduccion (ASEBIR) ha publicado en sus Cuadernos de Embriologia
Clinica los Criterios de Valoracion Morfolégicos de Oocitos, embriones
tempranos y Blastocistos Humanos, buscando poder consensuar los criterios
de calidad entre todas las clinicas de reproduccion asistida espafiolas. Para la
evaluacion de la calidad embrionaria de aquellos embriones crioconservados
que han sido donados a investigacion, el Centro de Reproduccién Asistida
facilita al Banco Andaluz de Células Madre (BACM) toda la informacién
referente a cada embridn; desde la calidad que poseia previo a la congelacion,
el método de congelacién utilizado, asi como el tiempo que llevan los

embriones congelados, entre otros datos.

OBJETIVO: Desde el BACM nos hemos sumado a esta propuesta, para ver si
estos criterios de valoracion morfolégicos son extrapolables a los embriones
crioconservados que son donados a nuestro proyecto de investigacion para

derivacion de hESCs.

MATERIAL Y METODOS: Los Centros de Reproduccion Asistida de donde
proceden los embriones donados a investigacién han facilitado al BACM toda la
informacion referente a cada embrién, desde la calidad que poseia previo a la
congelacion, el método de congelacion utilizado, asi como el tiempo que llevan
los embriones congelados, entre otros datos. Los embriones fueron congelados
en estadio de division temprana (Dia +2/+3), y fueron clasificados
cualitativamente por las Clinicas de Reproduccion de origen siguiendo los
sistemas de evaluacion de la calidad embrionaria tradicionales, comparandolos

con los nuevos criterios propuestos por ASEBIR.
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RESULTADOS: Para realizar nuestros experimentos hemos utilizado 52
embriones que fueron congelados en estadio de division temprana (D+2 vy
D+3). Diecisiete embriones fueron congelados en Dia +2 (33%), mientras que
35 fueron congelados en Dia +3 (67%). En todos los casos se utilizé6 para
descongelar el protocolo de descongelacion complementario al utilizado para la
congelacion. Cinco embriones fueron congelados por el método de congelacién
ultrarrapida (10%). Los embriones restantes fueron congelados por el método
de congelacion lenta (90%). Para poder derivar nuevas hESC, partimos de 9
embriones que poseian antes de la congelacién calidad | (17%), 32 embriones
que poseian calidad Il (62%) y 11 embriones que poseian calidad Ill (21%).
Tras el proceso de descongelacion, nuestra evaluacion con criterios
tradicionales dio los siguientes resultados: 5 embriones con calidad | (10%), 23
embriones con calidad Il (44%), 9 embriones con calidad Il (17%), 10
embriones con calidad IV (19%), y tuvimos 5 embriones que se lisaron por
completo y que no pudieron ser evaluados (10%). Segun los nuevos criterios
propuestos por ASEBIR vy tras la descongelacién de los embriones obtuvimos
los siguientes resultados: 2 embriones de categoria A (4%), 4 embriones con
categoria B (8%), 11 embriones con categoria C (21%), y 30 embriones con
categoria D (58%). Queremos destacar que en 19 embriones (37%)
observamos la lisis de alguna blastdmera que no comprometi6 la supervivencia
de los embriones, pero que se tuvo en cuenta a la hora de reclasificar su
calidad. De los 52 embriones descongelados, 12 embriones llegaron al estadio
de blastocisto (23%), siendo en todos los casos embriones descongelados con
el método de descongelacion lenta y en dia +3 de desarrollo. Estos blastocistos
procedian de embriones de categoria A en dos ocasiones (17%), de embriones
de categoria C en 3 ocasiones (25%) y de embriones de categoria D en 7
ocasiones (58%). En ninguna ocasioén el blastocisto se originé a partir de un
embrion de categoria B. Respecto a la calidad blastocitaria evaluada con los
criterios de Gardner, obtuvimos 2 blastocistos con calidad 4AA (17%), 2
blastocistos con calidad 4BB (17%), 3 blastocistos con calidad 3BB (25%), 4
blastocistos con calidad 3CC (33%), y un blastocisto con calidad 2BB (8%).
Atendiendo a la nueva clasificacion de ASEBIR obtuvimos un solo blastocisto

con categoria A (8%), un solo blastocisto con categoria C (8%), y 10
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blastocistos con categoria D (83%). Ninguno de los blastocistos se evalué con
categoria B.

Los 12 blastocistos fueron liberados de la zona pelucida utilizando acido Tyrode
y puestos sobre “feeders” para proceder a la derivacion de hESCs. En 7 de los

blastocistos (58%) se pudo aislar la ICM.

CONCLUSIONES: Desde el BACM confirmamos que la propuesta de ASEBIR
para estandarizar los criterios de valoracion morfolégicos de oocitos, embriones
tempranos y blastocistos humanos es muy positiva y extrapolable en su mayor
parte a la manipulacién de estas células para propdsitos diferentes de la
reproduccién, aunque creemos que es necesario publicar un anexo que se
refiera concretamente a los embriones congelados, y que no sea tan exigente
con la variable de numero de células y ritmo de division. Este anexo especifico
para estos embriones seria util tanto para el propdsito de derivacién de hESCs,
donde la evolucion de los embriones al estadio de blastocisto es necesaria,
como para los programas de criotransferencia que se realicen dentro de los

Centros de Reproduccién Asistida.
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Criterios de Valoracion Morfoldogicos de Oocitos, Preembriones
tempranos y Blastocistos Humanos propuestos por ASEBIR

Morphological Assessment of Human Oocytes, early Embryos and Blastocysts
proposed by ASEBIR

José Luis Cortés*, Gertrudis Ligero, Laura Sanchez, Ana Nieto, Clara Bueno, Rosa Montes, Pablo Menéndez.
Banco Andaluz de Células Madre. Centro de Investigacion Biomédica. Universidad de Gramada. Campus de la Salud. Granada.
*Correspondencia; josel.cortes.sspa@juntadeandalucia.es

Aplicabilidad en preembriones crioconservados donados para investigacion con células madre.
Applicability in cryopreseved embiryvos donated to stem cell research.

RESUMEN

ASEBIR ha publicado en sus Cuadernos de Embriologia Clinica los Criterios de Valoracion Morfolégicos de Oocites, Preembriones
tempranos y Blastocistos Humanos, buscando poder consensuar los criterios de calidad entre todas las clinicas de reproduccion
asistida espanolas. Sin embargo, estos criterios no solo deben ser (tiles para los embriologos clinicos, sino que pueden servira
los embridlogos pertenecientes a centros de investigacion como ayuda para facilitar la derivacion de hineas celulares embrionarias
humanas asi como para estudios moleculares y genéticos basicos de embriologia humana. EL objetivo de este trabajo es mostrar
si los criterios publicados por ASEBIR son extrapolables a preembriones congelados donados a investigacion con células madre,
utilizando para ello los preembriones autorizados para un proyecto de investigacion del Banco Andaluz de Células Madre.

Palabras clave: Calidad blastocitaria, Calidad embrionaria, célula madre embrionaria humana, masa celularinterna, preembrion
congelado.

SUMMARY

ASEBIR proposed in its Clinical Embryology Notebooks the Morphological Assessment for Human Oocytes, early Embryos and
Blastocysts, aiming at reaching an agreement on the quality criteria between all Spanish assisted reproduction clinics.
Nevertheless, these proposed criteria not only will be useful to clinical embryologists, but can also be useful to embryologists
moving into basic research to help facilitate the derivation of human embryonic stem cells and further basic molecular and
genetic studies on human embryo development. The aim of this work is to discuss if the criteria published by ASEBIR are useful
and can be extrapolated to cryopreserved embryos which are donated to stem cell research using the authorized embryos for
an ethically and scientifically approved research project to be carried out at the Andalusian Stem Cell Bank.

Key words: Blastocyst quality, embryonic quality, human embryonic stem cell, inner cell mass, cryopreserved embryo

INTRODUCCION

Los estudios sobre células madre
constituyen en la actualidad uno de los
eampos con mds expectativas de la
biomedicina. Cuando en noviembre de
1998, el grupo estadounidense liderado
por James Thomson publicd los datos
sobre la derivacion de una linea de
células madre embrionarias humana
(hESCs, siglas inglesas de human
embryonic stem cells) a partir de un
blastocisto en fase de preimplantacion,
seabrio una nueva puerta de esperanza
para la curacién de enfermedades hasta

ahora incurables (Thomson y cols.,
1998). Estas células suponen una
herramienta de enorme valor para el
“screening” de nueveos farmaces, asi
como un modelo para estudiar la
etiologia de las enfermedades que
tienen su origen durante la etapa
embrionaria, o como fuente futura de
células en medicina regenerativa
(Menendez et al., 2006).

La legislacién en Espafia respecto al uso
de preembriones humanos sobrantes de
ciclos de fecundacién “in vitra™ (FIV)
estd actualmente regulada por la Ley

14,2006, sobre técnicas de reproduccién
asistida, por el Real Decreto 1301,/2006,
sobre células y tejidos humanos, y por la
Ley 14/2007, sobre investigacidn
biomédica. En nuestra interpretacion de
estas leyes, la pareja sometida a un ciclo
FIV puede dar un destino finala aguellos
preembriones sobrantes que se
encuentren crioconservados en
nitrogeno liguido, independientemente
deltiempo de congelacidn, siempre bajo
consentimiento informado de la pareja.
Los diferentes destinas paosibles que
pueden darse a los preembriones
sohrantes crioconservados son:

A
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> Su utilizacidn por la propia mujer
o cényuge.

> La donacion con fines reproductivos.

> la donacién con fines deinvestigacidn.

> El cese de su conservacién sin otra
utilizacidn.

Respecto a la utilizacién de preembriones
con fines de investigacidn, sdlo se
autorizara sise atiene a varios requisitos:

> Posesion del consentimiento informado.

> Que el preembridn no se haya
desarrollado in vitro mas alla de 14
dias después de la fecundacion,

> (Que la investigacion se realice en
centros autorizados.

> Que la investigacidn se realice
en base a un proyecto debidamente
presentado y autorizado por las
autoridades competentes

> (Que se especifiguen las posibles
relaciones de interés entre centros.

Esta legislacion deja a Espaiia en un
término  medio de permisividad,
englobdndola en el grupo de paises
donde estd permitide investigar con
preembriones sobrantes de ciclos de FIV
para derivar hESC (Canmadd, Holanda,
Australia, Suecia), lejos del grupo de
paises donde estd prohibido utilizar
preembriones para investigacidn con
hESC  (Irlanda, Austria, Noruega),
aungue un peldano por debajo del grupo
de pafses donde se pueden generar
preembriones con fines Umicos de
investigacion (Reino Unido, Bélgica,
Israel, Singapur).

Para la evaluacion de la calidad
embrionaria de aquellos preembriones
crioconservados que han sido donades a
investigacion, el Centro de Reproduccidn
Asistida facilita al Banco Andaluz de
Células Madre (BACM) toda la
informacidn referente  a cada
preembrion; desde la calidad que poseia
previo a la congelacion, el método de
congelacion utilizado, asi como el
tiempo que llevan los preembriones
congelados, entre otras datos.

ASEBIR, dentro de la Coleccion de
Cuadernos de Embriologia Clinica, ha
publicado los Criterios de Yaloracidn
Morfoldgicos de Oocitos, Embriones
Tempranos y Blastocistos Humanos. Esta
propuesta ha sido disefiada debido a la
falta de consenso en este aspecto clave

de la embriologfa clinica y que conlleva
problemas tan comunes como la
imposibilidad de generar estudios
multicéntricos con valoraciones de
calidad embrionaria comin, de
interpretar  informes clinicos de
laboratorios ajenos, o de comparar
datos bibliograficos.

Desde el BACM hemos querido sumarnes
a esta propuesta, para ver s estos
criterios de valaracion morfolagicos son
extrapolables a los preembriones
crioconservados que son donados a
nuestro proyecto de investigacién para
derivacion de hESC.

MATERIAL Y METODOS

Para poder disponer de material
biolégico para nuestras investigaciones,
el BACM ha realizado durante los afies
2006 y 2007 wuna campafa de
recuperacian de preembriones
sobrantes, tanto en hospitales publicos
andaluces como en clinicas privadas
(Cortes y «cols., 2007). Estos
preembriones han pasado los Comités
necesarios (Comité de Investigacidn con
Preembriones Humanos de Andalucia y
la Comisién de Sequimiento y Control de
la Donacion del Instituto de Salud Carlos
IT}, que han dado la autorizacion
pertinente para su uso en investigacion
a nuestro proyecto de investigacién.

Anivel deinfraestructura y organizacion
del espacio, disponemos de un completo
laboratorio de embriologia, dentro de
salas GMP (siglas inglesas de Good
Manufacturing Practice), con
equipamiento y personal cualificado
para realizar la manipulacién de estos
preembriones y su posterior derivacian a
hESCs (Cortes y cols., 2006a, b).

Para la configuracidn del laboratorio de
embriologia evaluamos las guias
propuestas por distintas asociaciones de
reproduccién asistida, observando que
el dnico enfoque fue el reproductivo,
haciéndose necesaria una actualizacidn
de dichas quias, debido a la existencia
de laboratorios de embriologfa que no
se dedican a realizar técnicas de
reproduccién (Cortes y cols., 2006b).

Los Centros de Reproduccidn Asistida de
donde proceden los preembriones
donados a investigacién han facilitado al
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BACM toda la informacidn referentea cada
preembrién, desde la calidad que posefa
previo a la congelacion, el método de
congelacién utilizado, asi como el tiempo
que llevan los preembriones congelados,
entre otros datos. Los preembriones
fueron congelados en estadio de division
temprana (Dia +2/+3), y fueron
clasificados cuabitabivamente por las
Clinicas de Reproduccion de origen
siguiendo los sistemas de evaluacidn de la
calidad  embrionaria  tradicionales
(Calderan y cols., 2002). Para los
preembriones que llegaron al estadio de
blastocisto utilizamos como criterio de
clasificacidn tradicional el propuesto por
Gardner (Gardner vy cols., 1998).

Segin los criterios propuestos por
ASEBIR, la valoracion morfoldgica en
estos  estadios ha  constituide
tradicionalmente la base de la
determinacién de la calidad
embrionaria. 5in embargo, aungue hay -
cierto consenso entre la definicidn deun
preembridn de buena o mala calidad, no
existe consenso entre laboratorios
cuando se trata de valorar preembriones
de calidades intermedias. El objetivo de
ASEEIR ha sido poder consensuar los
criterios de calidad, creando una nueva
tabla de clasificaciéon embrionaria,
cuando se trata del estadio de oocitos,
preembriones tempranos, o cuando se
trata de blastocistos. Nosotros nos
vamos a centrar en los dos dltimos
estadios,

La calidad embrionaria fue evaluada por
un embridlogo del BACM
inmediatamente después del procesade
descongelacion, v en los dias sucesivas
hasta su evolucidn a blastocisto, aunque
sélo mostramos en este trabajo la
situacion inicial postdescongelacién
(Tabla 1) y la calidad de aquellos
preembriones que legaron al estadio de
blastocisto (Tabla 2).

Una vez descongelados los
preembriones fueron lavados en medio
G-MOPS (Vitrolife, Suecia) v colocadas
en medio de cultivo (G-1y G-2 V.5 plus,
Vitrolife, Suecia). A continuacién se
evalud la calidad embrionaria en base a
los criterios de evaluacidn tradicionales
y también en base a los nuevos criterios
ASEBIR, y ademds se compararon con la
calidad embrionaria precongelacidn,
segin los datos facilitados por los
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Tabila 12 Tabla de asignacion de calidad preembrionaria segin los diferentes criterios en funcion de las variables consideradas.

P Gl

[T

Caliiud pre- Calidad posi= | Calisiad

[ | & tabil} Multinuche zcide Ciaaplasma Lona pelicisa el AGEIER
4 >33% Ne | Mo Rugoso Normal 4CIL__ | 4ci D
) 8 =35% No No Rugoso _Normal | ECII I 8CHL L.odf
| 141 lisadn | - Mo Rugoso Normal 2Cii | 8]
3 Mo No Rugass Norimal SCHI C
— 2 =10% Iguales Si Rugoze MNormal aCH 8]
2 No _lgunles N Mo vacuolas Norral 2C1 B
2 <108 No No Mo vacuolas Mormal pia i (%
2 No Iguales No Mo vacuolas Normal 2C1 B
2 < 10% ﬁ_e_i_ﬂ_ 1 Mo vacuolas Normal 2CI1 [&]
3 No lguales No No vacuolas Normal SCII B
5 =26% N Mo Mo vacuolas SChl c
4 =10%% lguales Mo | Mo vacuolas A Ac [+]
4 No Iguales No Mo vacuolas 4cHl | D |
4 Na lguales Mo No vacuolas | 4CH | b}
2+2 lisadas =358 lguales MNo Mo vacuolas 4CIII D
4 <10% Mo No Mo vacuolas Eliptica ACIHl D
i} Mo Mo MNo | Nowvacuolas Eliptica 6CIl C
4 Mo lguales Mo ‘Eq?;:;; MWormal 4cCn D
4 B Mo Nguoales Ma Mo vacuolas WNeormal 4ct 4c] D |
S+ lisada Mo lguales Mo Mo vacuolas MNormal 6l sCH c
6 0% No No Eocasns Normal 6C11 6CH C
— T [ S A —
2 D42 2 <35% lguales No Mo vacuolas Eliptica 2C1 2C0 g
23 D+3 1+1 lisada =35% _ No | Mo Mo vacuolas Nommal 2C1 1CIV D
24 D+3 T+ lisada No Mo | MNa Mo vacuolas Mormal 8C1 TCI A
25 D43 341 hisada <15% Mo Mo Mo vacuolas MNormal 400 3 3
26 B+3 4 =10% lguales | MNa No vacuolas Eliptica 4C1 ACH )
27 D+3 5 Mo Iguales Mo Mo vacuolis Narmal 5Cl SCI D
28 D+3 Mo Iguales Mo Mo vacuolas Normal 7€ sCHl 2]
24 13+3 3+2 lisadas =35% lguales Mo Novacuolas | Normal SCII 3Cv D
| 30 D+3 4 Iguales Mo Mo vacuolas MNarmal ACI ACl D
3 | D+3 Lisado - - - MNarmal SCIN - -
32 3 1+2 lisadas - | Mo No vacuolas Normal cui 11V I jpEar
L 3 D+2 | Lisado - - - Normal ciu - | -
34 D+2 Lisado = : - Normal 4cI 2
L] D2 | 3=1 lisada |puales Mo | Mo vacuolas Normal 4Cn icu | D
36 D43 4+2 lisadas Iguales Mo | Mo vacuolas Normal Gl 4C1 | D
i7 D+3 Lisado - - . . MNormal 6CII1 - | =
38 | D3 4 <35% Mo Mo Mo vacuolas Normal 4C1l 4CI 8]
| 39 | D+3 | 15 _%35% | lpuales No | Nowacwolas MNarmal SC1 s5C1 3]
40 D+3 1+2 lisadas No - No Mo vacuplas Narmal acu 1CI D
41 D43 5+1 lisada No [guales No Mo vacuolas Normal 6C1 sCIl D
42 D2 2 >26% Iguales No Mo vacuolas | MNormal 2cH acll [0
43 132 2+ lisada <35% lguales No Mo vacuolas Normal acu 2Cn >
44 D<2 141 lisada >35% No bacmes Eliprica ¢ e )Y
43 D2 Lisado <10% - - Normal 3c - -
46 D+2 1+1 lisada <35% . No LT Mormal 2011 1cv D
vacualas .
47 | D+ 1+ lisadas =35% # No o vacuolas Normal 3CU 1o | 3]
48 | D3 H <35% Iguales No No vacuoks Normal 4c 4ci | [
49 | ] Y No lguales MNo Mo vacuolas Mormal i TCl A
50 D+3 fi No Mo No Mo vacuolas Wormal GCll acll c
51 D3 1+5 lisadas Il _No | Novacuolas | Nommel | &CH__ | 1CV_ | D
52 D3 1+3 lisadas No Mo vacuolas Normal | 4C1 | 1CIV D

Centros de Reproduccidn de procedencia
(Tabla 1).

Los 52 preembriones que hemos
utilizado para este estudico fueron
congelados mediante dos métedas
distintos de crioconservacién. Poruna
parte, se utilizé el protocolo de
congelacidn denominado de
congelacian ultrarrapida (Trounson y
cols., 1988), vy que consiste en la
inmersidn directa de los preembrianes,

incluidos en dimetil sulféxido (DMSO),
en nitrégeno liquido. Por otra parte se
utilizé el protocaolo de congelacién lenta
(Freeze-kitl, Vitrolife, Suecia), que
consiste en el tratamiento de los
preembriones can un crioprotector que
ocupa el lugar del agua que hay en las
células mediante procesos osméticos,
seguido de un programa de congelacién
llevado & cabo por un congelador
pragramable (Nicool plus, Air Liguide,
Espafia).

El objetivo de nuestro proyecto de
investigacidn es poder derivar hESC a
partir de estos preembriones. Esta
derivacion consiste en el desarrollo de
los preembriones hasta estadio de
blastocisto, la liberacion de la zona
pelucida mediante el uso de dcido Tyrode
{Irvine Scientific, CA, USA), la posterior
colocacidon del blastocisto desnudo
saobre una superficie de células de
soporte  (feeders), v el posterior
aislamiento mecdnico de la masa celular
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interna (MCI), donde se encuentran las
hESCs.

RESULTADOS

Dia de desarrollo embricnario de los
preembriones utilizados y métodos de
congelacion/descongelacion utilizados

Para realizar nuestros experimentos
hemos utilizado 52 preembrionesque
fueron congelados en estadio de divisian
temprana (D+2 y D+3). Diecisiete
preembriones fueron congelados en
Dia +2 (32,7%), mientras que 35 fueron
congelados en Dia +3 (67,3%). En todos
los casos se utilizo para descongelar
el protocclo de descongelacién
complementario al utilizado para la
congelacian.

Cinco preembriones (Preembriones 1-5)
fueron congelados por el método de
congelacion ultrarrdpida (9,6%). Los
preembriones restantes (Preembriones
6-52) fueron congelados por el método
de congelacian lenta (90.4%).

Calidad embrionaria de los preembriones
pre- y post-descongelacidn siguiendo los
diferentes criterios de clasificacion.

Para poder derivar nuevas hESC,
partimos de 9 preembriones que poseian
antes de la congelacién calidad I
(17,3%), 32 preembriones que paseian

calidad 1T (61,5%) y 11 preembriones
que poseian calidad III (21,2%). Tras el
proceso de descongelacion, nuestra
evaluacidn con criterios tradicionales dio
los siguientes resultados: 5 preembriones
con calidad I (9,6%), 23 preembriones
con calidad 1T (44,2%), 9 preembriones
con calidad III (17,3%), 10 preembriones
con calidad IV (19.3%). y tuvimos 5
preembriones que se lisaron por completo
y que no pudieron ser evaluados (9,6%).
Seqlin los nuevos criterios propuestos por
ASEBIR y tras la descongelacién de los
preembriones obtuvimes los siguientes
resultados: 2 preembriones de categorfa
A (3,8%), 4 preembriones con categoria B
(7,7%), 11 preembriones con categoria C
(21,1%), y 30 preembriones con categorfa
0 (57,8%) (Tabla 1). Queremos destacar
que en 19 preembriones (36,5%)
observamaes la lisis de alguna blastdmera
que no comprometid la supervivenda de
los preembriones, pero que se tuvo en
cuenta a la hora de reclasificar su calidad.

Fase experimental de descongelacion y
establecimiento de hESCs: datos
preliminares.

De los 52 preembriones descongelades,
12 preembriones llegaron al estadio de
blastocisto (23,1%), siendo en todos los
casos preembriones descongelados con
el método de descongelacian lenta y en
dia +3 de desarrollo. Estos blastocistos
procedian de preembriones de categoria
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A en dos ocasiones (16,7%), de
preembriones de categoria C en 3
ocasiones (25,0%) y de preembriones de
categoria D en 7 ocasiones (58,3%). En
ninguna ocasion el blastocisto se
origing a partir de un preembriagn de
categoria B.

Respecto a la calidad blastocitaria
evaluada con los criterios de Gardner,
obtuvimos 2 blastocistos con calidad
4AA (16,7%), 2 blastocistos con calidad
4BB (16,7%), 3 blastocistos con calidad
3BB (25,0%), 4 blastocistos con calidad
3CC (33,3%), v un blastocisto con
calidad 2BB (8,3%). Atendiendo a la
nueva clasificacion de ASEBIR obtuvimos
un solo blastocisto con categoria A
(8,3%), un solo blastocisto con
categoria C (8,3%), y 10 blastocistos con
categaria D (83,4%). Ninguno de los
hlastocistos se evaluo con categoria B
(Tabla 2).

Los 12 blastocistos fueron liberados de
la zona pelucida utilizande acido Tyrode
y puestos sobre “feeders” para proceder
a la derivacién de hESCs. En 7 de los
blastocistos (58,3%) se pudo aislar la
masa celularinterna. En el momento de
escribir este trabajo, pequenas colonias
con morfologia similar a hESCs sequian
en cultivo y desarrollo buscando el
establecimiento de la linea celular,
correspendiendo al preembridn ndmero
24 yal preembridgn niimero 27,

Tabla 2: Tabla de asignacion de calidad del blastocisto segin los diferentes criterios en funcién de las variables consideradas.

Preembrion | Orpiintansid | Aislamicnto
[Calidad | Croamzch Zona g ; Cirado Culidsd | Calidad | de MCI para
il | nen oy Tamarto MCI Trofoectodermo s : o AR
embrionaria | blssadisio pelucida expansion Gardner ASEBIR derivacion
ASEBIR hESC
El blastocele
I Epitelio otip todo
13(D) | D+ Almnady Orval ¥ compactada FR00 pm2- 1900 2 homogéneo el volumen 4AA L Si
I Células elipticas del
preembridn
14(13) L6 _Oval ¥ compaciada <1900 pm2 Epitelio irregular 2HR D No
13(0) D Alinadi Oval y compactada <1200 pim2 I'I:H IIID_ isrogular 4B06 o 5i
El blastocele
Epitelio acupa todo
174C) D45 Afnada Oval y compactada 3800 pm2-1900 pm2 homogenco el volumen 4AA A No
Célukas elipticas del
preembridin o .
18(D) D=6 __Afinada | Owval y compaetada < 1900 pm2 Epitelio irregular ABB 8] Mo
El hlastocele
ocupa todo
240A) D+ <1900 pm2 Epitelico irregular el voelumen 4BB (8] 5i
el
preembridn
27 () 16 <1900 pm?2 Epitelio irregular 3BB 8} Si
28 (D) D6 <1900 pn2 Epitelio irregular iBB 5] Mo
L 3oy L D=6 1 . <1900 win2 Epitelio irregular ICC D No
48 {C) D+ = 1900 pm?2 Epitelio irrepular acc 8] =i
49(A) D=6 <1900 um2 p irregular 3CC D -]
S0 D6 <1900 pm2 Epitelio irpeaular ace 8] 5i
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DISCLUSION

En este estudio hemos intentado
comparar la calidad embrionaria de los
preembriones antes y despuds de la
congelacion, siguiendo los criterios
tradicionales, con la clasificacidn que
tendrian estos preembriones utilizando
los nuevos criterios de ASEBIR, con el fin
de observar si esta nueva clasificacién
es extrapolable a los criterios de calidad
embrionaria que se deducen serian
necesarios para derivar una linea de
hESCs. Para poder realizar esta
comparacion hemos tenido que obviary
transformar algunos términes que sélo
son aplicables al campo reproductive:

i) Derivacion de hESCs en vez de
capacidad de implantacién

ii) Dia de descongelacién en lugar de dia
detransferencia

Ademds, hemos observado gue en
los nuevos criterios de valoracion de
ASEBIR no se contempla informacidn
sobre los preembriones congelados, no
atendiéndose por tanto a la posibilidad
de que alguna blastomera resulte lisada
durante el proceso de descongelacidn.
Cuando este hecho ha ocurrido en
nuestro laboratorio, lo hemos tenido en

cuentaala hora de determinar la calidad
del preembrién (Tabla 1). De esta
manera y seqln el sistema de graduacion
de ASEBIR, la categaria A serfa para el
preembrién de Gptima calidad con
mdxima capacidad de derivar a hESCs, la
categoria B de buena calidad con
elevada capacidad de derivara hESCs, la
categoria C de calidad regular con una
probabilidad de derivar a hESCs
media/baja, y la categoria D para el
preembrion de mala calidad con una
probabilidad de  derivar a  hESCs
baja/nula. Este hecha nos hace
sospechar que algunos preembriones
gue hubieran podido tener categoria A 6
B previo a la congelacion, pasaran a
preembriones de categoria C 6 D al ser
descongelados, como el preembridn
ndmero 28, que habiendo sufrido lisis de
dos de sus  blastomeras (5
morfoldgicamente normales+2 lisadas)
(Figura 1A), con la consecuente bajada
en el criterio de valoracian ASEBIR de
categoria B a cateqoria D (Tabla 1), llega
al estadio de blastocisto (Categoria
ASEBIR D), aungue después no fuimos
capaces de aislar la MCI (Tabla 2).
Ademds, somos conscientes que la
presencia de estos restos de lisis celular
pueden dificultar, adn mds que la
presencia de fragmentos citoplasmaticos,

Figura 1 Ejemplos representativos de preembriones descongelados en el BACM.

la formacion de blastocistos de buena
calidad (Figura 1B).

Con respecto a los pardmetros
maorfoldgicos a evaluar por ASEBIR en
el estadio de D+2 y D43, vimos
concordancia entre los diferentes
criterios de valoracidn en todas las
variables consideradas, excepto en la
que se refiere a namero celular y ritmo
de division. Aungue la hora de la
congelacién no es un dato gque nos
hayan facilitado los Centros de
Reproduccion, abviamos que estuvo en
todos los casos dentro de los intervalos
de obhservacién recomendados por
ASEBIR, siendo en D+2: 44-47 horas
post-inseminacién, y en D+3: 67-71
horas post-inseminacién. En nuestra
experiencia tuvimos el claro ejemplo
del preembrién 27, que teniendo
calidad 5CI por los criterios
tradicionales, se clasificd con categoria
D segiin ASEBIR debide a un ritmo de
division algo mds lento (Tabla 1), llegd
al estadio de blastocisto, y tuvimos
éxito en el aislamiento de la MCI
para intentar la derivacidn de hESCs
(Tabla 2).

Nos ocurrié lo mismo a la hora de
comparar los distintos criterios de

1A: Preembrion en dia +3 inmediatamente
después de ser descongelado, y que paso de
ser 7CII a 5CIII, con lo que bajé segln los
criterios de ASEBIR de categoria B a categoria
D,

1B: Ejemplo representativa de un
preembridn en dia +5 donde se ahserva que
los restos de células lisadas estdn impidiendo
que el blastocele pueda ocupar todo el
volumen del preembrion. La flecha blanca
indica los restos de la célula lisada.

1C: Preembrion en dia +3 inmediatamente
después de ser descongelado, y que poseia
calidad tipo 11 debido a la forma eliptica de la
zona pelucida. Sequn los criterios de ASEBIR
se trata de un preembridn con categona D,
debido al bajo ndmero de células,

1D: Preembridn en dia +6, donde se observé
la evolucion a un blastocisto de calidad 4AA
segiin Gardner, y que debido a que no llego a
organizarse en blastocisto en dia +5 pasd a
tener calidad C segtin los criterios de ASEBIR.
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valoracién de la calidad cuando
observamos el estadio de blastocisto.
Mientras que vimos concordancia a la
hora de evaluar las wariables
consideradas por ASEBIR como el
aspecto de la zona pelucida, aspecto y
tamano de la MCl y del trofoectoderma,
vy el grado de expansién, cuando
evaluamos el dia de organizacidn del
blastocisto pudimos comprobar que
algun preembrion que alcanza una
calidad blastocitaria dptima respecto a
las demds variables, pasdo a ser
categoria C solamente porgue se
organizé en blastocisto en D+6, en
lugar de en D+5. Esto le ha ocurrido en
nuestro trabajo al preembrion 13
(Tabla 2). Teniendo en cuenta que
procedia de un preembrién ya
catalogado como categoria D cuando
estaha en D+3, es l6gico pensar queiba
a llevar acumulado este retardo en su
desarrollo (Figura 1C, D). Por tanto la
variable de namero celular y ritmo
de divisibn es para nosotros

independiente de la  calidad
morfoldgica que se consiga, ya que al
preembrion 13 también pudimos
aislarle la MCIL. Ademds, el hecho de que
todos los preembriones que llegaron a
blastocisto fueran congelados en dia +3
corrobora los estudios reproductives en
los que mantener en cultiva los
preembriones un dia mas antes de la
crioconservacién (Dia+2 vs. Dia+3)
permite seleccionar mejor la calidad de
estos (Sifer et al., 2006). Esto puede
tener implicaciones importantes para la
seleccion de preembriones congelados
destinados a derivar hESCs.

La tasa de éxito en la derivacién de
hESCs sigue siendo baja actualmente,
necesitdndose un gran ndmero de
preembriones para poder derivar un
nimero bajo de lineas establecidas vy
caracterizadas, sobre todo cuando los
preembriones a los que se puede optar
son los sobrantes de las técnicas de
reproduccicén asistida, y que, por tanto,

Figura 2 Evolucion a blastocisto y aistamiento de la MCI del preembridn 24.

Junio 2008 Vol. 14-Ne 1

no fueron prioritarios a la hora de
realizar la transferencia. Este hecho
ha dado lugar a que muchos grupos
de investigacian inmersos en la
derivacion de hESCs utilizando
tanto preembriones frescos como
cangelados, comiencen a tener en
cuenta la calidad embrionaria de estos
preembriones (Zhang et al., 2006;
Lerou et al., 2008). En nuestra
experiencia, las colonias que tenemos
actualmente han procedido de un
preembrién de categoria A, y gue
evoluciond a un blastocisto de
categoria D, en el caso del preembridn
24 (Figura 2), y de un preembrién de
calidad D, gue ewoluciond a un
blastocisto de categoria D, en el caso
del preembrign 27 (Figura 3), lo que
nos hace ver una vez mds que el ndmera
celulary el ritmo de division en nuestra
experiencia puede no ser un factor
limitante sobre la posibilidad de éxito
en derivacion.

1A; Preembrian 24 en dia +3 inmediatamente después de ser descongelado, y que pasd de ser 8CI a 7CII, aunque mantuvo la categoria A

seqin los criterios de ASEBIR.

1B: Preembridn 24 en dia +4, donde observamos la compactacidn en mdrula.

1C: Preembrion 24 en dia +6 donde ha alcanzado el estadio de blastocisto con una calidad 4BB seqin Gardner, y que debido a que no llegd a
organizarse en blastocisto en dia +5 pasd a tener calidad D seg(in los criterios de ASEBIR.

1D: Colonia primaria del preembrién 24 en dia +9, una vez liberado de la zona pelucida y colocado en “feeders”, La flecha negra indica donde

estaria situada la MCIL.

1E: Colonias con morfolegia similar a hESCs del preembrion 24 tras pase a "feeders” frescos una vez aislada la MCI.
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Figura 3 Evolucin a blastocisto y aislamiento de la MCI del preembrion 27.

1A: Preembrion 27 en dia +3 inmediatamente después de ser descongelado, y gue conservo una calidad de 5C1. Segin los criterios de ASEBIR
se trata da un preembrién con categoria D, debido al bajo niimero de células.

1B: Preembridn 27 en dia +4, donde observamos division celular,

1C: Preembrién 27 en dia +6 donde ha alcanzado el estadio de blastocisto con una calidad 3BB segin Gardner, y que debido a que no llegd a
organizarse en blastocisto en dia +5 paso a tener calidad D seg(n los criterios de ASEBIR .

1D: Colania primaria del preembridn 27 en dia +8, una vez liberado de la zona pelucida y colocado en “feeders”. La flecha negra indica donde

estaria situada la MCI,

1E: Colonias con morfologia similar a hESCs del preembridn 27 tras pase a “feeders” frescos una vez aislada la MCL

Desde el BACM opinamos que la
propuesta de ASEBIR para estandarizar
los criterios de valoracion morfoldgicos
de oocitos, embriones tempranos y
blastocistos humanos es muy positiva
y extrapclable en su mayor parte a
la manipulacion de estas células para
propdsitos diferentes de la
reproduccién, aunque creemos gue es
necesario publicar un anexo que se
refiera concretamente a los
preembriones congelados, y que no sea
tan exigente con la variable de nimero
de células y ritmo de division. Este
anexo  especifico  para  estos
preembriones seria atil tanto para el
propdsito de derivacion de hESCs,
donde la evolucién de los preembriones
al estadio de blastocisto es necesaria,
como para los programas de
criotransferencia que se realicen dentro
de les Centros de Reproduccian
Asistida.
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INTRODUCCION: Las hESCs han abierto una nueva area de investigacion en
biomedicina. La eficiencia en la derivacion de hESCs a partir de embriones de
mala calidad es muy baja y es dependiente del uso de fibroblastos

embrionarios murinos (MEFs) o fibroblastos humanos de prepucio (HFFs).

OBJETIVO: Se pretende optimizar el proceso de derivacién de hESCs a partir

de embriones de mala calidad.

MATERIAL Y METODOS: En este estudio hemos comparado tres condiciones
relacionadas con la supervivencia de los embriones tras su descongelacion, asi
como la mejora en la eficiencia del proceso de derivacion de hESCs: i)
tratamiento de los embriones con un inhibidor de ROCK Y-27632; ii) el uso de
células madre mesenquimales humanas (hMSCs) como superficie de
crecimiento; y iii) La tecnologia del laser (LD) como método de aislamiento de
la ICM. Doscientos diecinueve embriones congelados de mala calidad han sido
utilizados en este estudio. La mitad de los embriones descongelados fueron
tratados con Y-27632 (n=110), frente a la otra mitad de los embriones que no
fueron tratados (n=109). Los embriones supervivientes que consiguieron el
estadio de blastocisto (n=50) fueron cultivados sobre HFFs (n=21) o sobre

hMSCs (n=29). Las técnicas utilizadas para el aislamiento de la ICM fueron el
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método de cultivo directo del blastocisto (WBC), frente a la combinacion del
WBC y el LD.

RESULTADOS: La supervivencia embrionaria experimentd un incremento del
52% cuando los embriones se trataron con Y-27632. Las hMSCs facilitaron el
crecimiento de la colonia primaria y la derivacion de hESCs: tres lineas
pudieron ser derivadas sobre hMSCs (10,3% de eficiencia) mientras ninguna
hESC pudo ser derivada sobre HFFs (0% de eficiencia). Sin embargo, ni la
inhibicion con iIROCK ni el método de aislamiento utilizado mejoré la eficiencia
en el establecimiento de nuevas hESCs. Las hESCs derivadas sobre hMSCs,
denominadas GRA-1, -2, -3 fueron completamente caracterizadas y mostraron
una morfologia tipica de hESCs, euploidia, expresién de marcadores de
superficie y factores de transcripicion asociados a ESCs. Ademas mostraron
diferenciaciéon a las tres lineas germinales tanto in vitro como in vivo. Estas
lineas estan actualmente mantenidas sobre hMSCs y también se han
transferido a superficie de crecimiento libre de feeders, mantenidas con medio

suplementado por hMSCs.

CONCLUSIONES: Nuestros datos sugieren que Y-27632 incrementa la
supervivencia embrionaria y que las hMSCs facilitan la eficiencia de derivacién

de hESCs a partir de embriones de mala calidad.
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ABSTRACT

Background: Human ESCs have opened up a new area of research in biomedicine. The efficiency
of hESC derivation from frozen poor-quality embryos is very low and is normally achieved by
plating the embryos on mouse (MEFs) or human foreskin (HFFs) feeders. Here, we attempted fo
optimize the hESC derivation process from frozen poor-quality embryos. Methods and Results:
Three conditions were compared for improving embryo survival and hESC derivation efficiency: 1)
embryo treatment with the ROCK inhibitor Y-27632; 1i) the use of human mesenchymal stem cells
(hMSCs) as feeders; and i) the laser drilling (LD) technology for ICM isolation. Two hundred and
nineteen frozen poor-guality embryos were used. Thawed embryos were randomly treated with
(n=110) or without (n=109) Y-27632. Surviving embryos that developed to blastocyst stage (n=50)
were randomly co-cultured on HFFs (n=21) or hMSCs (n=29). The technique used for ICM isolation
was either whole-blastocyst culture (WBC) or WBC assisted by LD Embryo survival experienced a
52% increase upon treatment with Y-27/632. Human MSCs facilitated ICM outgrowth and hESC
derivation: three hESC lines could be derived on hMSCs (10.3% efficiency) whereas no hESC line
could be derved on HFFs (0% efficiency). However, neither ROCK inhibition nor the ICM isolation
method improved the efficiency of hESC establishment The hESC lines derived on hMSCs,
termed GRA-1-2, -3 were fully characterized and showed typical hRESC morphology, euploidy,
expression of ESC-associated surface markers and transcription factors, and displayed in wifro and
in vive multilineage developmental potential. These hESC lines have now been maintained stable
for over 28 passages on hMSCs and have also been successfully transferred to feeder-free culture
conditions and maintained in hMSC-conditioned media. Conelusion: Our data suggest that Y-
27632 increases embryo survival and that hMSCs significantly facilitate the efficiency of hESC

derivation from frozen poor-quality embryos.
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INTRODUCTION

Human embryonic stem cell (hRESC) research represents a nascent area of investigation. Human
ESCs are pluripotent stem cells derived from the inner cell mass (ICM) of human blastocyst-stage
embryos (Thomson et al 1998 Reubinoff et al, 2000). They are defined by bath robust self-
renewal capacity and pluripotent developmental potential in vitro and in vivo (Menendez et al.,
2006). Accordingly, cultures of hESCs represent a theoretically inexhaustible source of pluripotent
cells that can be differentiated into any cell type and therefore, have been hailed as a unique tool
for a range of biomedical applications such as cell replacement therapy, developmental biology,
drug discovery and disease modelling (Bueno et al., 2008a; Menendez et al., 2005).

The blastocyst quality, the ICM isolation method used and the culture conditions (feeders)
employed are likely the three main factors dictating either ESC derivation failure or success (Cortes
et al., 2007a, 2008). Regarding the blastocyst quality, in many countries worldwide only
cryopreserved human embryos created during in vitro fertilization (IVF) which are in excess of
clinical need or deemed clinically useless based on poor morphology may be used for hESC
derivation (Cortes et., 2007b). These frozen supernumerary human embryos are usually of poor-
quality (Lerou et al., 2008). The current methods to isolate the ICM are still controversial. The ICM
is usually isolated from the expanded blastocysts using a variety of techniques, including
immunosurgery (Solter et al., 1975), mechanical processes (Bongso et al 1994), and whole
blastocyst culture (WBC) methods (Kim et al_, 2005). These ICM isolation methods are associated
with some challenges, including the use of xeno-components, which may prevent the use of hES
cell derivatives in potential future therapeutic applications, and the low ES cell establishment
efficiency (Cortes et al., 2008). Recently, we and others have developed a laser-assisted system
for the isolation of the ICM from mouse and human embryos (Tanaka et al , 2006; Cortes et al ,

2007a, 2008; Turetsky et al , 2008). In addition, the derivation and maintenance of hESCs normally

http:!!humrep.gupjournals.org
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require the use of feeder cells (Amit et al | 2003). Up until now, either MEFs, STO fibroblast (Park
et al, 2004) or HFFs (Hovatta et al., 2003) were used as supporting feeders for hESC line
derivation. Despite that MEFs and HFFs are the most commonly used feeders for hESC co-culture,
we and others have recently showed successful hESC maintenance in human mesenchymal stem
cells (hMSCs) or hMSC-conditioned media (Cheng et al., 2003; Montes et al., 2009). In line with
the mesoderm origin of hMSCs, we hypothesize that hESC lines derived on hMSCs may be more
prone to differentiation toward mesodermal lineages (Ledran et al, 2008). Thus, the optimization of
hESC line derivation methods is challenging and it is still unclear which approach is the most
efficient (Hovatta et al., 2006).

Human ESCs are susceptible to apoptosis upon cell detachment and dissociation
(Watanabe et al, 2007). The selective Rho-associated kinase (ROCK) inhibitor Y-27632 has been
reported to increase the survival of dissociated hESCs and their cloning efficiency and to improve
their survival upon crypreservation (Watanabe et al., 2007; Martin-lbafiez et al., 2008; Li et al.,
2008, 2009). However, whether treatment of cryopreserved human embryos with the ROCK
inhibitor Y-27632 facilitates embryo survival and augments the efficiency of hESC establishment
still needs fo be examined.

In the present study, we attempted to optimize the hESC derivation process from frozen
poor-quality embryos. Three experimental conditions were compared for improving embryo survival
and hESC derivation efficiency: i) embryo freatment with the selective ROCK inhibitor Y-27632; ii)
the use of hMSCs as feeders and, i) the laser drilling (LD) technology for ICM isolation. Qur data
suggest that hMSCs significantly increase the efficiency of hESC derivation from frozen poor-
quality embryos. In contrast, despite treatment with Y-27632 inhibitor increased embryo survival,
neither ROCK inhibition nor the ICM isolation method used seems to enhance the efficiency of

hESC establishment.
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MATERIALS AND METHODS
Cryopreserved Human Embryos
This study was approved by our Local Authorities and the Spanish National Embryo Steering
Committee. Cryopreserved human embryos (n=219) were donated to this study upon informed
consent by couples that had already undergone an IVF cycle (Cortes et al_, 2007b). These human
embryos were frozen between 1995 and 2004.

As shown in our experimental design (Figure 1), the embryos were initially thawed in the
presence or absence of 10 pM of ROCK inhibitor Y-27632 (Sigma, St Louis, MO) (Narumiya et al |
2000), which has been previously reported to increase the survival of single clones of hESCs, their
cloning efficiency, their survival upon crypreservation (Watanabe et al | 2007; Martin-lbafiez et al ,
2008; Li et al., 2008, 2009). Y-27632 inhibitor was added to the human embryo culture media, G-1

v.b and G-2 v.5 (Vitrolife, Sweden).

Embryo outgrowth co-culture on allogeneic human feeders

Human embryos which survived and developed up to the blastocyst stage were cultured in tissue
treated four-well plates (BD Labware, Franklin Lakes, NJ) either on a confluent layer of v-ray-
inactivated (4000 rads) HFFs (Hovatta et al , 2003) or hMSCs (Schaffler and Buchler, 2007; Ucelli
et al, 2008; Garcia-Castro et al , 2008). HFFs were purchased from ATCC (SCD-1112SK). Human
MSCs were obtained from post-natal adipose tissue from healthy donors upon informed consent as
previously described (Cobo et al., 2008; Garcia-Castro et al., 2008). HFFs and hMSCs were grown
in IMDM and advanced-DMEM, respectively, supplemented with 10% FCS and 2mM L-glutamine.
The four-well plates were seeded with 0.5x10% cells/cm2 HFFs or hMSCs. Successful embryo

outgrowths were routinely maintained in medium consisting of 80% KO-DMEM supplemented with

http:Hhumrep.gupjournals.org
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20% KO Serum Replacement, 1% non-essential amino acids, TmM L-glutamine, 0.1 mM B-

mercaptoethanol and 8ng/mL of bFGF (all from Invitrogen, CA), independently of the allogeneic

human feeders.

ICM Isolation Methods
Two different experimental approaches were used for ICM isclation and further hESC line
establishment depending on the quality of the blastocyst: WBC method alone or WBC assisted by
laser (WBC+LD) (Cortes et al, 2008). This latter ICM isolation method has been previously
described (Cortes et al., 2008). WBC assisted by LD was employed for blastocysts with a large and
distinguishable ICM, while WBC alone was used for those blastocysts with a tiny or
indistinguishable ICM (Kim et al, 2005; Cortes et al., 2007a, 2008). Briefly, when WBC was used,
the zaona pellucida was removed by Tyrode’s Acid (Irvine Scientific, CA, USA) for no more than one
minute. Then, the whole-blastocyst was cultured in such a way that the trophoectoderm cells and
the ICM cells adhered fo the feeders (Figure 2A-D). Subsequently, the distinguishable ICM was
carefully plucked and transferred to a freshly prepared human feeder layer and allowed to expand.
Those blastocysts treated with WBC+LD were initially treated with Tyrode’s Acid for no
more than one minute, to assure the complete dissolution of zona pellucida, in such a way that the
trophoectoderm cells and the ICM adhered to the feeder layer. By day 3 of culture the
trophoectoderm cells began to expand leaving the ICM accessible, forming a dome-like structure
(Cortes et al., 2008). At this point, the trophectoderm cells were laser-shot, leaving the ICM free of
trophoectoderm cells and reducing the risk of dragging the trophectoderm cells when the ICM was
plucked and transferred to a freshly prepared human feeder layer (Cortes et al., 2008) (Figure 2A-

E).

http:Hhumrep.gupjaurnals.org
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Characterization of established hESCs

Established hESCs were characterized by indirect immunocytochemistry using antibodies against
SSEA-3, SSEA-4 (Developmental Studies Hybridoma Bank, University of lowa, USA), TRA-1-60
and TRA-1-81 (Chemicon, CA). Briefly, hESC colonies were cultured in chamber slides. Cells were
fixed in 4% of paraformaldehyde for 20 minutes followed by 30 minutes incubation in 10% normal
goat serum in PBS. Colonies were incubated with primary antibodies (1:100 dilution in PBS) for 1
hour at room temperature (RT). A FITC-conjugated ant-mouse IgM secondary antibody (1:100
dilution in PBS) was used for 30 minutes at RT (Jackson Laboratories Inc). The slides were
mounted in Vectashield containing DAPI (Vector Laboratories Inc). As a negative control, the
primary antibodies were replaced by PBS. The same markers were assessed by flow cytometry.
For flow cytometry analysis, an irrelevant isotype-match was used. Tripsin-dissociated hESC lines
were suspended in PBS+3%FBS at a concentration of 2-5x104 cells per 100 pL and incubated with
the specific primary antibody for 30 minutes at 4° C. After washing with PBS+3%FBS, cells were
incubated with 2.5 pL of FITC-conjugated goat anti-mouse lgG antibody (Immunotech, Marseille,
France). After 15 minutes at RT, the cells were washed in PBS+3%FBS and finally stained with 7-
aminoactinomycin D (/-AAD) (Immunotech) for 5 minutes at RT. Live cells identified by 7-AAD
exclusion were analyzed for expression of SSEA-3, SSEA4, Tra-1-60 and Tra-1-81 using a
FACSCanto-Il flow cytometer equipped with the FACSDiva software (BDB) (Bueno et al , 2008).

Alkaline phosphatase expression was demonstrated using the AP Detection Kit (Chemicon).

Molecular and cytogenetic analysis
The expression of the pluripotency-associated transcription factors Oct3/4, Nanog, Rex-1 and Sox2
was assessed by end-point RT-PCR (Catalina et al., 2008a). GAPDH was used as a housekeeping

gene control. The following PCR conditions were used: 5 min at 94°C, 35 cycles of 30 seconds at

http:f!humrep.ciupjournals.org
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94°C followed by 50 seconds at 60°C and 50 seconds at 72°C and a final extension of 10 min at
72°C and products were resolved in 1% agarose gel (Catalina et al., 2008a)
Conventional karyotyping analysis was performed as previously described in detail and

twenty to thirty metaphase spreads per hESC line were analyzed (Menendez et al_, 2005; Catalina

etal, 2008a, 2008b).

In vitro differentiation analysis

Near confluent hESCs were treated with collagenase IV for 5 min at 37°C, transferred (2x102
cellsicm?) to non-adherent plates and allowed fo differentiate spontanecusly by embryoid body
(EB) formation in DMEM supplemented with 20% FBS, 1% L-glutamine, 0.1 mM non-essential
amino acids and 0.1 mM B-mercaptoethanol with media changes every 4 days. After 21 days of EB
differentiation, EBs were spun down, fixed with 4% paraformaldehyde for 10 minutes and
embedded in paraffin (Catalina et al., 2008a). For each staining, three sections per specimen were
used. Then, the cells were incubated (1 hour at RT) with the primary antibodies anti-c-fetoprotein
(Santa Cruz Biotechnology; 1:500 dilution in PBS), anti-B-lll Tubulin (Chemican, 1:100 dilution in
PBS) and anti-smooth-muscle actin (Chemicon, 1:100 dilution in PBS). Slides were then incubated
with a byotinylated secondary antibody (30 minutes at RT) and a streptavidin peroxidase complex
(30 minutes at RT) (both from Vector Laboratories Inc). The immunostaining was visualized using

diaminobenzidine and counterstained with hematoxylin. All the washing steps were done in PBS.

In vivo teratoma formation into NOD/SCID-IL2Ry*- mice

http:Hhumrep.ogupjournals.org

157

Page 8 of 27



Page 9 of 27

Draft Manuscript Submitted to Human Reproduction for Peer Review

ANEXO 9
During routine passage, 20-50 clumps consisting of about 100 undifferentiated cells each were
harvested and injected into the testis of 6 to 8-week-old NOD/SCIDIL2Ry*- mice. Eight to ten
weeks later, the resulting teratomas were fixed in 10% neutral buffered formalin, embedded in
paraffin, and examined histologically after hematoxylin and eosin staining as previously described

(Cortes et al_, 2008; Catalina et al_, 2008a).

Short Tandem Repeats (STR) Typing

STR analysis was carried out using the Geneprint® Fluorescent STR Multiplex- 230 GammaSTR®
kit (Promega, Madison, WI). Electropherogram data were collected with 292 the ABI PRISM 3100
DNA Sequencer (Applied Biosystems), and analyzed using the 293 Genotyper®3.7 software

(Applied Biosystems) as previously described (Catalina et al | 2008a).

RESULTS

Y-27632 Rock inhibitor increases cryopreserved embryo survival

Y-27632 has been reported to increase the survival of dissociated hESCs and their cloning
efficiency and to improve their survival upon cryopreservation (Watanabe et al., 2007; Martin-
Ibafiez et al , 2008; Li et al , 2008, 2009). However, whether the treatment of cryopreserved human
embryos with Y-27632 facilitates embryo survival still needs to be examined. As shown in our
experimental approach (Figure 1), 219 poor-quality human embryos which had been
cryopreserved between 1995 and 2004 were thawed to establish hESC lines. Embryos were
randomly treated with (n=110) or without (n=109) 10uM of the Y-27632. Treatment with Y-27632

induced a 52% increase in embryo survival: 30 surviving embryos out of 110 thawed embryos

http:Hhumrep.gupjournals.org
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(27.3%) and 20 surviving embryos out of 109 thawed embryos (18%) in the presence and absence

of Y-27632, respectively. Thus, Y-27632 treatment increases the survival of thawed embryos.

Human MSCs facilitate the derivation of hESC lines from frozen poor-quality embryos
regardless the ICM isolation method
Next, we attempted to optimize the hESC derivation process from frozen poor-quality embryos
treated with or without Y-27632. We compared the effect of two distinct human feeders (hnMSCs
versus HFFs) and two different ICM isolation methods on the efficiency of hESC establishment.
Surviving embryos which reached the blastocyst stage were randomly transferred to a feeder layer
composed of hMSCs or HFFs to ascertain which of these allogenic human feeders better support
the expansion of the ICM and subsequent establishment of hESC lines. The ICM isolation method
consisted of whole blastocyst culture (WBC) alone for blastocysts with indistinguishable ICM or
WBC followed by laser drilling (LD) for human blastocysts with a large and distinguishable ICM.
Qut of the fifty embryos which survived the cryopreservation procedure and reached the
blastocyst stage (Figure 2A-C), 29 were plated on hMSCs and 21 on HFFs (Figure 1). The ICM
was subsequently isolated using either WBC (n=39, Figure 2D) or laser-assisted WBC (n=11,
Figure 2E), depending on the blastocyst quality. ICM outgrowths (Figure 2F) were allowed to
expand. Expanded ICMs were subsequently transferred to freshly prepared feeders and allowed to
grow further to give rise to hESC lines. Human MSCs used as feeders facilitated ICM outgrowth
and hESC derivation: three hESC lines could be derived on hMSCs (3 hESC lines out of 29
blastocysts: 10.3% efficiency) whereas no hESC line could be derived on HFFs (0 hESC lines out
of 21 blastocysts; 0% efficiency) (Figure 1). However, neither ROCK inhibition nor the ICM
isolation method contributed to an increased efficiency of hESC establishment (Figure 1). The

three hESC lines derived on hMSCs termed GRA-1-2, -3 were fully characterized. The STR typing
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profile (Supplementary Figure 1) clearly differs among GRA-1, GRA-2 and GRA-3 confirming the
unigue identity of these independently derived hESC lines and lack of cross-contamination among
them. Taken together, our data suggest that hMSCs significantly increase the efficiency of hESC
derivation from frozen poor-quality embryos while neither ROCK inhibition nor the ICM isolation

method seems to enhance the efficiency of hESC establishment.

In vitro and in vivo full characterization of the hESC lines derived on hMSCs

GRA-1, GRA-2 and GRA-3 hESC lines have been cultured for over 28 passages so far in either
hMSCs and also in feeder-free conditions using matrigel and MSC-conditioned media (MSC-CM).
No differences in in vifro and in vivo pluripotency and culture homeostasis were observed among
these hESC lines maintained in hMSCs and those grown in MSC-CM (data not shown). These
hESC lines derived on hMSCs retained typical hESC morphology (Figure 2G,H) and expression of
the pluripotency-associated surface markers AP (Figure 3A), Tra-1-60 (Figure 3B), Tra-1-81
(Figure 3C), SSEA-3 (Figure 3D) and SSEA4 (Figure 3E). Immunocytochemistry staining was
confirmed by flow cytometry (Figure 3 right panels). Similarly, all the three hESC lines expressed
the transcription factors Oct3/4, Nanog, Rex-1 and Sox-2 (Figure 4A) and remained karyotypically
stable (Figure 4B). Functionally, these hESC lines successfully differentiated in vitro through EB
formation (Figure 3A; left panel) into tissues representing the three germ layers: ectoderm (B-11I-
Tubulin+ cells; Figure 5A), mesoderm (Actin+ cells; Figure 5A) and endoderm (o-fetoprotein+
cells; Figure 5A). The gold-standard pluripotency assay relies on the ability fo form teratomas in
vivo upon Injection into immune-deficient mice. The three hESC lines derived and maintained in

hMSCs formed teratomas 8-10 weeks after inoculation. These complex and disorganized tumours
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contained a variety of tissues representing the three germ layers (Figure 5B), demonstrating the

pluripotent features of the hESC lines derived on hMSCs.

DISCUSSION

This study has prospectively examined the use of the Rock inhibitor Y-27632 and hMSC feeders
on embryo survival and hESC derivation efficiency from a large cohort of poor-quality human
embryos which had been cryopreserved for 4 to 13 years. In addition, two distinct ICM isolation
methods (WBC alone versus WBC combined with laser-assisted technology) were compared side
by side in this cohort of human embryos.

Treatment of cryopreserved embryos with Y-27/632 induced a 52% increase in embryo
survival. Y-27632 inhibitor has been recently reported to improve the survival of dissociated and
cryopreserved hESCs growing in suspension (Watanabe et al., 2007; Martin-lbafiez et al., 2008; Li
et al., 2008, 2009). Li et al (Li et al., 2009) have very recently proposed through elegant studies a
potential mechanism of action for Y-27632. Y-27632 seems to augment survival of hESCs not only
by decreasing the level of apoptosis but also through complementary mechanisms such as
increasing cellular adhesion by promoting stronger cell-cell interaction between cells (Li et al,
2009). However, to the best of our knowledge, no study has been performed to determine whether
Y-27632 inhibitor also improves survival of cryopreserved human embryos. The 52% increase in
embryo survival we report, opens up new avenues for investigators and clinicians not only in the
field of hESC research but also in human assisted reproduction to explore further potential
applications of Y-27632 or analogous compounds in a variety of clinical scenarios. From a more
clinical standpoint, whether Y-27632 facilitates IVF, embryo development toward blastocyst stage,
improves the efficiency of fertilized eggs achieving the blastocyst stage, enhances embryo survival

upon cryopreservation are still unanswered questions. We envision that the previously reported
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data about the role of Y-27632 on hESCs and our data showing the role of Y-27632 in enhancing
human embryo survival upon cryopreservation will encourage further investigations aimed at
optimizing protocols in IVF clinics.

We also demonstrate for the first time that hMSCs significantly increase the efficiency of
hESC derivation from frozen poor-quality embryos as compared to HFFs (10.5% versus 0%).
Three hESC lines (GRA-1, GRA-2 and GRA-3) were successfully derived in hMSCs and have now
been maintained genetically stable for over 28 passages on hMSCs and have also been
successfully transferred to feeder-free culture and maintained in hMSC-CM. They have been fully
characterized and show typical hESC morphology, euploidy, expression of ESC-associated surface
markers and transcription factors, and displayed in vitro and in vivo multilineage developmental
potential. The optimization of hESC derivation methods is advisable because all human embryos
are a limited resource and, in many countries only cryopreserved human embryos (normally of
poor-quality) are legally permitted for research (Cortes et al., 2007b, 2008b). Interestingly, neither
the freeze-thaw technique, treatment with Y-27632 nor the ICM isolation method influenced the
hESC derivation efficiency. We previously reported with fresh mouse embryos that the efficiency of
mESC derivation is superior when the whole-blastocyst culture is combined with laser-assisted
technology (Cortes et al, 2008a). However, the laser drilling technology did not offer any
improvement over the whole-blastocyst culture when frozen poor-guality human embryos were
used instead of fresh mouse embryos which are of better quality. The cellular and molecular
mechanisms underlying the role of hMSCs in facilitating embryo development and hESC
establishment needs to be elucidated. The signalling pathways that regulate embryo development
and promote ESC establishment are largely unknown. However, key developmental pathways
including Sonic hedgehog, Notch, Wnt, and bone morphogenic proteins are potential candidates

(Bailey et al., 2007; Bueno et al_, 2007). In fact, a number of soluble factors produced by supportive
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stroma/mesenchymal stem cells with novel stem cell expansion activities have been recently
identified as part of pathways associated with mesodermal induction (Hutton et al_, 2007). It should
be mentioned that hESC lines have been successfully derived in HFFs using fresh embryos
(Hovatta et al, 2006; Inzunza et al 2003). However, to the best of our knowledge this is the first
prospective study comparing two distinct human feeders to improve the derivation of hESC lines
from frozen poor-quality embryos.

Culture-expanded hMSCs largely support human hematopoietic stem cells in long-term
assays and their differentiation into myeloid, erythroid, megakaryocytic, osteoblastic or B-cell
lineages, even in the absence of added cytokines (Cheng et al., 2003). In line with the mesoderm
origin of hMSCs, we hypothesize that hESC lines derived on hMSCs may be more prone to
differentiation toward mesodermal lineages (Ledran et al , 2008). In fact, preliminary data show that
beating hESC colonies and differentiating EBs are much more frequently observed during routine
culture in comparison with other hESC lines derived on non-hMSC feeders. Studies are ongoing in
our Lab to determine and quantify to what extend these hESC lines derived on hMSCs are

predisposed to differentiation into multiple mesadermal tissues.

ACKNOWLEDGMENTS

This work was funded by the Health Department (0028/2006 & 0030/2006 to P.M) and Innovation
Department (P08-CTS-03678 to P.M) of Andalusian Government, The Spanish Ministry of Health
(FIS PI070026 to PM and FIS PI08171 to J.L.G-P). Research in JL.G-P’s Laboratory is also
supported by the ISCIII-CSJA (EMER07/056) and Marie Curie IRG (FP7-PEOPLE-2007-4-3-IRG).
C.B is supported by the FIS-ISCIII (CPO7/00059) and the Jose Carreras International Foundation
against the Leukemia (FIJC-05/EDThomas 2006). V.R-M is supported by The Marie Curie (FPT-

PEOPLE-IIF-2008). We are indebted to ANACER (Spanish Association of IVF clinics) and Dr.

http:a‘!humrep.}}dbpjaurnals.org

163

Page 14 of 27



Page 15 of 27

Draft Manuscript Submitted to Human Reproduction for Peer Review

ANEXO 9

Santiago Alvarez (University of Extremadura) for provision of cryopreserved human embryos from
couples who voluntary signed an informed consent. We also thank Teresa de la Cueva, Dr. Sara
Sanbonmatsu, Dr. Gema Lucena, Ruth Rubio, Dr. Javier Garcia-Castro and Prof. Francisco

Nogales for their outstanding technical assistance.

REFERENCES

Amit M, Margulets V. Segev H, Shakiri K, Laevski |, Coleman R and ltskovitz-Eldor J (2003)
Human feeder layers for human embryonic stem cells. Biol Reprod 68, 2150-2156.

Bailey UM, Singh PK, Hollingsworth MA (2007) Cancer metastasis facilitated by developmental
pathways: Sonic hedgehog, Notch, and bone morphogenic proteins. J Cell Biochem,102:829-839.

Bongso A, Fong CY, Ng SC, Ratnam S (1994) Isolation and culture of inner cell mass cells from

human blastocysts. Hum Reprod 9,2110-2117.

Bueno C, Lopes LF, Menendez P (2007) Bone marrow stromal cell-derived Wnt signals as a
potential underlying mechanism for cyclin D1 deregulation in multiple myeloma lacking
t(11;14)(q13;g32). Blood Cells Mol Dis, 39:366-368.

Bueno C, Montes R, Garcia-Castro J, Greaves M, Menendez P (2008) Human embryonic stem
cells: A potential system for modelling infant leukemia harbouring MLL-AF4 fusion gene. Drug
Discov Today: Dis Models 4, 53-60.

Bueno C, Montes R, Martin L, Prat |, Hernandez MC, Orfao A, Menendez P (2008) NG2 antigen is

expressed in CD34+ HPCs and plasmacytoid dendritic cell precursors: is NG2 expression in

leucemia dependent on the target cell where leukemogenesis is tniggered?. Leukemia 22, 1475-
1478.

Catalina P, Bueno C, Montes R, Nieto A Ligero G, Sanchez L, Jara M, Rasillo A, Orfao A,

Cigudosa J, et al (2008) Genetic stability of human embryonic stem cells: a first-step toward the

http:!!humrep.}:}%lpjournals.org

164



Draft Manuscript Submitted to Human Reproduction for Peer Review

ANEXO 9

development of potencial hESC-based systems for madeling childhood leukaemia Leuk Res. DOI-
101016/} leukres 2008.08.028.

Catalina P, Montes R, Ligero G, Sanchez L, de la Cueva T, Bueno C, Leone PE, Menendez P
(2008) Human ESC predisposition to karyotipic instability Is a matter of cell culture adaptation or
differential vulnerability among hESC lines due to inherent properties?. Mol Cancer 7; 76-82.

Cheng L, Hammond H, Ye Z, Zhan X, Dravid G (2003) Human adult marrow cells support

prolonged expansion of human embryonic stem cells in culture. Stem Cells 21:131-142.

Cobo F, Navarro JM, Herrera |, Vivo A, Porcel D, Hemandez C, Jurado M, Garcia-Castro J,
Menendez P (2008) Electron microscopy reveals the presence of viruses in MEFs but neither in
HFFs or hMSCs used for hESC maintenance: toward an implementation of microbiological quality

assurance program in stem cell banks. Clonning and Stem Cells 10, 65-74 .

Cortes JL, Cobo F, Catalina P, Nieto A, Cabrera C, Montes R, Concha A and Menendez P (2007)
Evaluation of the laser technique method to isolate the inner cell mass of murine blastocysts.
Biotechnol Appl Biochem 46, 205-209.

Cortes JL, Antificlo G, Martinez L, Cobo F, Barnie AH, Zapata A and Menendez P (2007) Spanish
stem cell bank interviews examine the interest of couples in donating surplus human IVF embryos

for stem cell research. Cell Stem Cell 1, 17-20.

Cortes JL, Sanchez L, Catalina P, Cobo F, Bueno C, Martinez-Ramirez A, Barroso A, Cabrera C,
Ligero G, Montes R et al. (2008) Whole-blastocyst culture followed by laser drilling technalogy
enhances the efficiency of inner cell mass isolation and embryonic stem cell derivation from good-

and poor-quality mouse embryas: new insights for derivation of human embryonic stem cell lines.
Stem Cells Dev 17, 255-267.

http:.’lhumrep.}}%pjaurnals.org

165

Page 16 of 27



Page 17 of 27

Draft Manuscript Submitted to Human Reproduction for Peer Review

ANEXO 9

Cortes JL, Menendez P (2008) Reproductive medicine meets human embryonic stem cell (hESC)
research: the need to adjust the regulatory framework to actual expectations and potential

detrimental consequences of hESC research. Fertil Steril. 10.1016/] fertnstert. 2008.05.041.

Garcia-Castro J, Trigueros C, Madrenas J, Perez-Simon JA, Rodriguez R, Menendez P (2008)
Mesenchymal stem cells and their use as cell replacement therapy and disease madeling tool J
Cell Mol Med 12, 1-14.

Hovatta O, Mikkola M, Gertow K, Stromberg AM, Inzunza J, Hreinsson J, Rozell B, Blennow E,
Andang M and Ahrlund-Richter L (2003) A culture system using human foreskin fibroblasts as

feeder cells allows production of human embryonic stem cells. Hum Reprod 18, 1404-1409.

Hovatta O (2006). Derivation of human embryonic stem cells: towards clinical quality. Reprod Fertil
Dev 16: 823-828.

Hutton JF, D'Andrea RJ, Lewis ID (2007) Potential for clinical ex vivo expansion of cord blood

haemapoietic stem cells using non-haemopoietic factor supplements. Curr Stem Cell Res Ther,
2:229-37.

Inzunza J, Gertow K, Stromberg MA, Matilainen E, Blennow E, Skottman H, Wolbank 3, Ahrlund-
Richter L, Hovatta O (2005) Derivation of human embryonic stem cell lines in serum replacement

medium using postnatal human fibroblasts as feeder cells. Stem Cells, 23: 544-549.

Kim HS, Oh SK, Park YB, Anh HJ, Sung KC, Kang MJ, Lee LA, Suh CS, Kim SH, Kim DW et al.
(2005) Methods for derivation of human embryonic stem cells. Stem Cells 23:1228-1233.

Ledran MH, Krassowska A, Armstrong L, Dimmick |, Renstram J, Lang R, Yung S, Santibanez-
Coref M, Dzierzak E, Stojkovic M et al. (2008) Efficient hematopoietic differentiation of human

embryonic stem cells on stromal cells derived from hematopoietic niches Cell Stem Cell 3, 85-98.

-
http:Hhumrep.}ai.Jpjournals.org

166



Draft Manuscript Submitted to Human Reproduction for Peer Review

ANEXO 9

Lerou PH, Yabuuchi A, Huo H, Takeuchi A, Shea J, Cimini T, Ince TA, Ginsburg E, Racowsky C
and Daley GQ (2008) Human embryonic stem cell derivation from poor-quality embryos Nat
Biotechnol 26, 212-214.

Li X, Meng G, Krawetz R, Liu S and Rancourt DE (2008) The ROCK inhibitor Y-27632 enhances
the survival rate of human embryonic stem cells following cryopreservation. Stem Cells Dev 17,
1079-1085.

Li X, Krawetz R, Liu S, Meng G and Rancourt DE (2009) ROCK inhibitor improves survival of

cryopreserved serum/feeder-free single human embryonic stem cells. Hum Reprod (in press).

Martin-lbafiez R, Unger C, Stromberg A, Baker D, Canals JM and Hovatta O (2008) Novel
cryopreservation method for dissociated human embryonic stem cells in the presence of a ROCK
inhibitor. Hum Reprod 23, 2744-2754.

Menendez P, Wang L and Bhatia M (2005) Genetic manipulation of human embryonic stem cells: a

system to study early human development and potential therapeutic applications. Current Gene
Therapy 5, 375-385.

Menendez P, Bueno C, Wang L (2006). Human embryonic stem cells: A journey beyond cell

replacement therapies. Cytotherapy 8, 530-541.
Montes R, Ligero G, Sanchez L, Catalina P, de la Cueva T, Nieto A, Melen G, Rubio R, Garcia-
Castro J, Bueno C, Menendez P (2009) Feeder-free maintenance of hESCs in mesenchymal stem

cell-conditioned media- distinct requirements for TGF-p and IGF-II. Cell Res (in press).

Narumiya S, Ishizaki T and Uehata M (2000) Use and properties of ROCK-specific inhibitor Y-
217632 Methods Enzymol 325, 273-284.

http:.’lhumrep.}}%pjournals.org

167

Page 18 of 27



Page 19 of 27

Draft Manuscript Submitted to Human Reproduction for Peer Review

ANEXO 9

Park SP, Lee KS, Ah Shin H, Cho HY, Chung KS, Kim EY and Lim JH (2004) Establishment of
human embryonic stem cell lines from frozen-thawed blastocysts using STO cell feeder layers.
Hum Reprod 19, 676-684.

Reubinoff BE, Pera MF, Fong CY, Trounson A and Bongso A (2000) Embryonic stem cell lines

from human blastocysts: somatic differentiation in vitro. Nat Biotechnol 18, 399-404.

Schéffler A and Buchler C (2007) Concise review: adipose tissue-derived stromal cells-basic and

clinical implications for novel cell-based therapies. Stem Cells 25, 818-827.

Solter D and Knowles BB (1975) Immunosurgery of mouse blastocysts. Proc Natl Acad Sci USA
72, 5099-5102.

Tanaka N, Takeuchi T, Neri QV, Sills ES and Palermo GD (2006) Laser-assisted blastocyst
dissection and subsequent cultivation of embryonic stem cells in a serum/cell free culture system:

applications and preliminary results in a murine model. J Transl Med 4, 20-32.

Thomson JA, ltskovitz-Eldor J, Shapiro SS, Waknitz MA, Swiergiel JJ, Marshal VS and Jones JM
(1998) Embryonic stem cell lines derived from human blastocysts. Science 282, 1145-1147.

Turetsky T, Aizenman E, Gil Y, Weinberg N, Shufaro Y, Revel A, Laufer N, Simon A, Abeliovich D,
Reubinoff BE (2008) Laser-assisted derivation of human embryonic stem cell lines from IVF

embryos after preimplantation genetic diagnosis. Hum Reprod 3:46-53.

Uccelli A, Moretta L and Pistoia V (2008) Mesenchymal stem cells in health and disease. Nat Rev
Immunol 8, 726-736.

Watanabe K, Ueno M, Kamiya D, Nishiyama A, Matsumura M, Wataya T, Takahashi JB, Nishikawa
S, Nishikawa S, Muguruma K et al. (2007) A ROCK inhibitor permits survival of dissociated human
embryonic stem cells. Nat Biotechnol 25,681-686.

http:Hhumrep.}a%pjournals.org

168



Draft Manuscript Submitted to Human Reproduction for Peer Review

ANEXO 9

LEGEND TO FIGURES:

Figure 1. Experimental strategy used for the derivation of hESC lines from poor-quality
frozen embryos using hMSCs. Two hundred and nineteen frozen poor-quality human embryos
were used in the present study. Embryos were randomly treated with (n=110) or without (n=109) a
chemical ROCK inhibitor (Y-27632). Surviving embryos which reached the blastocyst stage were
transferred to a feeder layer of hMSCs or HFFs to ascertain which of these allogenic human
feeders better support the expansion of the ICM and subsequent establishment of hESC lines. The
ICM isolation method consisted of whole blastocyst culture (WBC) followed by laser drilling (LD) for
human blastocysts with a large and distinguishable ICM. For blastocysts with very small or
indistinguishable ICM, WBC was used for ICM isolation. Established hESC lines were fully
characterized by morphology, immunocytochemistry, flow cytometry, karyotyping, STR analysis

and in vitro and in vivo differentiation potential into the three germ layers.

Figure 2. Representative pictures depicting the hESC derivation process from frozen-
thawed human embryos. A) Representative day-3 poor-guality embryos immediately after
thawing. B) Blastocyst in the cavitation stage. C) Poor-quality expanded blastocyst. D) Outgrowth
of a representative blastocyst adhered to hMSCs 3 days after ICM isolation (WBC technique). The
asterisk indicates the ICM. E) Outgrowth of a representative blastocyst adhered to hMSCs 3 days
after isolation method (WBC+LD). The asterisk shows the ICM. The black arrows depict the exact
laser shots (white dots). F) Replating of the expanded ICM onto hMSCs on passage 1 of culture.
G) Typical morphology of a hESC colony growing on hMSCs after >30 passages. H) A T25flask

phase-contrast image showing multiple hESC calonies growing on MSCs for >30 passages.
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Figure 3. Phenotypic characterization of the hESCs derived on hMSCs. A) Phase-contrast
image (left panel) and representative alkaline phosphatase (AP, right panel) staining B)
Immunochemistry staining against Tra-1-60. C) Immunochemistry stainig against Tra-1-81. D)
Immunochemistry staining against SSEA-3. E) Immunochemistry staining against SSEA-4. Nuclei
were counterstained with 4 6-diamino-2-phenylindole (DAPI, blue). The right panels confirm the
expression of Tra-1-60, Tra-1-81, SSEA-3 and SSEA-4 by flow cytometry. Isotypes are shown as

insets.

Figure 4. Molecular and cytogenetic characterization of the hESCs derived on hMSCs. A)
RT-PCR analysis showing expression of Oct 3/4, Nanog, Rex1 and Sox2 in undifferentiated hESC
cultures. GAPDH was used as housekeeping gene. B) A representative G-banding analysis

depicting euploid karyotype.

Figure 5. hESC lines derived on hMSCs and maintained in hMSCs or hMSC-CM retain
potential for three germ layer differentiation. A) Histological analysis of EBs showing
spontaneous in vitro differentiation into ectoderm (p-lll Tubulin +), mesoderm (Actin +) and
endoderm (c-fetoprotein +). B) Teratomas developed 6-10 weeks after inoculation of hESCs under
the testicular capsule. Histological studies revealed the presence of tissues representing the three
germ layers: ectoderm (left panels), mesoderm (middle panels) and endoderm (right panels).
Representative image of a confrol testicle non-injected with hESCs showing normal seminiferous
tubules is shown.

Suppl Figure 1. STR Analyses of the newly derived hESC lines. Distinct STR profiles for GRA-

1, GRA-2 and GRA-3 hESC lines.
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Importancia de un laboratorio de embriologia y la presencia de un

embridlogo en el proceso de derivacién de hESCs.

Tradicionalmente, el laboratorio de embriologia ha estado enfocado
siempre para realizar técnicas de reproduccion asistida, concretamente dentro
del campo de FIV. Sin embargo, tras el descubrimiento de las hESCs y su
contribucion en futuras aplicaciones en medicina regenerativa, existen
numerosos centros de investigacion y bancos de tejidos que han introducido
programas de derivacién de hESCs usando embriones congelados sobrantes
de ciclos de FIV, dando al laboratorio de embriologia una nueva perspectiva.

La derivacion de hESCs y el mantenimiento de su viabilidad requieren
técnicas meticulosas y procesos libres de cualquier contaminacién. Este ultimo
aspecto es crucial en el proceso de derivacion de hESCs debido al limitado
numero de embriones disponibles y a la tasa de éxito que se esta consiguiendo
actualmente (Hoffman et al., 2005).

Las hESCs son obtenidas principalmente de la ICM de los blastocistos.
En este proceso, las colonias conseguidas con morfologia indiferenciada son
seleccionadas y subcultivadas buscando obtener lineas celulares estables
fenotipica y genotipicamente, ademas de estar libres de contaminacion.

Para poder realizar este proceso es importante la figura de un
embridlogo experto en la manipulacién de embriones. Ademas, se necesitan
también unas infraestructuras y equipamiento adecuados para poder realizar
con garantias la derivaciéon de hESCs. Este laboratorio de embriologia debe ser
una estructura organizativa dinamica basada en la aplicacion tanto de
programas de calidad como de bioseguridad. Por lo tanto, el proceso de
derivaciéon de hESCs deberia ser llevado a cabo en un area especifica por
personal cualificado en la descongelacion de embriones y posterior evolucion al
estadio de blastocisto. Este propdsito es muy similar al realizado en un
laboratorio de FIV, aunque existen diferencias claras en el destino final de los
embriones, si lo comparamos con el laboratorio de embriologia propuesto para
un centro de investigacion dedicado a derivar hESCs. Ademas, para realizar la
manipulacion de embriones destinados a derivar hESCs para una futura
aplicacion terapeutica se necesitarian salas blancas procurando una

manipulacion del material bioldégico aséptica, trabajando ademas con un
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sistema de monitorizacion ambiental que reduzca el riesgo de contaminacién
(Cobo et al., 2005, 2006a, 2006b). Estas diferencias impiden la extrapolacién
de los consejos propuestos por las diferentes guias, publicadas por las
principales Asociaciones Internacionales de Reproduccion Asistida, al

laboratorio de embriologia propuesto para la derivacion de hESCs.

Recuperacién de embriones sobrantes de ciclos de FIV para investigacion

con células madre: experiencia en el Banco Andaluz de Células Madre.

Actualmente, existe una discusion extensa acerca de los aspectos éticos
del uso de los embriones humanos para investigacidon con células madre
(Edwards, 2005; ESHRE Taskfore on Ethics and Law, 2002; McLaren, 2001).
Parte de esta discusion expresa el intenso debate publico que existe sobre los
aspectos éticos y demas implicaciones que ofrecen las técnicas de FIV y los
procesos derivados de las mismas (Edwards y Beard, 1997). En los
tratamientos de FIV, el numero de embriones generado excede la mayoria de
las veces del necesario para satisfacer el deseo de maternidad de una pareja,
haciendo de los embriones sobrantes de estos ciclos, una fuente de material
bioldgico sin precedentes para poder llevar a cabo investigaciones con células
madre. En el aio 2003, la Asociacion Norteamericana SART-RAND estimo en
400.000 los embriones congelados en Estados Unidos tras consultar a 430
clinicas de reproduccion (Hoffman et al., 2003; Kaiser Network, 2007). En el
mismo ano, se estimdé que en Espaia habia 100.000 embriones congelados
tras consultar a 203 clinicas de reproduccion. Aun siendo un pais de gran
tradicion catdlica, Espafia actualmente disfruta de una legislacion permisiva y
un buen ambiente ético respecto al uso de embriones sobrantes de ciclos de
FIV para su destino a investigacion con células madre (Ley 14/2006, Ley
14/2007).

Los bancos de lineas celulares necesitan derivar nuevas hESCs para la
distribucion internacional de las mismas, y como material para sus proyectos de
investigacion propios.

Hemos examinado el interés de 97 parejas sometidas a una entrevista
donde se buscaba que tomaran una decision acerca del destino de sus

embriones congelados. En este estudio, casi la mitad de las parejas
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entrevistadas optaron por la donacién de sus embriones a investigacion, frente
a un 2.8% en el estudio realizado por SART-RAND.
Aunque nuestro objetivo y el de SART-RAND publicado en 2003 han

sido claramente diferentes, nuestros resultados han contrastado en gran

medida con los que obtuvo esta Asociacidon Norteamericana. En nuestra

opinidn, existen razones que explicarian estas diferencias (Tabla 6).

a)

El objetivo principal del estudio realizado por SART-RAND fue
determinar, mediante un cuestionario, el numero de embriones que
serian destinados a investigacion. En cambio, nuestro objetivo fue
conocer el numero de embriones congelados durante mas de 3 afos
y la tasa de embarazo conseguida.

El estudio de SART-RAND se llevé a cabo mediante el envio postal
de un cuestionario. En vez de eso, nuestro estudio se llevé a cabo
mediante una entrevista personal formal. Encontramos que esta
estrategia ayudo a las parejas a resolver sus dudas tanto en los
aspectos éticos como cientificos. Estas entrevistas se realizaron de
manera objetiva, evitando el riesgo de ser persuasivos para facilitar
la donacidn a la investigacion.

La encuesta realizada por SART-RAND incluyé a parejas en
diferentes pasos dentro del proceso de FIV, incluyendo parejas que
aun no se habian sometido a la intervencién, asi como parejas en
pleno proceso de tratamiento. Este hecho se tradujo en que la
mayoria de las parejas optaron por seguir conservando sus
embriones congelados para poder disponer de ellos en un futuro. Sin
embargo, en nuestro estudio, las 97 parejas llevaban con los
embriones congelados mas de 3 anos. Llegados a este punto,
aproximadamente el 35% de las parejas tenian nifios, y cerca del
30% de ellas obtuvieron gemelos, mientras que soélo unas pocas

tuvieron trillizos.
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Tabla 6: Razones potenciales que explican las diferencias en el programa de
donacion de embriones a investigacion con hESCs entre nuestro estudio y el
publicado por SART-RAND.

Razones posibles para la
diferencia entre estudios

Hoffman et al. (2003) Estudio del BACM

Como fue ldgico, estas circunstancias hicieron que la donacién de los

embriones sobrantes a investigacion fuera mas factible. De hecho, nosotros
sospechamos que si en el estudio llevado a cabo por SART-RAND se hubiera
optado por una entrevista personal, habrian aparecido parejas con embriones
de mas de 3 anos de congelacidon, que habrian donado sus embriones a
investigacion, y los resultados habrian sido mas proximos a los obtenidos en
nuestro estudio. Ademas, aunque la donacion de embriones frescos a
investigacion esta prohibida en muchos paises, un estudio realizado en Suecia,
donde este proceso si esta permitido, encontré una gran proporcion de parejas
(92%) que prefirieron donar los embriones que carecian de calidad necesaria
para ser transferidos o congelados a investigacion antes de que fueran
destruidos (Bjuresten y Hovatta, 2003). Por esta razon, si hubiera un cambio de
legislacion en Espafia, seria posible acceder a embriones frescos descartados
por su mala calidad como fuente de material biolégico para investigacion.
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Conexiéon entre la medicina reproductiva y la investigacion con hESCs:
necesidad de ajustar el marco legislativo a las actuales expectativas y a
las posibles consecuencias perjudiciales que la investigacion con hESCs

podria conllevar.

Como hemos mencionado en el apartado 1 de esta discusién, la
presencia de un embridlogo en un centro de investigacion o banco de lineas
celulares es importante para derivar hESCs. En nuestra experiencia, los
embridlogos expertos con muchos afos de experiencia en reproducciéon
asistida, y que han cambiado su carrera profesional para realizar investigacion
basica/terapéutica con hESCs van a necesitar un periodo de adaptacion a nivel
legislativo. Desafortunadamente, en muchas circunstancias, estos embridélogos
que han trabajado bajo un ambiente clinico pierden su motivacion cientifica al
comenzar a trabajar en investigacion basica y se formulan preguntas
concernientes a lo que ellos piensan que es una extremadamente rigurosa
legislacidn al respecto para poder realizar diariamente su trabajo. Brevemente,
desde una perspectiva ética y moral, el embridlogo clinico destaca que ellos
son capaces de realizar su trabajo de reproduccién asistida sin necesidad de
utilizar salas GMP y con menos regulacion a nivel legislativo, consiguiendo el
nacimiento de nifios sanos. Estos embridlogos consideran que debido a vacios
éticos y legales, la investigacion con hESCs esta regulada de manera muy
estricta y que estan obligados a trabajar bajo rigurosas y exhaustivas
regulaciones con los mismos requerimientos aplicados a todo el tejido
embrionario.

La Directiva 2004/23/EC cubre tanto a las clinicas de FIV como a los
bancos de tejidos. En los primeros borradores de la Directiva se observaron
unos requisitos de calidad muy exigentes, sobre todo con respecto a la calidad
del aire tipo A de las salas GMP donde se iban a manipular estos tejidos y
células. Esta Directiva ha sido evaluada por profesionales envueltos en
reproduccion asistida, criticando el impacto que sufririan las clinicas de
reproduccion si tuvieran que cumplir todas las exigencias de la Directiva
(Mortimer, 2005). Estas criticas son, en nuestra opinién, pragmaticas tanto
desde un punto de vista financiero como politico, ya que este tipo de

requerimientos se traduciria en una gran inversiéon de adaptacion de los
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laboratorios, que conllevaria el encarecimiento de los ciclos de FIV. Muchas
parejas no podrian permitirse el gasto monetario para realizarse el ciclo, con lo
que disminuiria la demanda, y muchas clinicas de reproduccion tendrian la
obligacion incluso de cerrar.

Las hESCs estan llegando a ser una herramienta biolégica sin
precedentes, no solo para terapia celular, sino en investigacion basica en el
campo de la embriologia humana, modelos de enfermedad, efectividad de
drogas e investigacion con cancer (Bueno et al., 2008). La Directiva Europea
s6lo cubre la investigacion cuando va a tener una aplicacién directa en
humanos, y no regula los tipos de investigacion basica descritos arriba. Esto
sugiere que hay una necesidad urgente de establecer comités que regulen el
desarrollo de politicas de responsabilidad.

En el momento que la investigacion con hESCs tenga una aplicacion
terapéutica para transplante alogénico, decenas e incluso miles de pacientes
van a estar expuestos a riesgo de contaminacion cruzada debido al transplante
con este tipo de células (Braude et al., 2005), lo que sugiere que la seguridad y
calidad del proceso tiene que ser demostrada antes de iniciarse, para que se
produzca un verdadero beneficio en el paciente. Por el contrario, en una clinica
de reproduccion asistida que tiene puesto a punto un programa de donacion de
embriones, esta donacion seria para un numero mucho menor de pacientes.
Por ello, existen algunas cuestiones que deberian ser analizadas
minuciosamente para confirmar si estas regulaciones pueden ser usadas para
medicina reproductiva, para investigacion con hESCs, o para ambas.

Aunque el numero de hESCs se ha incrementado considerablemente en
los dos ultimos afos, pocas lineas han sido completamente caracterizadas, lo
que hace que no tengan la seguridad y eficacia necesarias para poder ser
utiizadas (Braude et al., 2005). Hasta ahora, la mayoria de las hESCs
establecidas no han sido cultivadas en condiciones para ser utilizadas en
aplicacion en humanos. Incluso los embriones de los que provienen estas
hESCs carecen de condiciones de cultivo adecuadas para transplante en
muchas ocasiones. Nosotros pensamos que el uso prematuro de una terapia
celular utilizando hESCs pondria a muchos pacientes en riesgo de sufrir
enfermedades virales y prionicas (Cobo et al., 2005, 2008).
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En nuestra opinién, debe existir un periodo de adaptacion en aquellos
embriologos expertos en reproduccidn que ahora estan envueltos en
investigacion con hESCs. En esta adaptacion, estos embridlogos deben
comportarse como auténticos manipuladores de tejido destinado a ser
transplantado, y este hecho es el que conlleva que operen segun unas reglas
legales mas estrictas. Sin embargo, aunque deben existir unas minimas reglas
para la investigacion basica con hESCs, no deben ser tan estrictas en este
campo, ya que harian el proceso mas lento y dificultoso, ademas de provocar
que muchos laboratorios no puedan realizar este tipo de estudios, al no poder

hacerse cargo de la inversién que exige la Directiva.

Evaluacion de una técnica laser para el aislamiento de la ICM de

blastocistos de ratén.

Tras los resultados obtenidos en este primer estudio piloto, donde
hemos evaluado la utilizacion de un nuevo modelo de derivacion de ESCs en
modelo murino utilizando la técnica laser, publicada por primera vez por el
grupo de Palermo (Tanaka et al., 2006), observamos que el método de cultivo
directo del blastocisto propuesto por Kim (Kim et al., 2005) fue mas efectivo
que la técnica laser respecto al grado de adhesion y aislamiento de la ICM
(70% versus 52,4%). Teniendo en cuenta que para este estudio utilizamos la
técnica laser solamente para los blastocistos de buena calidad, y que la unica
desventaja del meétodo de cultivo directo es el riesgo de que las células del
trofoectodermo enmascaren a las de la ICM (Bongso et al., 1994), somos de la
opinion de que la técnica laser es aun susceptible de ser mejorada. Ademas,
pensamos que es importante tener en cuenta la calidad de los blastocistos
murinos para seleccionar el método de derivacion mas adecuado para poder
extrapolarlo en un futuro al modelo humano.

Por otra parte, independientemente del método de aislamiento de la ICM
utilizado, es una opinion generalizada que las hESCs derivadas sobre MEFs no
deben ser utilizadas para una futura aplicacién terapéutica. Este hecho ha
animado a diversos grupos de investigacion a crecer las células sobre células
alimentadoras humanas (Genbacev et al., 2005), células inmortalizadas (Park

et al., 2004), células alimentadoras que provienen de hESCs (Stojkovic et al.,
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2005) y el cultivo en Matrigel™ (Amit et al., 2003). En este estudio piloto
nosotros encontramos mejor tasa de adhesion cuando usamos MEFs frente al
uso de gelatina utilizando al técnica de laser (80% versus 27,3%). Usando el
método de cultivo directo del blastocisto obtuvimos mejor tasa de adhesion
usando gelatina, pero con una diferencia muy pequefa respecto al uso de
MEFs (66,7% versus 75%). Si uno de nuestros propdsitos es no tener que
depender del cultivo e inactivacion de células alimentadoras para mantener los
cultivos de células madre, debemos incrementar nuestros esfuerzos en
conseguir un cultivo de calidad sobre superficies de crecimiento libres de
células. Ademas, el uso de MEFs puede presentar riesgos especiales de
contaminacion microbiolégica en el cultivo de hESCs (Ej. micoplasmas,
bacterias, levaduras y hongos) (Stacey et al., 2006). Del mismo modo, la
contaminacion viral de células alimentadoras es un riesgo comun en todos los
productos biotecnoldgicos derivados de lineas celulares, independientemente

del origen de las especies (Cobo et al., 2006b).

El cultivo directo del blastocisto seguido de tecnologia laser mejora la
eficiencia en el aislamiento de la masa celular interna y en el
establecimiento de una linea celular a partir de embriones de buena y

mala calidad.

Profundizando en los resultados preliminares obtenidos en el
experimento piloto discutido en el apartado anterior, el Banco Andaluz de
Células Madre ha seguido aunando esfuerzos con el objetivo de optimizar
nuevos métodos de derivacion de hESCs que aumenten la eficiencia de
derivacion. La mejor manera tedrica de realizar estas innovaciones seria
utilizando embriones humanos. Sin embargo, esto representa un reto cientifico
y logistico por diversas razones:

a) Muchos paises europeos, asi como Estados Unidos tienen regulaciones
estrictas respecto al uso de embriones para investigacion, y que les
impiden desarrollar proyectos de investigacion (Ej. derivacion de hESCs
utilizando tecnologias innovadoras).

b) Muchos laboratorios no tienen acceso a embriones sobrantes de ciclos
de FIV.
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c) El uso de embriones humanos implicaria una gran pérdida de material
biolégico muy preciado cuando aun no se sabe la eficiencia de las
nuevas estrategias de derivacion.

Aunque existen diferencias entre la embriogénesis de ratones y
humanos, los experimentos en modelo murino podrian ser extrapolados al
modelo humano. En nuestro caso podrian dar respuesta a nuevas estrategias
para derivar hESCs.

En este experimento desarrollamos una nueva estrategia basada en la
combinacion del cultivo directo de los blastocistos seguida de la destruccion de
las células del trofoectodermo mejorando la eficiencia de aislamiento de la ICM
y derivacion de ESCs. Hemos demostrado que estos dos parametros son
significativamente superiores utilizando esta técnica que utilizando el cultivo
directo del blastocisto y la tecnologia laser como métodos aislados. Debemos
apuntar que nuestra eficiencia de derivacion no es la mas alta del panorama
cientifico, superada por los estudios de otro grupo (Bryja et al., 2006a, 2006b).
Aparte de que nuestro estudio difiere del de Bryja en el uso de distintas cepas
de ratén, nuestra menor tasa de derivacién también es debida al uso de
distintos enfoques técnicos. Nuestro objetivo fue innovar con un nuevo método
fisico basado en la utilizacion del laser y no evaluar medios y condiciones de
cultivo diferentes. Ademas, en este experimento hemos querido tener en
cuenta la calidad de los blastocistos para plicar la técnica del laser. Hemos
querido optimizar y comparar nuestra nueva tecnologia en blastocistos de
buena y mala calidad, buscando si en blastocistos de mala calidad se podria
aumentar la eficacia en el aislamiento de la ICM y derivacion de ESCs,
teniendo en cuenta que estos blastocistos no pueden ser utilizados con otros
métodos de derivacion.

Nosotros pensamos que ademas del método de aislamiento de la ICM,
la calidad del blastocisto representa un factor clave en la tasa de derivacion de
ESCs. Somos ademas conscientes de que los blastocistos humanos
disponibles para derivacion de hESCs son de mucha peor calidad que los
blastocistos de raton, lo que explica que las tasas de derivaciéon de hESCs
publicadas por distintos grupos sean extremadamente bajas (Findikli et al.,
2006), pero también tenemos que tener en cuenta que en muchos paises estos

embriones sobrantes de ciclos de FIV tienen que ser congelados o
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directamente descartados sin que puedan ser usados para derivacion de
hESCs (Jones et al., 2006, Cortes et al. 2007). Todo lo dicho hasta ahora indica
que en raras ocasiones se tiene en cuenta la calidad de los blastocistos antes
de tomar la decisién de que método de derivacion es el mas adecuado (Kim et
al., 2005).

Independientemente de la calidad del blastocisto y del método de
derivacion usado, el establecimiento y mantenimiento de ESCs parece ser
dependiente del uso de células alimentadoras como superficie de crecimiento
(Bryja et al., 2006a, 2006b). La necesidad de células alimentadoras para la
derivacion de ESCs ha sido previamente documentada. Sin embargo, muchas
ESCs pueden ser mantenidas en ausencia de cualquier clase de células
alimentadoras. En un intento de ganar conocimientos en la pregunta de por que
las ESCs no pueden ser derivadas sin MEFs (Bryja et al., 2006a, 2006b),
quisimos comprobar si era posible crecer la células en una superficie libre de
células. Nuestros datos sugirieron que, ndependientemente del método de
derivacion utilizado y la calidad de los blastocistos, la proporcion de
blastocistos que se adhieren a la superficie fue del 74% en MEFs frente al 66%
en gelatina, consiguiendo destruccion del trofoectodermo, aislamiento de la
ICM, siendo capaces de crecer durante 1-3 pases. Debido a que no hubo
diferencias significativas, proponemos que la gelatina puede ser una superficie
adecuada para la adhesion inicial y desarrollo temprano de las colonias
primarias. Sin embargo, tras 1-3 pases, las colonias siguen creciendo sobre
MEFs consiguiéndose en los casos descritos colonias de hESCs. Sin embargo,
en gelatina las ICM interrumpen su crecimiento y comienzan a degenerar tras
1-3 pases. Teniendo esto en cuenta, parece que el cultivo en MEFs es
requerido para la expansion y mantenimiento de las colonias de hESCs,
aunque respecto a la adhesion de la ICM si que es independiente de la
superficie de crecimiento utilizada. Esto ha sido demostrado recientemente
(Bendall et al., 2007). Este trabajo muestra que el mantenimiento de hESCs
sobre superficies libres de células alimentadoras depende de una interrelaciéon
dinamica entre estas células y otras derivadas de ellas con aspecto
fibroblastico, estableciendo lo que se ha denominado como nicho de células

madre.
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Desde nuestro punto de vista, la contribucion mayor de este estudio es
el hecho de que esta nueva técnica de combinacion del cultivo directo del
blastocisto con la tecnologia laser puede ser aplicada equitativamente con éxito
tanto para embriones de buena y mala calidad. Estos ultimos no pueden ser
usados solamente con la técnica de disparo laser debido a la imposibilidad de
distinguir la ICM. Este avance tecnoldgico permitiria el aprovechamiento de
blastocistos humanos de mala calidad para derivacion de hESCs, y que en la
actualidad son descartados para este fin.

Finalmente, el cultivo prolongado de mESCs (Liu et al., 1997) y de
hESCs (Draper et al., 2004; Menendez et al., 2005; Cowan et al., 2004; Inzunza
et al.,, 2004, Imreh et al., 2006) esta asociado con cambios en el cariotipo,
aunque queda dilucidar si estos cambios de estabilidad genética son
dependientes del método de derivacion utilizado. En este estudio hemos
analizado si el cultivo directo del blastocisto y la tecnologia laser hacen a las
ESCs mas vulnerables a cambios cariotipicos tras cultivo prolongado. Todas
las lineas derivadas en este estudio obtuvieron un cariotipo aneuploide tras un
periodo de cultivo prolongado, independientemente del método de derivacion
utilizado, sugiriendo que este no parece influenciar la estabilidad genética.
Como ha sido descrito por otros grupos (Liu et al., 1997), la trisomia 8 es la
anormalidad mas frecuente que hemos encontrado en nuestras lineas
derivadas utilizando cultivo directo del blastocisto. Sin embargo, utilizando la
tecnologia laser las lineas derivadas mostraron ganancias en los cromosomas
1 y 2, pero nunca mostraron trisomia del cromosoma 8. Futuros estudios

podran dar explicacion a estas diferencias.

Criterios de Valoracion Morfolégicos de Oocitos, Preembriones
tempranos y Blastocistos Humanos propuestos por ASEBIR: aplicabilidad
en preembriones crioconservados donados para investigacion con

células madre.

La calidad embrionaria ha sido un factor muy a tener en cuenta en el
BACM. En este estudio hemos intentado comparar la calidad embrionaria de
los embriones antes y después de la congelacion, siguiendo los criterios

tradicionales, con la clasificacion que tendrian estos embriones utilizando los
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nuevos criterios de ASEBIR, con el fin de observar si esta nueva clasificacion
es extrapolable a los criterios de calidad embrionaria que se deducen serian
necesarios para derivar una linea de hESCs. Para poder realizar esta
comparacion hemos tenido que obviar y transformar algunos términos que sélo
son aplicables al campo reproductivo:

i) Derivacion de hESCs en vez de capacidad de implantacion

ii) Dia de descongelacion en lugar de dia de transferencia

Ademas, hemos observado que en los nuevos criterios de valoracion de
ASEBIR no se contempla informacion sobre los embriones congelados, no
atendiéndose por tanto a la posibilidad de que alguna blastomera resulte lisada
durante el proceso de descongelacién. De esta manera y segun el sistema de
graduacion de ASEBIR, la categoria A seria para el embridén de 6ptima calidad
con maxima capacidad de derivar a hESCs, la categoria B de buena calidad
con elevada capacidad de derivar a hESCs, la categoria C de calidad regular
con una probabilidad de derivar a hESCs media/baja, y la categoria D para el
embridn de mala calidad con una probabilidad de derivar a hESCs baja/nula.
Este hecho nos hace sospechar que algunos embriones que hubieran podido
tener categoria A 6 B previo a la congelacion, pasaron a embriones de
categoria C 6 D al ser descongelados.

Con respecto a los parametros morfolégicos a evaluar por ASEBIR en el
estadio de D+2 y D+3, vimos concordancia entre los diferentes criterios de
valoracion en todas las variables consideradas, excepto en la que se refiere a
numero celular y ritmo de division. Aunque la hora de la congelacion no es un
dato que nos hayan facilitado los Centros de Reproduccion, obviamos que
estuvo en todos los casos dentro de los intervalos de observacion
recomendados por ASEBIR, siendo en D+2: 44-47 horas post-inseminacién, y
en D+3: 67-71 horas post-inseminacion.

Nos ocurridé lo mismo a la hora de comparar los distintos criterios de
valoracion de la calidad cuando observamos el estadio de blastocisto. Mientras
que vimos concordancia a la hora de evaluar las variables consideradas por
ASEBIR como el aspecto de la zona pelucida, aspecto y tamano de la ICM y
del trofoectodermo, y el grado de expansion, cuando evaluamos el dia de
organizacion del blastocisto pudimos comprobar que algun embrién que

alcanza una calidad blastocitaria 6ptima respecto a las demas variables, pasé6 a
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ser categoria C solamente porque se organizé en blastocisto en D+6, en lugar
de en D+5.

Ademas, el hecho de que todos los embriones que llegaron a blastocisto
fueran congelados en dia +3 corrobora los estudios reproductivos en los que
mantener en cultivo los embriones un dia mas antes de la crioconservacion
(Dia+2 vs. Dia+3) permite seleccionar mejor la calidad de estos (Sifer et al.,
2006). Esto puede tener implicaciones importantes para la seleccion de
embriones congelados destinados a derivar hESCs.

La tasa de éxito en la derivacibn de hESCs sigue siendo baja
actualmente, necesitandose un gran numero de embriones para poder derivar
un numero bajo de lineas establecidas y caracterizadas, sobre todo cuando los
embriones a los que se puede optar son los sobrantes de las técnicas de
reproduccién asistida, y que, por tanto, no fueron prioritarios a la hora de
realizar la transferencia. Este hecho ha dado lugar a que muchos grupos de
investigacion inmersos en la derivacion de hESCs utilizando tanto embriones
frescos como congelados, comiencen a tener en cuenta la calidad embrionaria

de estos embriones (Zhang et al., 2006; Lerou et al., 2008).

Las células madre mesenquimales humanas facilitan la derivacion de
células madre embrionarias humanas a partir de embriones congelados

de mala calidad

Este estudio ha examinado el uso de inhibidor de ROCK Y-27632 y de
hMSCs como feeders respecto a la supervivencia embrionaria post-
descongelacion y la eficiencia en la derivacion de hESCs utilizando un amplio
numero de embriones humanos de mala calidad que llevaban congelados
desde 4 a 13 afos. Ademas, dos métodos de aislamiento de la ICM (WBC solo
frente una técnica combinada de WBC seguida de LD) fueron comparados
utilizando la cohorte de embriones humanos.

El tratamiento de embriones congelados con Y-27632 incrementé un
52% la supervivencia embrionaria. El inhibidor Y-27632 ha sido recientemente
utiizado para mejorar la supervivencia de hESCs en suspension, tanto
disociadas y como congeladas (Watanabe et al., 2007; Martin-lbafiez et al.,

2008; Li et al., 2008, 2009). EI grupo de Li ha propuesto recientemente un

191



mecanismo de accion para Y-27632, donde parece aumentar la supervivencia
de hESCs no sélo por decrecer el nivel de apoptosis, sino porque parece estar
relacionado con el incremento de la adhesion celular. Sin embargo, hasta
donde llega nuestro conocimiento, no existen estudios determinado si Y-27632
también mejora la supervivencia de embriones humanos congelados. Nosotros
observamos un 52% de incremento en la supervivencia, lo que abre nuevas
vias de investigacion a investigadores no solo en el campo de las hESCs, sino
también en el campo de la medicina reproductiva, donde el uso de Y-27632
podria utilizarse en los protocolos de cultivo embrionario en las clinicas de
reproduccion.

En este estudio también demostramos por primera vez que el uso de
hMSCs mejora la eficiencia de derivaciéon de hESCs a partir de embriones de
mala calidad comparandolo con el uso de HFFs (10,5% frente a 0%). Tres
lineas de hESCs (GRA-1, GRA-2 y GRA-3) fueron derivadas sobre hMSCs.
Estas lineas han sido completamente caracterizadas y mostraron una
morfologia tipica de hESCs, euploidia, expresién de marcadores de superficie y
factores de transcripicion asociados a ESCs. Ademas sufrieron diferenciacion a
las tres lineas germinales tanto in vitro como in vivo.

La optimizacion de los métodos de derivacion de hESCs es conveniente
debido a que existe un numero limitado de embriones humanos disponibles vy,
en muchos paises solo se puede disponer de embriones congelados sobrantes
de ciclos de IVF (normalmente con una calidad subdptima). En nuestros
experimentos, ni la técnica de descongelacion, ni el tratamiento con Y-27632, ni
el aislamiento de la ICM ha influenciado en la eficiencia de derivacion de
hESCs. Al contrario de los anteriores experimentos realizados en modelo
murino, la tecnologia laser no ofrece ninguna ventaja sobre el método de WBC
cuando utilizamos embriones congelados humanos de mala calidad.

Los mecanismos celulares y moleculares relacionados con el papel de
las hMSCs en la mejora de la eficiencia de derivacion de hESCs necesitan ser
investigadas. Las vias de senalizacion que que regulan el desarrollo
embrionario y promueven el establecimiento de ESCs son aun desconocidas.
Sin embargo, existen vias de desarrollo que incluyen Sonic Hedgehog, Notch,
Wnt y BMP que podrian ser buenas candidatas (Bailey et al., 2007; Bueno et

al., 2007). De hecho, un numero de factores solubles producidos por células
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madre mesenquimales estromales junto con nuevas actividades de expansion
de células madre ha sido recientemente identificado como parte de las vias
asociadas con la induccion a mesodermo (Hutton et al., 2007).

Anteriormente, nuevas hESCs habian sido establecidas a partir de
embriones frescos sobre HFFs (Hovatta et al., 2006; Inzunza et al., 2003). Sin
embargo, creemos que este ha sido el primer estudio prospectivo comparando
dos tipos distintos de feeders buscando mejorar la tasa de derivacion de
hESCs a partir de embriones congelados de mala calidad.

El cultivo expandido de hMSCs soporta de manera muy efectiva a las
células madre hematopoyéticas en ensayos de larga duracién, asi como facilita
su diferenciacion a linea mieloide, eritroide, megacariocitica, osteoblastica, o de
lineas B-celulares, incluso en la ausencia de citoquinas afadidas (Cheng et al.,
2003). En relacion con el origen mesodérmico de las hMSCs, nosotros
pensamos que las hESCs derivadas sobre hMSCs pueden ser mas
susceptibles a diferenciacion hacia Itejidos de la linea germinal mesodérmica
(Ledran et al., 2008). De hecho, datos preliminares muestran una mayor
frecuencia de latido en colonias de hESCs destinadas a formacion de EBs, en
comparacion con otras lineas establecidas en otra superficie de crecimiento
distinta a las hMSCs. Estudios mas profundos se estan realizando actualmente

en nuestro laboratorio.
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Para realizar las campafias de captacion de embriones destinados a
investigacion, pensamos que una entrevista personal con las parejas es
mucho mas eficaz que la cumplimentacion de un cuestionario. Con esta
medida se encuentra una solucién a las posibles dudas tanto cientificas

como éticas que les puedan surgir a dichas parejas.

Nuestra tasa de donacion de embriones a investigacion se ha
aproximado mucho al 50% de las parejas consultadas, muy por encima

de la encontrada en Estados Unidos, que no ha llegado al 3%.

Deben existir distintas regulaciones legislativas de acuerdo al tipo de
manipulacion embrionaria realizada, siendo muy restrictiva s6lo cuando

la aplicacién del material biolégico sea una futura terapia celular.

Un embridlogo que ha adquirido su experiencia en un centro de
reproducciéon asistida tiene que sufrir un cambio de actitud al entrar a
formar parte de un centro de investigacion basica. Este cambio es mas
acusado cuando se habla de manipulacién de embriones humanos para
obtencion de hESCs, debido a mayores restricciones éticas y legales,
asi como al compromiso de seguridad bioldgica estipulado para una

futura aplicacion clinica.

En la busqueda de nuevas metodologias de derivacion de hESCs,
hemos puesto a punto la técnica laser para aislamiento de las células de
la ICM en blastocistos de ratén. Esta técnica depende estrechamente de
la calidad blastocitaria, por lo que no seria aplicable a blastocistos

murinos de mala calidad.

Hemos descubierto una nueva técnica de combinacion del método de
cultivo directo del blastocisto ayudado de la tecnologia laser. Esta
combinacion de métodos, demostrada en un modelo murino, permite
conseguir lineas de mESCs a partir de blastocistos de mala calidad,

donde la ICM es muy pequefa o practicamente indistinguible.
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7. Hemos observado que el establecimiento de las mESCs es dependiente
de la superficie de crecimiento utilizada, siendo solamente eficaz el

cultivo sobre MEFs, al compararlo con el cultivo sobre gelatina.

8. La caracterizacion de todas las lineas establecidas mediante este
método mostrdé que, tras cultivo prolongado, las mESCs derivadas con
este método presentan anomalias cromosdémicas que no son tipicas de

otras mESCs derivadas por otros métodos.

9. Respecto a la derivacion de nuevas hESCs a partir de embriones
humanos congelados de mala calidad, hemos observado que la

derivacién sobre hMSCs es mas eficiente que cuando se utilizan HFFs.

10. EI uso de un inhibidor de ROCK (Y-27632) mejora la tasa de
supervivencia de los embriones humanos congelados de mala calidad,

pero no influye en la eficiencia de derivacion de hESCs.

11. El método de aislamiento de la ICM utilizando la tecnologia laser no
mejora la eficiencia de derivacion de hESCs utilizando embriones

humanos congelados de mala calidad.
12. Se han derivado tres lineas hESCs, denominadas GRA-1, -2 y -3, que

han sido completamente caracterizadas, y que han sido depositadas en

el Banco Nacional de Lineas Celulares.
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