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PRINCIPE FELIPE
CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

ANEXO

Documento de Solicitud de Depdsito de Linea Celular. Version 3 Pagina 9 de 23
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



an

PRINGIPE FELIPE
CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

MORFOLOGIA DE VAL-9

(A) Morula tardia (40x), (B) morfologia tipica colonias de VAL-9 (4x).
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PRINCIPE FELIPE
CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

TIPIFICACION HLA DE VAL-9

Llevado a cabo en el pase 6, por el Centro de Transfusiones de la Comunidad Valenciana.

AT VALENCIANA

1A oF TAaN1

% g AGENCIA VALENCIANA DE SALUT
A Centre de Transfusio de la
Comunitat Valenciana Dector
Coniro CENTRO DE INVESTIGADION
PRINCIFE FELIFE
Barvicls LK AR GV LAAET (1-15 )
Direccion  AVDA. AUTOPIETA DEL BALER. 16-
3
45012 WALENCIA
INFORME DE MUESTRAS EXTERNAS
Paciente “AL-3 PG Fecha Pet. 04-dg-2008
N Pac. 0500302150 (HG: | (51P ) N* Toma BOEIER2T
[ TR TIRTH R siref
HISTOCOMPATIBILIDAD.
TIFAIE HLA CLASE- POR BOLOGIA MOLECLILAR OE ALTA RESOLLICION (PCR-S5P/SS0§
Eqv. Sernlo | Alelos Amglifizados
LocuE HLA = A Az AN AT L5110
Lecus HLA - B 67, B51E) B070Z B5101
Loaus HLA - Cw w2, Cwr Cw*l202 Cw D702
Egv. Gerolo Alglos Amplficados
Lecis HLA - DRB1 DRI, CRE1™110T  DRE 600
DR1SZ)
Leaus HLA - DRB3 DRSZ, DRE3TZ0Z
Locus HLA - DRB4A
Locus HLA - CRBS CRS1, DRES 010101
Locus HLA - DAY COATO6I6 DOMIDN02
Locus HLA—-DOB1.  DOTY. DOA) | DOBIN3M DOBIDIe
: Locus HLA - DFBY OPRI4T  DPE 060
@ OBSERVACIONES
R
N
&
Fdo: Dr. José A Moltora ( Dra. Nigves Puig
P
Valancia, 20 da anaro da 2008
b
Lt
r Centre de Transfusia de a Comunitat Valenciana
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CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

MARCADORES INDIFERENCIACION DE VAL-9

Expresién de antigenos de indiferenciaciéon en VAL-9

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.
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CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES

NODO COMUNIDAD VALENCIANA
Ensayos de actividad de fosfatasa alcalina en VAL-9

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.

Expresion de marcadores moleculares de indiferenciacion de VAL-9

RT-PCR positiva en pase 5 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 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

La deteccion de la actividad telomerasa caracteristica de células inmortales se ha realizado mediante una
reacciéon 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 en pase 5 (1), utilizando otra linea de células madre embrionarias humanas como control positivo (2). Como
controles negativos, se utilizaron células de VAL-9 inactivadas por calor (3), y fibroblastos (4).
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PRINCIPE FELIPE
CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

ESTUDIO DEL CARIOTIPO DE VAL-9

Llevado a cabo en el pase 6, por un laboratorio independiente (VI Murcia, Espafia).

INFORME CITOGENETICO: VAL-9

(¢ M i ic

1€ 32 IC s 28 18

5

-

12
-
3¢ A% :x ¥E A% 4B
-
13 14 15 16 17 18
s -
] . -
s Ps s (R &
19 20 21 22 ¥ ]
R
. e
Nombre del caso: VAL-3 Fecha: 17/12/2008 A . ,é?
. L]
Mombre del Paciente: Pase 6 ﬁ W_’f—
A,
. P
Tipo de muesira: Linea celular i

Resultado: 46, XY [20]

El analisis cromozomico revela un cariotipo MASCULING NORMAL.
Se han estudiado un total de 20 metafases mediante bandas GTG.

r‘ol

Dra. C Méndez
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PRINCIPE FELIPE
CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

PLURIPOTENCIALIDAD DE VAL-9

Diferenciaciéon espontanea in vitro de VAL-9

Por flotacion, en placas de no adhesion, se generan cuerpos embriodes y se mantienen en esas condiciones entre 4
y 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. Durante el cultivo en placa, se obtuvieron diferentes tipos celulares (A) y en dia 9 de cultivo se observaron
focos de latido (B):
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PRINCIPE FELIPE
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 (A) ectodermo (tubulin, -lll),
(B) mesodermo (actina muscular) y (C) endodermo (o-fetoproteina). Barra de escala = 50 um para (A) y (C) y 20 um
para (B).
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PRINGIPE FELIFE
CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

Diferenciacion espontanea in vivo de VAL-9

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 aparicion 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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PRINGIPE FELIFE

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.).

CITOPATS.L.

7, Micer Mascd 7, pha.
46010 Valencia

Ted, $6-16900.240

INFORME ANATOMOPATOLOGICO

PACIENTE F. Nacim N H.C. F. Toma F. Regisire
Sr/Sra: PRINCIPE FELIPE _, TESTES RATON 10/03/2008 101032009
D/ Dhpgr: Clirica: CIPF

ORGAND: TESTICULO

DESCRIPCION MACROSCOPICA

TITI VAL 108: Testiculo de 1.3 x 1 em parcialmente quistico y de consistencia gelatinosa.

TITD VAL 108: Testiculo de 2 x 1.5 x 1.5 cm de consistencia gelatinosa homogenea al corte {dos
rlongues )

7% VAL 9 Testiculo de 1.5 x 1 em de aspecto guistico ¥ paredes lisas traslugidas con algun area
engrosada.

80 WAL 9 Testiculo de 2 x 1,5 x 1 em de aspecto carmoso ¥ hemorragico

DESCRIPCION MICROSCOPICA

DIAGNOSTICO

TITI VALIOB: TERATOMA QUISTICO CON PREDOMINIO MESENQUIMAL VIENDOSE
DIFERENCIACION CONDRAL Y AISLADAS AREAS EPITELIALES ESCAMOSAS Y
GLANDLULARES,

TTTD VALIOB TERATOMA QUISTICO CON DIFERENCIACION DE LAS TRES HOJAS
EMBRIUNAKIAS, PREDOMINIO MESENQUIMAL,

79 VAL 9 TERATOMA QUISTICO CON DIFERENCIACION DE LAS TRES HOJAS
EMBRIONARIAS CON AREAS DE EPITELIO DIGESTIVO, ESCAMOSO Y MESENQUIMAL CON
ALGUN FOCO GLIAL.

80 VALY TERATOMA QUISTICO CON PREDOMINIO EPITELIAL,

1310272009 Patiloge:  Dra. C."'L_]Tj_'\HL'[[i Piginag | de 2
i
25 s
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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 faciimente distinguibles como (A)
entramado fibrilar, (B) nidos de condrocitos 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-111), (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

.

LASCIRATOMOS T, MAKIUES 5.1
I, BSSREN0
. AT A
Teefono, W 181 1730
LAY - GTNCARDN | vrssracio

CIPF-FVIB
BANCO DE I.TNEAS CELULARES (1-15)
AAEVA GOMEZ
CIE-P. Avda. Autopista del Saler n® 16=3
(jumitn (heennografico)
4612 (Valencia)
NIF: G 46923421

N PEDIDCR: 09-T15-0010

1w

MUESTRAS PARA TESTAR
(CTPF 030249

WIESTRA RESULTADG

1. S 0, e W-BL T

VAL-D Pase 21 e imsians s ., hacterislopien: megative

. mienlogico: negalivi

Lo medins de cultivo otilizados para o realieaciin de Ios cultives bacterioligioos
de estas mucsiras ban sido: Agur Sangre, Agar Chocolate, Agar NMucCoenkey, Agur
sabsarand dextrese en Acrabiosis y 10% CO2 v en medio de schudler Agar
Sangre oo Anacrobiosis. e

i i kil oo b Mrwsiecis J4 Vmbenom, o Fems 1 T8, Libes DB Boam

i K.-'. #
! Valendin 9 febrepy 2009
4 1
g 4
i -
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PRINGIPE FELIFE
CENTRO DE INVESTIGACION

BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
NODO COMUNIDAD VALENCIANA

EHSTITUTD WELERCDEnD DE ndChOBT0L06=d

Instituto Valenciano de Microbiologia

Mlasia El Romeral

Cira. Bétera - San Antonio de Benagéber, Km. 0.3
46117 Bétera (Valencia)

Tel. 6 16% 1702 -Fax 96 169 16 37

e-mail: ivami@ivamicom hbip: www. eami.com

Hambire (VAL-9 K Histona Mo consta

W muestra 11000056 F ¥ H Recepcidn : 05022009 100527
Su raferencia | VAL-S

Coctonra i corsta F. Extraceidn © Mo consta

Cenfre (CEMTRO INVESTIG. PRINCIPE FELIPE (-15] H. Extraccitn < Ma cansta

Tipa muestra ~ Células y medio de cultive
Condcones - Refrigerada

Deteccitn de ADM de Mycoplasma spp. contaminantes mediante PCR
PCA mesudPCR™

La deteccidn de ADN de Mycoplesma epp. contaminantes (M. arginini, M. fermentans, M. hyaiinis,
Acholaplasma laidiad, o, ) en culivos celulanes, mediants doble ampificacion enzimatea de la regdn
gemndmica 165 y 235 del ARNr (ARN ribosdmica), con doe series de cebadores, ha resuliado

Negative

Observaciones:

Proyecto HSPedide N* 09-] 15-0012
AR Dra. Moelia Fliquete

16 de maras de 2008
FINAL Encarna E=tebar Bamudez

Prrern gt | VIO 1708 X

Paging 1 de 1

Raglsro marcendll de Vilnon. fomo S003. Bbee D11 seocidn O fole 68 botwn® VITUIL imeriociin 10 - COLF. BSROTINT
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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 derivacién y mantenimiento de las
lineas:

ano de Microbiologia

Instituto Valenc

1 K -h Tel 96 1631702

, ' A Wi Product Information Sheet for CRIL-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

Forenkine - 1
Procuct CRL-2420 16700001 Fecha.: 27/08/04
LeaMs 3117003 Fax...: 963458813
Fundacién IVI

CCO-11125k Descrigtion: S fitrotiast, Human

Total Colsml: 0.0 x 10{5) ¢ ©f Guadassuar n* 1 baje

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 setup 81 & diution of 115, using IMDM wih 10% FBS, reaches Tipo de cultive celular: celulss FSPLY y medio de cultive
in
Muesteas preparadas v suministradas pori
Fundacién dol 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: suspensisn de 6 x 10,4 célu
Tiemps de cultive: 15 diaa.

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

Result 3 La o bact )

Investigacién de Mycoplasma spp.

Muzstza: suspensién de 5 x L0.6 células

Métsds utilizade: Mycotes.TM esn cdlulas indieaderas IT6
Resultado: Negativo (ausencis de Mycoplasma app.)

Irvestigacisn de endotexinas
Hue : medis de cultivo libre de eélulas

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

resultade: < 0,1 EBO/EL

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

Método utilizado: doble PCR con secusncia del gen Immediate
Early-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

i s i, o SR, e 110, i .l 4. gt TS st 4 CLF BSTINT

tuto Valenciano de Microbiologia Instituto Valenciano de Microbiologia

Fed, 96 169 17 02 Tel, 96 169 17
Masia EI Romersl Fax 9 169 1637 Masls B Resentl Fa 56 169 16
Cra, Bétcrn - San Amoeio de Benapéher, Km. 0.3 eetermail o Ciea, Biéters - San Astont do Besagéher, Km. 03 e
46117 Bétera (Velencia) e v o 46117 Béora (Valeaeia) Wi .
F: ine - 1 Nombge.....: Foreskine - 1
10700001 Facha.: 27/09/04 n* mue 19700061 Fecha.: 27/03/04
Fax...: 963455512 et Fa...: 863435512
Doctor. ..
.: Pundaeién IVI cente Fundacién V1
.t ©/ Guadassusr n® 1 Baje Direcc uadassusr n* 1 bajo
Investigacién de wirus de Epstein-Bare Investigacién de virus de Insuncdeficiencis humana tipo 2 (VIH-Z)
Mucstra: ADN entraids de 2 x 10.6 células Huestza: ADH extzeide de 2 = 10,6 célules.
Mitods urilizade: deble PR con secdsncia del gen de proteina Hézode utilizado: doble PCR con secuencia de loa genes pol y env,
de cipaide p23 (gen BLRFZ). Resutsdo: Wegative [susencia do genoma de virus de Inmancdef

Resultado: Negative [ausenciz de genoms de virus de Epatein-Barz) humans tips 21
Investigacitn de virus WTLY-I/IT

ADN extraidc de I x 10.¢ células

deble PCR con secaencla del gen tax/rex y postecier

Investigacién e vicus de Kepatitis B
Mupstrar AW extraido de Z x 10.6 células Muestra
Métode utilizado: deble PCR con secuenaia del gen HEV precore métode otilizade:
antigen. secusneiacise.

vo {ausencia de gencma de virus de hepatitis B) Resuleade: Wegarive (ausencis de gences de wirus WTLV-1/111

Investigacién de Parvovirus
Muestra: ACN extraide de 2 » 10.6 células.

Méredo utilizada: dable FCR con secuencis del gen VP1-VPZ
Resultado: Hegativelausenzis de gencma de Pacvorirus)

fnvestigacibn de virus de Hepatitis ¢

Métode utilizade: doble FCR con secuencia del gen do 1s
regién WCR-51
Resultedo: Negstivo [ausencia ae genoma de wirus de hepatitis €]

ZTavestigecién 84 Teenscriptasa reversa.
Musstra: Medis Libre de células Ge cultivo en fase exponencial.

Investigneidn de virus de Herpes humanc tipe & [varfante A)
Métods usilizade: Transsripeisn reversa con molde de wirus Preme Mossic

Musstrar ADN extraido de 2 x 10.6 células

Método utilizade: doble FCR con secusncia de los genes MCP (Major capsid Vizus [BMV).
Protein] y LTP (Large Tegument Protein) y posterior secuenciacién. Rasultados: do ot 't ceversa)
Resultado: Negativo{ausencia de genema S virus Merpes humare tips 6
wariante A Fdo. Técnicos responsables
Invastigacitn de viegs e Horpes humano tips & (varfants B) N !

22 de cotubre 004

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

Protein) y LTP (Large Tequment Protein] y pestericr secusnciasien ¢ . E. Esteban [Direcci
Wesultado: Hegativolausencis de gencma de wirus Herpes humans tipo 6 ™
v

varisnte B}

Muestra: ADH extraids de 2 ¥ 10.6 células /hvl// Valenc.

. tdenica)

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

Muestra: ACH axtraido de 2 x 10.6 celulas.

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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