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VAL-4

Datos bioldaicos necesarios para determinar la trazabilidad v el tipaje oe VAL~

-Estudio del fingerprinting de la linea mediante marcadores polimérficos
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Pealc .
B, 2 14.33 127.40 2692 22748 3507
B, 3 15,57 167.35 1080 9102 42486
B, 5 16.09 183.17 989 BS5S 4386
g, 7 17.668 | 232.37 937 B85 4821
B, & 17.81 236.33 900 79638 4855
G, 1 13.50 103.36 2400 196473 3680
G, 2 14.88 144.65 1334 11570 4057
G, 3 15.15 153.68 1158 10316 4130
G, 4 16.67 200.79 | 1147 9640 4545
G, 5 16.80 204.74 1071 BRY6 4580
G, 6 19.60 295.28 1046 9958 5345
G, 7 19.72 299.38 945 8939 5378 |
¥, 1 14,99 148.38 1651 13377 4087
Y, 2 15.12 152.83 | 1487 12413 4123
Y, 3 17.08 213.02_ 1107 9464 4653
Y, 4 17.20 217.14 1080 | 9375 4689
Y, 5 _18.66 264.04 | 743 7268 | 5089
Y, 6 19.15 280,27 737 7252 | 5223




vvvvw-ww--w'wv‘vwwvw'vwwv'-wvvw'-'U"vvvvvvwf'vwwwwvwvvw‘wwwvw

-Estudio del cariotipo en el pase 6, llevado a cabo por un laboratorio independiente al
CIPF (Prenatal Genetics, Barcelona, Spain).

El resultedo obtenido del estudio citogenético realizado mediante la técnica de bandas &
con 400 bjh, fue 46,XX.
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TIPAJE HLA POR BIOLOGIA MOLECULAR DE ALTA RESOLUCION

Linea Celular: VAL 4
Muestra: DNA gendmico, 1.01 g/

HLA-A0201, HLA-A*2402
HLA-B*1801, HLA-B*4403; Bw4, Bwb
HLA-C*0401, HLA-C*0701
HLA-DRB1*1101, HLA-DRB1*1104
HLA-DRB3*0202, -
HLA-DQAT*0505, -
HLA-DQB1*0301, -

HLA-DPB1*0201, HLA-DPB1*0401

(Técnicas: PCR-SSP y PCR-550, alta resolucidn)

Valencia, a 23 de agosio de 2006

Fdo. Dra. D. Planelles
Laboratorio de Biologia Molecular-Histocompatibilidad

e =\ | aboratorio de Histocompatibiidad acreditado por la
j “European Federation for Inimunogenetics”
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Informacion detaliada sobre viabilidad, perencialidad v sequridad de la lnea.

~Morfologia compatible. (A) Blastocisto, (B) primer corte, (C) morfologia tipica de una
celonia,

s

-Expresion de marcadores moleculares de indiferenciacion RT-PCR ha sido positiva para
Oct-4 (1), Sox-2 (2) Rex-1 (3), Nanog (4), CRL (5), Thy-1 (6) y Lefty-A (7) asi como negativa
para Nth (8), Ren (9) y Amy (10). El control interno de expresidn utilizado es Gapdh (11)

1 2 3 4 5 6 7T 8 9 10 11

-Expresion de antigenos de indiferenciacion: inmunocitoquimica positiva para S5EA-4 (A),
Tra-1-60 (B), Tra-1-81 (€) (Chemicon, Temecula, CA) y Nanog (D) (R&D, Minneapolis, MN) v
negativa ara SSEA-1 (E) (Chemicon, Temecula, CA).
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-Ensayos de actividad de fosfatasa alealina mediante un kit comercial (Chemicon, Temecula,
CA) se comprobd la actividad fosfatasa alealina positiva para mds del 20% de las colonias.

-Determinacién de la existencia de actividad telomerasa.

La deteccidn de la actividad telomerasa caracteristica de células inmortales se ha
realizado mediante una reaccidn de PCR utilizando un kit especifico (TRAPEZE © Telomerase
Detection Kit; Chemicon, Australia) y tincidn con SYBR® (Molecular probes, USA) y repetido
por un laboratorio independiente (M Blasco CNIO). El andlisis de la actividad telomerasa se
realizé sobre células intactas (1) y sobre células inactivadas por calor (2)




~Congelacién y descongelacién consistente hasta 7 pases y curva de crecimiento en
fresco.
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Diferenciacién espontdnea en culiivo a células de las tres hojas embrionarias.

Consiste en disociar lus colonias de células madre con colagenasa tipo IV, y mantenerlas
en cultivo en suspensién con medio con SBF, para favorecer la formacidn de cuerpos
embricides. Transcurridos 4-7 dias, los cuerpos embricides se transfieren a placas para
facilitar su adhesién v favorecer su crecimiento en cultivo con medio con SBF. Tras 10-12
dias, se procede a la fijacién y andlisis de marcadores de diferenciacién caracteristicos de
(Alectodermo (tubulin, B-TII), (B)mesodermo (actina muscular) vy (C)endodermo  (a-
fetoproteina).




~Induccién de la formacién de teratomas en ratones SCID.

Para desarrollar los experimentos de diferenciacién in vivo de las lineas, se utilizardn
ratones macho de 8 semanas de edad, con inmunodeficiencia severa combinada (SCID). Las
colonias de células madre utilizadas, se aislan de la monocapa de feeder mediante el método
de flushing. El ndmero de células inyectadas serd de 50.000 por testiculo. La aparicién de
tumores se puede defectar por palpacién franscurridas 8 semanas de la inyeccién. El
desarrollo de los mismos se mantendrd durante 2-4 semanas mds, momento en el que los
animales se sacrificardn por desnucacidn cervical.

En progreso




