VAL-5

Datos biolégicos necesarios para dererminar la_trazabilidad y el tipaje de YAL-5

-Estudio del fingerprinting de la linea medionte marcadores polimérficos
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B, 2 13.60 127.23 1246 9840 3709
B, 4 13.98 139.67 1104 8740 3811
B, 5 14.87 171.00 1228 10232 4055
5,6 14.28 174.63 1102 9157 4085
B, 7 16.33 219.94 935 1| 7919 4452
B, 5 17.02 24417 712 6184 4642 |
G, 1 12.83 102.96 2694 20436 3497
G, 2 13.85 135.43 1470 11549 3777
G, 3 14.23 148.92 1597 12650 3880
G, 4 15.87 204.45 1074 B776 4328
G, 5 15,99 208.42 1007 8249 4360
G, 6 18.43 294.81 TQ53 9824 5024
G, 7 18.54 299.04 308 8281 5055
¥, 1 14.21 | 148.12 1450 11610 3874
Y, 2 14.33 152.59 1349 10421 3908
¥, 3 16.47 224.73 1081 8114 4490
Y. 4 16.58 228,67 892 7585 4521
Y, 5 17.57 263.74 725 6780 ‘ 4792
¥, 6 17.91 275.95 6973 6492 4884
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-Estudio del cariotipo de VAL-5 llevado a cabo por un laboratorio independiente al CIPF
(Prenatal Genetics, Barcelona, Spain). El resultado obtenido del estudio citegenético
realizado mediante la técnica de bandas 6 con 400 bjh, fue 46,XX.
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TIPAJE HLA POR BIOLOGIA MOLECULAR DE ALTA RESOLUCION

Linea Celular: VAL &
Muestra: DNA gendmico, 1.88 pg/ul

HLA-A*0101, HLA-A*2402
HLA-B*0801, HLA-B*4403; Bw4, Bws6
HLA-C*0202, HLA-C*0701
HLA-DRB1*0301, HLA-DRB1*0402
HLA-DRB3*0101, HLA-DRB4*0103
HLA-DQA1*0501, HLA-DQA1*030101
HLA-DQB1*0201, HLA-DQB1*0302
HLA-DPB1*0201, HLA-DPB1*0401

(Técnicas: PCR-SSP y PCR-8S0, alta resolucién)

Valencia, a 23 de agosto de 2006

Fdo. Dra. D. Planelles
Laboratorio de Biologia Molecular-Histocompatibilidad
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Laboratorio de Histocompatibilidad acreditado por o
“European Federakion for Immunogenetics”




Informacion detallada sobre viabilidad, potencialidad y sequridad de la linea.

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

-Expresién de marcadores moleculares de indiferenciacién RT-PCR ha sido positiva para
Oct-4 (1), Sox-2 (2) Rex-1(3), Nanog (4), CR1 (5), Thy-1 (6) y Lefty-A (7) asi como negativa
para Nfh (8), Ren (9) y Amy (10). El control interno de expresién utilizado es Gapdh (11)
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-Expresién de antigenos de indiferenciacién: inmunocitoquimica positiva para SSEA-4 (A),
Tra-1-60 (B), Tra-1-81 (C) (Chemicon, Temecula, CA) y Nanag (D) (R&D, Minneapolis, MN) y
negativa para SSEA-1 (E) (Chemicon, Temecula, CA).

-Ensayos de actividad de fosfatasa alcalina mediante un kit comercial (Chemicon, Temecula,
CAJ se comprobé ia actividad fosfatesa elealing positiva para mds del 90% 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 fincién con SYBR® (Molecular probes, USA) y repetido
por un laboratario 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 descongelacion consistente hasta 10 pases v curva de crecimiento en
fresco.
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-Diferenciacion espontdnea en cultivo, a células de las tres hojas embrionarias.

Consiste en disociar las colonias de células madre con calagenasa tipo IV, y mantenerlas
en cultivo en suspensidn con medio con SBF, para favorecer la formacién de cuerpos
embrioides. Transcurridos 4-7 dias, los cuerpos embrioides se transfieren a placas para
facilitar su adhesidn y favorecer su crecimiento en cultivo con medio con SBF. Tras 10-12
dias, se procede a la fijacidn y andlisis de marcadores de diferenciacién caracteristicos de
(A)ectodermo  (tubulin, B-TIT), (B)mesodermo (actina muscular) y {Clendodermo (o-
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 (5CID). Las
colonias de células madre utilizadas, se afslan 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 detectar por palpacién transcurridas 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 desnucacién cervical.

Para confirmar la presencia de derivados de las tres hojas embrionarias, la bisqueda
se orientard hacia la identificacién de tejidos fdcilmente distinguibles como (A) rosetas
neuronales, (B) cartilago o (C) gldndulas. Para cerciorarnos de los resultados se empleardn
también anticuerpos frente a derivados de las tres hojas embrionarias (D)tubulin, B-IIL, (E)
actina muscular y (F) a-fetoproteina.

A B




