ANEXOS A LA SOLICITUD DE DEPOSITO DE LA
LINEA CELULAR BS PBiPS46-Sv4F-10 EN EL
BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
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Anexo 1

Fenotipo. Marcadores de pluripotencia
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Actividad fosfatasa alcalina de la linea de células pluripotentes

BS PBiPS46-Sv4F-10



Resultado positivo por inmunocitoquimica para las proteinas de pluripotencia

Nanog, TRA1-81, OCT4 y SSEA3.
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TRA1-60

Resultado positivo por inmunocitoquimica para las proteinas de pluripotencia

Sox-2, SSEA-4 y TRA1-60
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Anexo 2

Diferenciacion in vitro
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Diferenciacion in vitro a mesodermo: Células positivas para ASMA y ASA

Diferenciacion in vitro a ectodermo: Células positivas para Tujl y GFAP
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Diferenciacion in vitro a endodermo: Células positivas para AFP y FOXA2
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Anexo 3

Cariotipo
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ESTUDI CITOGENETIC

Sant Joan de Déu
Barcelona - Hospital

Case name: 92410481
NHC: CT0107

Tipo de muestra: CM

Nombre y Apellidos: BS PBiPS46 Sv4F-10 p14 Servicio: CMRB
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Case: 92410481 Slide: 1 Cell: 6

Resultado: 46,XY
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Resultado microsatélites
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Los resultados obtenidos son estudiados mediante el programa informatico GeneMapper® 3.2.
De acuerdo con la informacion suministrada por Promega® sobre su kit de amplificacion
GenePrint® 10 System, estos son los datos correspondientes de los alelos existentes para cada
uno de los diferentes loci STR (figural):

o

Biobanco del Sistema Sanitario PUblico de Andalucia

Promega
Table 5. The GenePrint® 10 System Allelic Ladder Information.
Size Range of Allelic Ladder Repeat Numbers of Allelic
STR Locus Label Components!? (bases) Ladder Components
THO1 FL 156-195 4-9,0.3,10-11,133
D21811 FL 203-359 24,24.2, 25, 25.2, 26-28, 28.2, 29,
29.2,30,30.2,31,31.2,32,32.2, 33,
33.2, 34, 34.2, 35,352, 36-38
D35ss18 JOE 7-16
D135317 JOE 7-15
D78820 JUE 6-14°
D165539 JOE 264304 5,8-15
CSFIPO JOE 321-357 6-15
Amelogenin TMR 106, 112 N
VWA TMR 123-171 10-22
TPOX TMR 262-290 6-13

"The length ofeach allele in the allelic ladderhas been confirmed by sequence analysis.
“When using an internal lane standard, such as the Intemnal Lane Standard 600, the calculated sizes of allelic
ladder components may differ from those listed. This oceurs because different sequences in allelic ladder and
1LS components may cause differences in migration. The dye label also affects migration of alleles.

HeLa celk have a microvanant allele 13.3 at the D138317 locus. This will appear as an off-ladder allele

(see www.cstl.nist.gov/strbase fvar_D13531 7. um#Tri).

v.04

Figura 1. Informacion de la casa comercial Promega sobre la relacion entre cada uno de los loci STR
amplificados y las repeticiones (en rangos de tamafio y nimero) que pueden estar presentes en dichos
productos de PCR.

RESULTADOS:

En la siguiente tabla se indican los resultados correspondientes a las variantes alélicas para
cada locus STR en la muestra analizada.

Loci STRs analizados

Codigo origen del ADN

Codigo biobanco de la linea celular

THOL

D21511

D55818

D135317

D75820

D165539

CSP1PO

AMEL

vWA

TPOX

INVNO2519A555ADNA002 | BS PBIPS 46-Sv4F-10 p12

6,8

29

11

12,13

9,11

9,11

11,12

XY

15,17

8,11

Granada, a 15 de Noviembre de 2019

Laboratorio de Biologia Molecular
Biobanco del SSPA
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RESULTADOS:

En la siguiente tabla se indican los resultados correspondientes a las variantes alélicas para

cada locus STR en la muestra analizada.

Loci STRs analizados

Codigo origen
del ADN de la
Codigo biobanco linea celular | THO1| D21511 | D55818 | D13sS317 | D75820 | D16S539 [ CSP1PO | AMEL | VWA | TPOX
Brugada S
INVNO2519A525ADNAOO2 RB12145 6,8 29 11 12,13 9,11 9,11 11,12 XY | 1517 | 8§11

Granada, a 15 de Octubre de 2019

Laboratorio de Biologia Molecular
Biobanco del SSPA

Analisis de microsatélites en la linea de hiPSCy en las células originales de las que procede.
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Anexo 5

Silenciamiento de los transgenes de reprogramacion
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RT-PCR SENDAI 26/07/2019

BS PBiPS46 Sv4F-10, P7, 15.07.19
BS PBiPS46 Sv4F-13, P7, 09.07.19
Ctrl.BS PBiPS37 Sv4F-1, P8, 11.07.19
H20

P WNE

SeV (181pb)

KOS (528 pb)

KIf4 (410 pb)

Silenciamiento de los transgenes de reprogramacion

Andlisis RT-PCR que muestra los niveles de expresién de mRNA de los marcadores de
pluripotencia enddgenos

C-Myc (532 pb)
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Confirmacion de la presencia de la mutacion
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Sequencing Brugada syndrome patient RB12146 using short-read sequencing

Chr3:38767314 - rs6801957-T
Chr3:38767603 - rs6799257-A
Total count: 227
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Chr3:38777554 - rs10428132-T

Chr3:38771994 - rs9874633-A S ——
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Sequencing hiPSC from Brugada syndrome patient RB12146 using Sanger sequencing

rs9836859 — chr3:38771902 (GRCh37-hg19) SETUNINS — chi3-387T1028 (GRCHITHGHS)

rs9874633 — chr3:38771994 (GRCh37-hg19) rs10428132 - chr3:38777554 (GRCh37-hg19)

rs10428168 — chr3:38780059 (GRCh37-hg19)

Se presentan los resultados de la secuenciacion en células del paciente con Sindrome de
Brugada y la comprobacion de las mismas en la iPSC generada
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Resultado test de micoplasma
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Mycoplasma test (VenorGeM Classic kit) 02/10/2019

Mycoplasma 265-278 bp
Internal control 191 bp

5. BSPBIPS 46-Sv4F-10 p10
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