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PRINCIPE FELIPE
CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

ANEXO
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PRINCIPE FELIPE
CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

MORFOLOGIA DE VAL-9-GFP

Morfologia tipica colonias de VAL-9-GFP. Barra de escala = 200 um (A) y (B) ; 100 um (C) y (D).

100 pm
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PRINCIPE FELIPE
CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

TIPIFICACION HLA DE VAL-9-GFP

/ s / - I\ I ')

E I i ! £
CONSELLERIA E SAMNITAT

AGENCIA VALENCIANA DE SALUT
Centre de Transfusié de la
Comunitat Valenciana A/A :
Doctor Vtomcn RPUI1T

Centro CENTRO DE INVESTIGACION
PRINCIPE FELIPE

Servicio  CANCo UNMIAS CQu LA (.3:"‘5)

Direccién AVDA. AUTOPISTA DEL SALER, 16-3
46012 VALENCIA

INFORME DE MUESTRAS EXTERNAS

Paciente - VAL- 9 GFP P27 Fecha Pet. 27-ene-2010
N°Pac.  060045009- (HC:) (SIP: ) N° Toma 60655347
HEWRm SIRef.
HISTOCOMPATIBILIDAD.
TIPAJE HLA. CLASE-| POR BIOLOGIA MOLECULAR DE ALTA RESOLUCION (P
Comentario
Locus HLA-A: A*0201 A*1101
Locus HLA-B: B*0702 B*5101

Locus HLA - Cw:  Cw"0202 Cw"0702

TIPAJE HLA. CLASE-Il POR BIOLOGIA MOLECULAR DE ALTA RESOLUCION (PCR-SSP/SS0)
Comentario

Locus HLA - DRB1: DRB1*1101 DRB1*1501
Locus HLA - DRB3: DRB3*0202 -

Locus HLA - DRB4:

Locus HLA - DRBS: DRB5%0101 -

Locus HLA — DQAA1: DQA1*0505 DQA1*0102
Locus HLA - DQB1: DQB1*0301 DQB1*0602

Locus HLA - DPB1:  DPB1*0401 DPB1*0501
OBSERVACIONES
@. Validado por Facultativo
Valencia, 04 de marzo de 2010
v 4
s
4

Centre de Transfusit de la Comunitat Valenciana - ASCNTTE VALENCTANA
Avgia. 4 1, 65 Azc - 46014 1 i

Llevado a cabo en el pase 27, por el Centro de Transfusiones de la Comunidad Valenciana.
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PRINCIPE FELIPE
CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

MARCADORES INDIFERENCIACION DE VAL-9-GFP

Expresién de antigenos de indiferenciacién en VAL-9-GFP

Inmunocitoquimica para OCT-4 (Chemicon, Temecula, CA), Nanog (R&D, Minneapolis, MN), SSEA-1 (C), SSEA-4
(D), Tra-1-60 (E) y Tra-1-81 (F) (Chemicon, Temecula, CA).
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PRINCIPE FELIPE
CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

Ensayos de actividad de fosfatasa alcalina en VAL-9-GFP

Inmunocitoquimica para isoenzima Fosfatasa Alcalina clon TRA 2-54/2J (Chemicon,Temecula,CA) (A). Barra de

escala = 200 um.

Expresiéon de marcadores moleculares de indiferenciacion de VAL-9-GFP

RT-PCR positiva en pase 26 para Oct-3/4 (1), Nanog (2) Cripto (3), Dnmt3 (4), Gabr (5), y Gdf3 (6) y negativa para
Nfh (7), Ren (8) y Amy (9). El control interno de expresion utilizado es RPL19 (10).
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PRINCIPE FELIPE
CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

Determinacion de la existencia de actividad telomerasa en VAL-9-GFP

La deteccion de la actividad telomerasa caracteristica de células inmortales se ha realizado mediante una
reaccién de PCR utilizando un kit especifico (TRAPEZE © Telomerase Detection Kit; Chemicon, Australia) y tincién
con SYBR® (Molecular probes, USA). El andlisis de la actividad telomerasa se realizé sobre células intactas de VAL-
9-GFP en pase 26 (2), utilizando otra linea de células madre embrionarias humanas como control positivo (1). Como
controles negativos, se utilizaron fibroblastos (3) y células de VAL-9-GFP inactivadas por calor (4).

Documento de Solicitud de Depdsito de Linea Celular. Version 3 Pagina 16 de 25
Los apartados que requieran entrada de texto, deben rellenarse tanto en Castellano como en Inglés
Text items should be filled in both Spanish and English



q

o

<€)

Yo X

=%

PRINCIPE FELIPE
CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

ESTUDIO DEL CARIOTIPO DE VAL-9-GFP

Llevado a cabo en el pase 26, por un laboratorio independiente (IVI Murcia, Espafa).

\

DI R YRR TENY
28 6% fe K& 58 %X B

1" 12

INFORME CITOGENETICO: VAL-9 GFP

G 4 b0 Ex 5D a4

i) 17 12

“
A K XX > A b2 f'

B

Mombre del caso: VAL-9 GFP Fecha: 20/11/2009 . ‘i‘!'l :E“
Sl
F -0 *\.- *
Momire del Pacients: Pagze 26 o S ”
"‘!‘u‘ﬂ 33 &
Tipo de muestra: Linea celular E Gy
%

Resultado:; 46 XY [15]

El analisis cromosomica de 15 metafases mediante bandas GTG revela un CARIOTIPO MASCULING MORMAL.

| Y
e e, S Ml Uy
S f{ ol k)
Ora, & Méndez Dra. MC Martinez
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PRINCIPE FELIPE
CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

PLURIPOTENCIALIDAD DE VAL-9-GFP

Diferenciaciéon espontanea in vitro de VAL-9-GFP

Por flotacion, en placas de no adhesién, se generan cuerpos embriodes y se mantienen en esas condiciones entre 4
y 7 dias. Barra de escala = 100 um.

Transcurrido ese tiempo, los cuerpos embrioides se transfieren a placas cubiertas con gelatina 1% para facilitar su
adhesioén. Durante el cultivo en placa, se obtuvieron diferentes tipos celulares y se mantuvo la expresion de proteina
verde fluorescente (GFP). Barra de escala = 100 um.
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CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

Tras 10-14 dias, se fijan y se analizan marcadores de diferenciacion caracteristicos de ectodermo (tubulin B-llI),
mesodermo (actina muscular) y endodermo (a-fetoproteina). Barra de escala = 50 um.
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PRINGIPE FELIFE
CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

Diferenciacién espontanea in vivo de VAL-9-GFP

Para desarrollar los experimentos de diferenciacién in vivo de las lineas, se utilizan ratones macho de 8 semanas de
edad, con inmunodeficiencia severa combinada (SCID). Las colonias de células madre utilizadas se aislan
mecanicamente de la monocapa de feeder. Se inyectan 30 colonias por testiculo. La aparicién de tumores se puede
detectar por palpacion transcurridas 8 semanas de la inyeccién. El desarrollo de los mismos se mantiene durante 4
semanas mas, momento en el que los animales se sacrifican por asfixia con didxido de carbono.
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PRINCIPE FELIPE
CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

Las muestras son fijadas y enviadas para estudio anatomopatolégico por parte de un laboratorio independiente
(CITOPAT, S.L.).

CITOPAT S.L. CiMicer Maseh 787
46010 Valencia

ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO

Paciente: CIPF
Médico remitente: Edad:
Fecha de recepcion: 24/03/2010 Sexo: Masculine

MUESTRAS RECIBIDAS:
TESTICULOS CONTROL, 2 MUESTRAS DE SERIE VAL-S-GFP (N85 y N88) Y 1 MUESTRA DE SERIE HE-BFP
(M91)

DESCRIPCION MACROSCOPICA:

CONTROL: Teste de 0,7 em de didmetro méximo.

WAL-9-GFP (M385) Masa nodular de 3 x 2,5 cm de didmetro con predominio de areas sdlidas y presencia de algin
area guistica.

WVAL-G-GFP (M38) Modulo de 1.5 em de diametro de predominio quistico con érea de aspecto parenguimatoso de
1cm.

H9-GFP (N31) Nodulo de 2,5 em de didmeiro de predominio 26lido con areas quisticas y coloracion parduzca.

DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO!

CONTROL: Testiculo dentro de los limites de la normalidad con espermio y espermatogénesis conservadas.

WAL-3-GFP (M35} Teratoma solido quistico con predominio de tejidos blandos, vasos, carilago, hueso, epitelio de
fipo digestivo, epitelio de tipo respiratorio, y tejido glandular tubuloacinar, asi como tejide neural.

VAL-8-GFP (N33): Teratoma sdlido quistico con components ecto v endomesenguimal viéndose cartilage, hueso,
neuroectodérmico, tejido glial, tejido muscular y menor components epitelial.

H9-GFP (N31): Teratoma sdlido quistico con predominio de telido carilaginoso y dseo, tejidos blandos con misculo,

conectivo laxo, tejido adiposo unilocular, tejido hematopoyetico v células melanicas abundantes sushas o en
acumulos con fuerte pigmentacion citoplasmica.

Salida: 06/04/2010
Firmada:

7
SR 7

Dira. Calabuig

Pagina 1de 1
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PRINGIPE FELIFE
CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

Microscopicamente, la busqueda se orienta hacia la identificacion de tejidos facilmente distinguibles como (A) roseta
neural rodeada de entramado fibrilar, (B) nido de condrocitos o (C) glandula. Barra de escala = 100 um.

Para confirmar la presencia de derivados de las tres hojas embrionarias, se analizan marcadores de diferenciacion
caracteristicos de (A) ectodermo (tubulin, B-11l), (B) mesodermo (actina muscular) y (C) endodermo (a-fetoproteina).
Barra de escala = 100 um.
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PRINCIPE FELIPE
CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

ANALISIS MICROBIOLOGICOS DE VAL-9-GFP

Nombre
N* muestra
Su referencia

Daoctorira
Centro

Tipo muestra
Condiciones

PCR "nested-PCR”

FINAL

Deteccion de ADN de Mycopl

Acholeplasma laidlawii, etc

Instituto Valenciano de Microbiologia

Masia B Romeral

Cra, Betera - San Antonio de Benagéber, Km. 003
ol 17 Bérera (Valencia)

Fel 90 169 1702 - Fax 96 169 16 37

camail: ami avamicom - Bps waww ivami.com

VAL-9 P26 GFP
11000071
VAL-9 P26 GFP

N* Historia No consta

Mo consta
CENTRO INVESTIG PRIMCIPE FELIPE (I-15)

F Extraccion - No consta
H. Extraccion Mo consta

Células y medio de cultivo
Congelada

Observaciones AIA Verdnica Ruiz, M? Eugenia Poo

Banco de Lineas Celulares

spp. contami t diante PCR

La deteccion de ADN de Mycoplasma spp contaminantes (M. arginini, M. fermentans, M. hyorhinis
| en cultivos celulares, mediante doble amplificacion enzimatica de la region
genomica 165 y 235 del ARNr (ARN nbosomico), con dos series de cebadores, ha resultado

Negativo

& "

18 de noviembre de 2009

Encarna Esteban Bermudez

Pagina 1 de 1

F y H Recepcion 11/11/2009 9:26:50
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PRINGIPE FELIFE
CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

Fecha Ext.  Hora  Referencia
08/04/2010 12:52 328385-166
Fecha Recepcidn:  30/03/2010

Lah. n" Registro 5888

MICROBIOLOGIA
INVESTIGACION MICOLOGICA
MUESTRA:
VAL-9-GFP PASE 30

CULTIVO HONGOS
RESULTADO:

CULTIVO BACTERIOLOGICO
MUESTRA:

VAL-9-GFP PASE 30
RESULTADO:
Observaciones:

Observaciones:
n® pedido: 23090

Este infarme solo afecta a las mruestras anatizaday  Fecha Primeea Impresion: 081042010 12:59-07
E , sin la ap

eserite del.

o pirede rep

NIVIUK, 5.L C.I.F. B_97
C/Callosa de Enserria, 6 bajo
el 963107491 fax 963107492

154199

46007} Valencia

ABGM

Paciente: VAL-9 -GFP PASE 30,
Cod. Paciente: 119644
Solicitante: BANCO DE LINEAS CELULARES (1-15)
Destino: CIPF-FVIB
NEGATIVO
NEGATIVO

Los medios de cultivo utilizados para la realizacion de los cultivos bacterioldgicos de estas
muestras han sido: Agar Sangre, Agar Chocolate, Agar MacConkey, Agar Saboreaud
dextrosa en Aerobiosis y 10% CO2 y en medio de Schadler Agar Sangre en anaerobiosis

Pagina | de |

CENTRO PERIFERICO DE EXTRACCION
C/Guadassuar, 1 _bajo (46015) Vale io
tel 963049494 fox 9634
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PRINCIPE FELIPE
CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

SOPORTE CELULAR

Ficha técnica y analisis microbioldgicos del Feeder utilizado en la derivacién y mantenimiento de la
linea:

Instituto Valenciano de Microbiologia

— -
L] - Tel. 96 16917 02
, ' A Wi Product Information Sheet for CRL-2429 Masia 1 Romeral Fax 96 169 1637
Cira, Bétees - San Asonio de Beaagpéber, Km 03 e-mail ivami@retesail o2
46117 Birera (Valenmin) WRW.jvami_com
Mombre.....: Foreskine - 1
Product  CRL-M20 ®* muestra.: 10700001 Fecha.: 27/08/04

Refarencia.
Dactar.

" K Centro. : Fund, n IVI
m@mmﬁw&: Drseription: Saxin forbiagt Human Bhrecelé €/ Guadasswar n* 1 baje

LeaMs 3117003 Fax...: 963458813

Mo

[Population Doubling (POL: 15

Diute Ampedo Conert: 115 in 2 T-75 fask

Dua?-n:-\ wi‘e':alé Prusbas de esterilided de sultive celular

AT-T5 sotup &1 8 diution of 1:15, using IMOM i 10% FBS, reaches Tipo de cultive celulas: celulss FEPLI y medis de cultive
in

Musatras preparadas y suministradas pori

Fundacién del Instituto Valencianc de Infertilidad

Fucha de recepcisn: 27 de septlesbre de 2004

Prusba de esterilidad para érecimientc de bacterias habituales
segin norma FDA 21 CRF €10.12.
Muestra: suspensisén de 6 x 10,4 celul
Tiemps de cultive: 15 diaa.

Medics de eultivo utilizados: medic liquido de tloglicolato y medic
Soybean Casein Digest.

Result 3 La o bact )

Investigacion de Hycoplasma spg.

Mawstza: suspensién de 5 % 10.6 células

Méteds utilizade: Mycotec.TM com células indicadsras IT6
Resultado: Negativo (ausencis de Mycoplasma app.}

Irvestigacisn de endotexinas
Muestra: medie de cultive libre de eélulas

Métode urilizado: Prusba LAL (Limulus Amebooyte Lysate)
cromcgénica QCL-1000.

Resultade: < 0.1 EO/mL

Investigasidn & Citcmegalovirus
Muestra: ADN extraidc de 2 x 10.6 células

Método utilizado: doble PCR con secusncia del gen Immediate
Eazly-1 (IEA-1)

Resultado: Negativoiausencia de gences de Citomegalovirus)

American Typs Cuture Colection Phone: 800-838-0587 or T00-308-2700
10801 Uiniversity Bive. Faue: 703 385-2750 E-mait salis@once og
Mansseas, VA 20110-2200 ‘Wb site: www alccong

s it 4 €AF BAITINT

tuto Valenciano de Microbiologia Instituto Valenciano de Microbiologia

Tal, U6 165 1702

el 96 169 17 02
Masia E| Romeral Masls E Resaeeal _ P19
Cira, Béicrn - San Amosio de Benapéber, Kan. 0.3 Cira, Bétcrs - San Astonia do Benagébes, Km. 03 e-"“-""""":“m";"";
46117 Bésena (Velencia) W v som ' 4 .
Foreskine - 1 Fereskine - 1
10700001 Fecha.: 2ZT/09/04 10700001 Fecha.: 27/09/04
Fax...1 963455512 Faix. $63435512
Dectar
Fundacién IVI Cente . dacidn IVI
t ©f Guadassuar n* 1 bajo Direccién..: €/ Guadassusr n* 1 baje
Investigacién de virus de Epstein-Barr Investigacién de virus de Insuncdeficiencis humana tipo 2 (VIH-Z)
Muestra: ADN extrsido de 2 x 10.6 células Mueatra: ADN axtraids de 2 x 10.6 células.
Mitods ueilizade: dsble POR con secdencia del gen de protaina Hézodo utilizado: doble PCR con secuencia de lss genes pol ¥ eav,
de cépaida p23 (gen BLRFZ). Resutado: Negative [susencia de genoma de virus de Inmuncdeficiencia

humans tips 21

Resultado: HNegative [ausencia de genoma de vigus de Epatein-Ba;

Investigacién e vicus de Kepatitis B Investigacién de virus WILV-I/I1
Huestza: ADH extraldo de Z x 10.6 células Muestra: ADH extraido de 2 x 10.6 células

Método utilizado: doble PCR con secuencia del gen HEV precore wétods utilizado: deble PCR con secusncla del gen tax/rex y postéricc
antigen. secusneiacise.

vo {ausencia de gencma de virus de hepatitis B) Resuleade: Wegarive (ausencis de gences de wirus WTLV-1/111
Investigacién de virus de Hepatitis C Investigacién de Parvovirus
Muestea: ADH extraido de 2 x 10.6 calulas Muestra: ACN extraide de 2 » 10.6 células.
Métode utilizade: doble PCR con secusncla del gen de 1s Méreds utilizada: deble PCR con secuencia del gen VP1-VPZ

regién NCR-51 Rezultado: Negative(aus
Resultsdo: Negative lausencia ae genoma de virus de hepatitis €)

2ia de genema de Pacverirus)

tnveatigaclén do Transcriptasa reversa.

Investigneidn de vicus da Hespes humanc tipe 6 [variante A) Musstra: Medis Libre de células Ge cultivo en fase exponencial.
Husstrar ADM extrside de Z x 10.6 células Wotode uEilizase: Transsripeisn reversa con molde de vieus Mrems Mossic
Método utilizade: doble FCR con secusncia de los genes MCP (Major capsid Vizus [BMV).
Protein] y LTF (Large Tegument Protein) y posterior secuenciacién. Rosultados: do ¢ tasa ceversa)
Resultado: Negativo{ausencis de gencma de virus Hecpes humanc tipe 6
wariante A) Fdo. Técnicos responsables
Invastigacién de vizus de Hecpes humars tipe 6 (varfante Bl , |
Mueatr B

Hétode utilirado: doble PCR con sscusncia de loa genes HOP (Major Capsid

Protein) y LTP (Large Tequment Protein] y pestericr secusnciazien. i - E. Esteban [Direccién técnical
Resultado: Wegstivo(ausencis de gencma de virus Herpes humans tipo & ™

il o v cn il /‘hvl// Valencia, 22 de cetubre 3004

varisnte B}

Inw acién de vires de Insunodeficiencia humans tipe 1 (VIH-1)

Muestra: ACH extraido de 2 x 10.6 células.

Méteds utilizado: doble PCR con secuencis de los genes gag ¥ pol.

Resutado: Negativs [musencis de gencma de virus de Insuncdeficisncia
humana tipe 1)

gt e e S, o F0 B0 EB11 s 0, e 0. b " LTI, gt | 1, B

— TR i - 18 AR
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