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-8

(A) Blastocisto (40x), (B) morfologia tipica de una colonia de VAL-8 (10x).
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PRINCIPE FELIPE

CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

TIPIFICACION HLA DE VAL-8

Llevado a cabo en el pase 7, por el Centro de Transfusiones de la Comunidad Valenciana.

GOENERALITAT VALENCIANA

%

Co0ANSEL LR RGTISA SANITAT

% AGENCIA VALENCIANA DE SALUT

Centre de Transfusio de la

’/
Comunitat Valencianapgctor EVA Go g =
Centro CENTRO DE INVESTIGACION
PRINCIPE FELIPE
Servicio
Direccion

INFORME DE MUESTRAS EXTERNAS

Paciente -VAL-8 Fecha Pet. 08-sep-2008
N°Pac. 0800273708 (HC:) (SIP:) N° Toma 60632576
U siref

HISTOCOMPATIBILIDAD.

TIPAJE HLA. CLASE-l POR BIOLOGIA MOLECULAR DE BAJA RESOLUCION (PCR-SSP/SSO)

Eqv. Serolo Alelos Amplificados
Locus HLA-A: A2, A31(19) A*0201 A*31
Locus HLA-B: B7, B40 B*07 B*40
Locus HLA - Cw : Cwg, Cw7 Cw*03 Cw*07

TIPAJE HLA. CLASE-Il POR BIOLOGIA MOLECULAR DE BAJA RESOLUCION (PCR-SSP/SS0O)
Eqv. Serolo Alelos Amplificados

Locus HLA — DRB1:
Locus HLA — DRB3:
Locus HLA — DRB4:
Locus HLA — DRB5: )
Locus HLA — DQA1: - - DQA1*01 DQA1*03
Locus HLA — DQB1:
Locus HLA - DPB1:

TIPAJE HLA. CLASE-Il POR BIOLOGIA MOLECULAR DE ALTA RESOLUCION (PCR-SSP/SSO)
Eqv. Serolo Alelos Amplificados

Locus HLA — DRB1: DR103, DR4 DRB1*0103  DRB1*0404
Locus HLA - DRB3:
Locus HLA — DRB4:
Locus HLA — DRBS5:
Locus HLA — DQA1: )
Locus HLA — DQB1: DQ5(1), DQ8(3) | bQB1*0501 DQB1*0302
Locus HLA — DPB1: 5 DPB1*0202  DPB1*0401

OBSERVACIONES

S e precisa nueva muestra para completar tipaje de alta resolucion de clase-I

Fdo: Dr. José A. Montoro / Dra. Nieves Puig
?c

D Poray

Centre de Transfusié de la Comunitat Valenciana - AGENCIA VALENCIANA DE SALUT
Avgda. del Cid, 65 Acc - 46014 VALENCIA - Tel. 96 386 81 00 - Fax 96 386 81 09
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CENTRO DE INVESTIGACION
BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

MARCADORES INDIFERENCIACION DE VAL-8

Expresion de antigenos de indiferenciacion en VAL-8

Inmunocitoquimica para OCT-4 (A), Nanog (B) (R&D, Minneapolis, MN), SSEA-1 (C), SSEA-4 (D), Tra-1-60 (E) y
Tra-1-81 (F) (Chemicon, Temecula, CA). Barra de escala = 100 um.

Ensayos de actividad de fosfatasa alcalina en VAL-8

Inmunocitoquimica para isoenzima Fosfatasa Alcalina clon TRA 2-54/2J (Chemicon,Temecula,CA) (A) ; DAPI (B);
Fosfatasa Alcalina + DAPI (C). Barra de escala = 100 um.

Documento de Solicitud de Depdsito de Linea Celular. Version 3 Pagina 12 de 21
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



A
—

PRINCIPE FELIPE
CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

A
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Expresion de marcadores moleculares de indiferenciaciéon de VAL-8

RT-PCR positiva en pase 6 para Oct-3/4 (1), Nanog (2) Cripto (3), Dnmt3 (4), Gabr (5), y Gdf (6) y negativa para
Nfh (7), Ren (8) y Amy (9). El control interno de expresion utilizado es Gapdh (10).

Determinacion de la existencia de actividad telomerasa en VAL-8

La deteccion de la actividad telomerasa caracteristica de células inmortales se ha realizado mediante una
reaccion de PCR utilizando un kit especifico (TRAPEZE © Telomerase Detection Kit; Chemicon, Australia) y tincion
con SYBR® (Molecular probes, USA). El andlisis de la actividad telomerasa se realizd sobre células intactas de
VAL-8 en pase 8 (1) y sobre células inactivadas por calor (2)

:
3
-
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PRINCIPE FELIPE

CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

ESTUDIO DEL CARIOTIPO DE VAL-8

Llevado a cabo en el pase 8, por un laboratorio independiente (IVI Murcia, Espafia).

CAROTIPO: VAL-8

20 2¢ W

28 56 b 22 £y s 68
i A¢ po 83 22 48

15 17 18
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b

Mombre del caso: VAL-3 Fecha: 06/08/2008 ¥
|
&=
&
-

L
Mombre del Paciente: Pase & j 1, \__k

Tipo de muestra: Linea Celular

Resultado: 46,%XX [7]
El andliziz cromosomico de 10 metafases mediante bandas GTG revela un CARICTIPO FEMNING NORMAL.

Técnico: Dra. MC Martinez
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PRINCIPE FELIPE

CENTRO DE INVESTIGACION
BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

PLURIPOTENCIALIDAD DE VAL-8
Diferenciaciéon espontanea in vitro de VAL-8

Por flotacién, en placas de no adhesion, se generan cuerpos embriodes y se mantienen en esas condiciones entre
4y 7 dias. Barra de escala = 1000 um.

Transcurrido ese tiempo, los cuerpos embrioides se transfieren a placas cubiertas con gelatina 1% para facilitar su
adhesion. Tras 10-14 dias, se fijan y se analizan marcadores de diferenciacion caracteristicos de (A) ectodermo

(tubulin, B-IIl), (B) mesodermo (actina muscular) y (C) endodermo (a-fetoproteina). Barra de escala = 50 um para
(A)y (C) y 20 um para (B).
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PRINCIPE FELIPE

CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

Diferenciaciéon espontanea in vivo de VAL-8

Para desarrollar los experimentos de diferenciacion 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 inyeccion. El desarrollo de los mismos se mantiene
durante 2-4 semanas mas, momento en el que los animales se sacrifican por desnucacion cervical.
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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 5L

4 Micer Mascd 7, pia. &
600 Valencia

Tel Hi-T69.00.20

INFORME ANATOMOPATOLOGICO

PACIENTE F. Nacim N H.C. _F, Toma __F. Registro
SriSra: PRINCIPE FELIPE _ . TESTES RATON 0%/11/2008  26/11/2008
Dr/Dra: Clinica: CENTRO INVESTIGACIO

ORGAND; TESTICULO

DESCRIPCION MACROSCOPICA

NG9S VAL-8 : Formacion solidoja de 3.5 em de didmetro de aspecto hemorragico homogeneo al corte.
N70 VAL-8: Dos fragmentos carnosos y hemorragicos de 2,5 x 2x 1 cm.

N7l VAL-8: Fragmento multiquistico de 2.5 em lobulado y con contenide liquido claro.

W72 VAL-8: Nodulo solido-guistico de aspecto mucoide con pequedias cavidades en su interior.

N73 VAL-8 Nodulo parcialmente mucoide tabicado de 3,5 x 3x 2 em,

N74 VAL-8 Nodulo de 2 x 1,5 em parcialmente quistico.

DESCRIPCION MICROSCOPICA

DIAGNOSTICO

M6 Teratoma quistico inmaduro con componente condral, neural, glandular parenquimatoso v
hematopoyetico, intestinal y escamoso

NT0: Teratoma quistico inmaduro con diferenciacion a tejido adiposo, muscular, vasos, epitelio
glandular, neural ¥ cartilaginoso.

M71 Teratoma guistico maduro con diferenciacion dermica, anexial, grasa, urotelial,

W72 Teratoma quistico inmaduro con diferenciacion cutanea, glandular solida, intestinal, urotelial y
wcondral.

W73 Teratoma quistico inmaduro con diferenciacion cutanea, hueso v cartilado, reticulo estrellado del
germen dental, musculo esqueletico y cartilago, tejido hematopoyetico v grasa fetal.

N74 Teratoma quistico inmadura con diferenciacion cutaneal, anexial, cartilaginosa, vascular.

021212008 Patdloge:  Dra. CALABUIG
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PRINCIPE FELIPE

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)
entramado fibrilar, (B) osificacion endocondral o (C) glandulas. 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-lll), (B) mesodermo (actina muscular) y (C) endodermo (o-
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-8

Instituto Valenciano de Microbiologia

Tel. 96 169 17 02

Masia El Romeral Fax 96 169 16 37
Ctra. Bétera - San Antonio de Benagéber, Km. 0,3 e-mail: ivami@ivami.com
46117 Bétera (Valencia) http://www.ivami.com
Nombre :VAL-8 N° Historia :No consta
N® muestra  : 11000055 F y H Recepcion: 04/08/2008 16:20:45
Su referencia : VAL-8
Doctor/ra :No consta F. Extraccién : 04/08/2008
Centro : CENTRO INVESTIG. PRINCIPE FELIPE (I-15) H. Extraccion: No consta /

Tipo muestra : Células y medio de cultivo
Condiciones :Congelada

Deteccién de ADN de Mycoplasma spp. contaminantes mediante PCR
PCR "nested-PCR"

La deteccion de ADN de Mycoplasma spp. contaminantes (M. arginini, M. fermentans, M. hyorhinis,
Acholeplasma laidlawii, etc...) en cultivos celulares, mediante doble amplificacion enzimatica de la region
gendmica 168 y 23S del ARNr (ARN ribosémico), con dos series de cebadores, ha resultado:

Negativo

Observaciones:

Pedido: 08-115-0210

: 08 de agosto de 2008
FINAL Encarna Esteban BermGdez

Primera impresion: 08/08/2008 17:32:57
Pégina 1 de 1

Registro mercantil de Valencia, tomo 5003, libro 2311, seccion G, folio 68, hojan.® V37151, inscripeién 1.” - C.LF, B-26337217
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PRINCIPE FELIPE

CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA
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LABORATORIOS DR. MAIQUES, S.L.
CIF. B-96853007
Urb. Miravailes, 16,
Tetéfono. 96 131 17 20
46111 - ROCAFORT ( Volencla)

CIPF-FVIB
BANCO DE LINEAS CELULARES (I-15)
A/AEVA GOMEZ
C/E.P. Avda. Autopista del Saler n° 16-3
(junto Oceanogrifico)
46013 (Valencia)
NIF: G 46923421

N° PEDIDO: 08-115-0161

MUESTRAS PARA TESTAR
(CIPF 09/07/08)
MUESTRA RESULTADO
VAL-8 P4 . NEGATIVO

Los medios de cultive utilizados para la realizacion de los cultivos bacteriolégicos
de estas muestras han sido: Agar Sangre, Agar Chocolate, Agar MacConkey, Agar
Sabourand dextrose en Aerobiosis y 10% CO2 y en medio de Schadler Agar
Sangre en Anaerobiosis.
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PRINCIPE FELIPE

CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

SOPORTE CELULAR

Ficha técnica y analisis microbiolégicos del Feeder utilizado en la derivacion y mantenimiento de las

lineas:

Product Information Sheet for CRL-2429

ANTCC

Product:  CRL-2429
LotNo: 3117003

Designation: CCD-11128k Description: Skin fibroblast; Human
Total Cells/mL: 9.0 x 10(5)

Expected Viability: 96% to 97%

Ampule Passage No.:

Population Doubling (PDL): 15

Dilute Ampule Content: 1:15 in a T-75 flask

Volume/Ampule: 1 ML

Date Frozen: 09/16/03

AT-75 setup at a diution of 1:15, using IMDM with 10% FBS, reaches
confluence in 7 days.

Phone 800-638-6597 or 703-365-2700
2750 E-mail: sales@atcc.org
Vet st org

American Type Culture Collection
10801 University BIvd.
Manassas, VA 20110-2209

Instituto Valenciano de Microbiologia

Tel. 96 169 1702
Fax 96 169 16 37
e-mail: ivami@retemail es
wwwivami.com

Masia Ll Romeral
Ctra. Bétera - San Antonio de Benagéber, Km. 0,3
46117 Bétera (Valencia)

Foreskine - 1
10700001 Fecha.: 27/09/04
963455512

Fundacién IVI
Dixeccién..: C/ Guadassvar n° 1 bajo

Pruebas de esterilidad de cultivo celular
Tipo de cultivo celular: células FSP13 y medio de cultivo

Muestras preparadas y suministradas por:
Fundacién del Instituto Valenciano de Infertilidad

Fecha de recepcién: 27 de septiembre de 2004

Prueba de esterilidad para crecimiento de bacterias habituales
segiin norma FDA 21 CRF '610.12.

Muestra: suspensién de 6'x'10.6 células.

Tiempo de cultivo: 15 dias.

Medios de cultivo utilizados: medio liquido de tioglicolato y medio
Soybean Casein Digest.

Resultado: Negativo (ausencia de jento bacteriano)

Investigacién de Mycoplasma spp.
Muestra: suspensién de 5 x 10.6 células

Método utilizado: Mycotec.TM con células indicadoras 3T6
Resultado: Negativo (ausencia de Mycoplasma spp.)

Investigacién de endotoxinas
Muestra: medio de cultivo libre de células

Método utilizado: Prueba LAL (Limulus Amebocyte Lysate)
cromogénica QCL-1000.

Resultado: < 0.1 EU/mL

Investigacién dé Citomegalovirus
Muestra: ADN extxaido de 2 x 10.6 células

Método utilizado: doble BCR con secuencia del gen Immediate
Early-1 (IEA-1)

Resultado: Negativo(ausencia de genoma de Citemegalovirus)

001, lbea 211 6. oo 6. toja 0 V-1 Ineripoidn 1+ CAF, B96337217

Instituto Valenciano de Microbiologia

Tel. 96 169 17 02

Fax 96 169 16 37

e-mail: ivami@retemail.es
wwwivami.com

Masia EI Romeral
Cura. Bétora - San Antonio de Benagéber, Km. 03
46117 Bétera (Valencia)

Foreskine - 1
10700001 27/03/04

963455512

Fundacién IVI
¢/ Guadassuar n° 1 bajo

Investigacién de virus de Epstein-Barr
Muestra: ADN extraido de 2 x 10.6 células

Método utilizado: doble PCR con secuencia del gen de proteina

de cipside p23 (gen BLRF2).

Resultado: Negative (ausencia de genoma de virus de Epstein-Barr)

Investigacién de virus de Hepatitis B
Muestra: ADN extraido de 2 x 10.6 células

método utilizado: deble PCR Con secuencia del gen HBV precore

y gen HBV surface antigen.

Resultado: Negativo (ausencia de genoma de virus de hepatitis B)

Invest de virus de Hepatitis C
Muestra: ADR extraido de 2 x 10.6 células

Método utilizado:.doble PCR con secuencia del gen de la

regién NCR-5'

Resultado: Negativo (ausencia ae genoma de virus de hepatitis C)

Investigacién de virus de Herpes humano tipo 6 (variante A)

Huestra: ADN extraido de 2 x 10.6 células

Método utilizado: doble BCR con secuencia de los genes MCP (Major Capsid

Protein) y LTP-(Large Tegument Protein) y posterior secuenciacién.

Resultado: Necativo(ausencia de genoma de virus Herpes humano tipo 6
variante A)

Investigacién de virus de Herpes humano tipo 6 (variante B)

Muestra: ADN extraide de 2 x 10.6 células

Método utilizado: doble PCR con secuencia de los genes MCP (Major Capsid

Protein) y LTP (Large Tegument Protein) y posterior secuenciacién.

Resultado: Negativo(ausencia de genoma de virus Herpes humano tipo 6
variante B)

Investigacién de virus de Inmunodeficiencia humana tipe 1 (VIH-1)

Muestra: ADN extraido de 2 x 10.6 células.

Método utilizado: doble PCR con secuencia de los genes gag y pol.

Resutado: Negativo (ausencia de genoma de virus de Inmunodeficiencia
humana tipe 1)

1 CIEBoeT

Instituto Valenciano de Microbiologia

Tel. 96 169 1702

Fax 96 169 16 37

e-mail: ivami@retemail es
www ivami com

Masfa El Romeral
Ctra. Bétera - San Antonio de Benagéber, Km. 03
46117 Bétera (Valencia)

Nombre.....: Foreskine - 1
N° muestra.: 10700001 Fecha.: 27/09/04
Referencia.: Fax...: 963455512
Doctor. ...

Centro .: Fundacién IVI

Direccién..: C/ Guadassuar n® 1 bajo

Investigacién de virus de Inmunodeficiencia humana tipo 2 (VIH-2)

Muestra: ADN extraido de 2 x 10.6 células.

Método utilizado: doble BCR con secuencia de los genes pol y env.

Resutado: Negativo (ausencia de genoma de virus de Inmunodeficiencia
humana tipe 2)

Investigacién de virus HTLV-I/IT
Muestra: ADN extraido de 2 x 10.6 células

Método utilizado: doble PCR con secuencia del gen tax/rex y posterior
secuenciacién.

Resultade: Negativo (ausencia de genoma de virus HTLV-I/II)

Investigacién de Parvovirus
Muestra: ADN extraido de 2 x 10.6 células.

Método utilizade: doble PCR con secuencia del gen VP1-VP2
Resultado: Negativo(ausencia de genoma de Parvovirus)

Investigacitn de Transcriptasa reversa.
Muestra: Medio libre de células de cultivo en fase exponencial.

Método utilizado: Transcripcién reversa con molde de virus Brome Mosaic
virus (BMV).

Resultados: Negativo(ausencia de trascriptasa reversa)

Fdo. Técnicos responsables

, |
| .

Valencia, 22 de octubre 2004

E. Esteban (Direccién. técnica)

N
J

Repir marcun de alent, omo SO0 i 231, seeen G. ol 68, bofa 1.7 V37151, Inerpeids 11 LK. 862372107
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