Nom de la linea: ES[4]
Origen: embrionari

Dades relatives a la mostra biologica:

Embrié huma criopreservat en dia +2 de desenvolupament.
Congelaci6: 26.01.2002

Donaci6: 26.04.2006

Recepcio en el Banc de Linees Cel-lulars del CMR[B]: 16.10.2006
Descongelaci6: 16.10.2006

Descripcié general del procés previ utilitzat:

L’embrié criopreservat donat va ser descongelat mitjancant un protocol lent amb
PROH i sacarosa. Després de 4 dies en cultiu, un cop arribat al estadi de blastocist,
es va eliminar la zona pel-ltcida (ZP) del embrié amb acid Tyrodes. Es va sembrar i
es va cultivar el blastocist sense ZP sobre una monocapa de fibroblasts irradiats i
medi de cultiu hES.

Suport cel-lular i medi de cultiu utilitzats per a la derivacio:

Suport cel-lular: human foreskin fibroblasts (ATCC, American Type Culture Collection,
CCD1112SKk).

Medi de cultiu: Knockout Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 2
mmol/I GlutaMAX (Gibco, InVitrogen corporation), 0,05mmol/l 2-mercaptoethanol
(Gibco, InVitrogen corporation), 8 ng/ml basic fibroblast growth factor (bFGF)
(Invitrogen), 1% non-essential amino acids (Cambrex), 20% Knockout Serum
Replacement (InVitrogen) y 0,5% Penicillin-Streptomycin (Gibco, InVitrogen
corporation).

Descripcio general del procés de derivacio i manteniment de la linea:
Es va observar un agregat cel-lular amb morfologia caracteristica de ceél-lules
indiferenciades entre creixement diferenciat. Després d’11 dies de cultiu va ser
dissociat mecanicament i ressembrat en una nova monocapa de fibroblasts. El
periode entre passes es de 6-7 dies. Els passes es realitzen de forma mecanica.

El protocol de congelacio de les colonies és un protocol lent amb 90% FBS (sérum
fetal bovi) i 10% DMSO (dimetil sulfoxid).



Caracteritzacio ES[4]

Codi

ES[4]

Origen embrié

FIV Institut Dexeus

CARACTERISTIQUES

Feeders

Human foreskin
Fibroblasts

Aillament MCI

no

Cariotip*

46, XY

Fenotipat

SSEA-1

SSEA-3

SSEA-4

TRA1-60

TRA1-81

Oct 4

Sox 2

Nanog

Fosfatasa Alcalina

+ [+ |+ [+ |+ |+ [+ |+

Viabilitat congelacié/descongelacid

2,

Pluripotencialitat

In vivo

Si

In Vitro:
ectoderm (B-tubulina III)
endoderm (a-fetoproteina)
mesoderm (myosina)

++ +

Analisi microbioldgica

Aerobis

Anaerobis

Fongs

Micoplasma

Tipatge HLA*

realitzat

Emprenta molecular*

realitzada

* s’adjunta validacié externa indepenent




Cariotip ES[4]

P orom oy om ol “ Seneilios
.

ES (4)
ES (4)

Data d'entrada: 22/03/2007

ESTUDI CITOGENETIC

El resultat obtingut en I'estudi citogengtic fet a la mostra de cél-lules mare
rebuda amb aguest nom as;

- Resultat citogenétic: 46,XY

Comentari:

En fesiudi ciiogenétic realizat mitjangant la técnica de bandes G amb 150bjh no s'ha
observal cap alieracid cromosdmica. S'ha estudiat un total de 20 motafases procedents dels
cultius cellulars de la mosia.

Observacions;

El resultat citogenétic no exclou la preséncia d'anomalies no delectables degul a limitacions
propees de la técnica, com poden ser, mosaics de baixa frequéncia i alteracions estructurals
de mida petita (microdelecions | microduplicacions)

Els estudis citogenatics tenen una fiabilitat superior al 98%.

Barcelona, 23/03/2007 Dr. A Serés Santamaria
Genetista clinic
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Mom del cas: 07cmO487 Pacient: ES (4) Data; 23703707

Imatge: 004 Cariotip: 46, XY






