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BANCO NACIONAL DE LÍNEAS CELULARES

NODO COMUNIDAD VALENCIANA

ANEXO
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BANCO NACIONAL DE LÍNEAS CELULARES

NODO COMUNIDAD VALENCIANA

MORFOLOGÍA DE VAL-10B

(A) Embrión en estadío de 7 células en día 3 de desarrollo (40x), (B) biopsia de blastómera, (C) blastómera 
dividida (20x), (D) morfología típica colonias de VAL-10B (4x).

A B

C D
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BANCO NACIONAL DE LÍNEAS CELULARES

NODO COMUNIDAD VALENCIANA

TIPIFICACIÓN HLA DE VAL-10B
Llevado a cabo en el pase 6, por el Centro de Transfusiones de la Comunidad Valenciana.
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BANCO NACIONAL DE LÍNEAS CELULARES

NODO COMUNIDAD VALENCIANA

MARCADORES INDIFERENCIACIÓN DE VAL-10B

Expresión de antígenos de indiferenciación en VAL-10B

Inmunocitoquímica 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 = 200 m.

A B

E F

C D
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BANCO NACIONAL DE LÍNEAS CELULARES

NODO COMUNIDAD VALENCIANA

Ensayos de actividad de fosfatasa alcalina en VAL-10B

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

Expresión de marcadores moleculares de indiferenciación de VAL-10B

RT-PCR positiva en pase 4 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 expresión utilizado es RPL19 (10).

1           2           3           4            5            6            7          8           9          10   

D E F

A B C
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BANCO NACIONAL DE LÍNEAS CELULARES

NODO COMUNIDAD VALENCIANA

Determinación de la existencia de actividad telomerasa en VAL-10B

La detección de la actividad telomerasa característica de células inmortales se ha realizado mediante una 
reacción de PCR utilizando un kit específico (TRAPEZE Telomerase Detection Kit; Chemicon, Australia) y tinción 
con SYBR (Molecular probes, USA). Se utilizó otra línea de células madre embrionarias humanas como control 
positivo (1) mientras que el análisis se realizó sobre células intactas de VAL-10B en pase 4 (2). Como controles 
negativos, se utilizaron células de la línea control inactivadas por calor (3), y fibroblastos (4).

1        2        3       4
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BANCO NACIONAL DE LÍNEAS CELULARES

NODO COMUNIDAD VALENCIANA

ESTUDIO DEL CARIOTIPO DE VAL-10B

Llevado a cabo en el pase 6, por un laboratorio independiente (IVI Murcia, España).
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BANCO NACIONAL DE LÍNEAS CELULARES

NODO COMUNIDAD VALENCIANA

PLURIPOTENCIALIDAD DE VAL-10B

Diferenciación espontánea in vitro de VAL-10B

Por flotación, en placas de no adhesión, se generan cuerpos embriodes y se mantienen en esas condiciones entre 4 
y 7 días. Barra de escala = 1000 m.

Transcurrido ese tiempo, los cuerpos embrioides se transfieren a placas cubiertas con gelatina 1% para facilitar su 
adhesión. Durante el cultivo en placa, se obtuvieron diferentes tipos celulares (A) y (B). Barra escala = 100 m.

A B
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BANCO NACIONAL DE LÍNEAS CELULARES

NODO COMUNIDAD VALENCIANA

Tras 10-14 días, se fijan y se analizan marcadores de diferenciación característicos de (A) ectodermo (tubulin, -III), 
(B) mesodermo (actina muscular) y (C) endodermo ( -fetoproteína). Barra de escala = 20 m para (A) y y 50 m
para (B) y (C).
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BANCO NACIONAL DE LÍNEAS CELULARES

NODO COMUNIDAD VALENCIANA

Diferenciación espontánea in vivo de VAL-10B

Para desarrollar los experimentos de diferenciación in vivo de las líneas, se utilizan ratones macho de 8 semanas de 
edad, con inmunodeficiencia severa combinada (SCID). Las colonias de células madre utilizadas se aíslan 
mecánicamente de la monocapa de feeder. Se inyectan 30 colonias por testículo. La aparición de tumores se puede
detectar por palpación transcurridas 8 semanas de la inyección. El desarrollo de los mismos se mantiene durante 2-
4 semanas más, momento en el que los animales se sacrifican por desnucación cervical. 
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BANCO NACIONAL DE LÍNEAS CELULARES

NODO COMUNIDAD VALENCIANA

Las muestras son fijadas y enviadas para estudio anatomopatológico por parte de un laboratorio independiente 
(CITOPAT, S.L.).
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BANCO NACIONAL DE LÍNEAS CELULARES

NODO COMUNIDAD VALENCIANA

Microscópicamente, la búsqueda se orienta hacia la identificación de tejidos fácilmente distinguibles como (A) 
epitelio escamoso, (B) nido de condrocitos (1) sobre capa de músculo (2) y epitelio (3), o (C) glándulas. Barra de 
escala = 100 m.

A

B

C

1

2

3
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BANCO NACIONAL DE LÍNEAS CELULARES

NODO COMUNIDAD VALENCIANA

Para confirmar la presencia de derivados de las tres hojas embrionarias, se analizan marcadores de diferenciación 
característicos de (A) ectodermo (tubulin, -III), (B) mesodermo (actina muscular) y (C) endodermo ( -fetoproteína). 
Barra de escala = 100 m.

A

B

C
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BANCO NACIONAL DE LÍNEAS CELULARES

NODO COMUNIDAD VALENCIANA

ANÁLISIS MICROBIOLÓGICOS DE VAL-10B
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BANCO NACIONAL DE LÍNEAS CELULARES

NODO COMUNIDAD VALENCIANA

El análisis de Mycoplasma se realizó mediante PCR con Venor® GeM-Mycoplasma Detection Kit, el cuál cumple 
con los prerrequisitos establecidos en la normativa Europea (párrafo 2.6.21) para el test de amplificación de ácidos 
nucléicos y para el análisis de Mycoplasma (2.6.7 suplemento 5.8).

Venor®GeM- Mycoplasma Detection Kit
Ref: 11-1050, Minerva Biolabs

con Taq DNA Polymerase, Recombinant (Ref: 10342-020, Invitrogen)

                         1         2         3         4         5

1.- Foreskin pase 11
2.- VAL-9 pase 25
3.- VAL-10B pase 20
4.- Control negativo
5.- Control positivo

Resultado: todas las muestras testadas son negativas para Mycoplasma
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BANCO NACIONAL DE LÍNEAS CELULARES

NODO COMUNIDAD VALENCIANA



Documento de Solicitud de Depósito de Línea Celular. Versión 3 Página 25 de 26
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

BANCO NACIONAL DE LÍNEAS CELULARES

NODO COMUNIDAD VALENCIANA
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BANCO NACIONAL DE LÍNEAS CELULARES

NODO COMUNIDAD VALENCIANA

SOPORTE CELULAR

Ficha técnica y análisis microbiológicos del Feeder utilizado en la derivación y mantenimiento de las 
líneas:


