ANEXOS A LA SOLICITUD DE DEPOSITO DE LA
LINEA CELULAR ALD FiPS3-Ep6F-2 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
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Resultado positivo por inmunocitoquimica para las proteinas de pluripotencia

Nanogy TRA1-81

Resultado positivo por inmunocitoquimica para las proteinas de pluripotencia

Oct-4 y SSEA-3
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Resultado positivo por inmunocitoquimica para las proteinas de pluripotencia

Sox-2, SSEA-4

0 pm 100

Resultado positivo por inmunocitoquimica para las proteinas de pluripotencia

TRA1-60

ALD FiPS3-Ep6F-2



o2,

Anexo 2

Diferenciacion in vitro
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Diferenciacidn in vitro a mesodermo: Células positivas para ASMA y GATA4

Diferenciacion in vitro a ectodermo: Células positivas para Tujl y GFAP
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Diferenciacién in vitro a endodermo: Células positivas para AFP y FOXA2
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Cariotipo
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Case: 41350644 Slide: 2 Cell: 4F

Result: 46,XY
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Resultado microsatélites
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B ARCELONA

ESTUDI DE MICROSATEL-LITS (STRs)

Identificacid ID Ambar Tipus de mostra
Mostra: ALD FIPS3-EPBF-2 P12 1335126 Extracte DNA

Descripcio de 'estudi
L'estudi de consisteix en I'andlisi de microsatél-lits o “short tandem repeats” (STR) de DNA procedent
determinades linies cel-lulars. El procediment seguit ha estat el segient:

. PCR - Amplificacié de 15 regions de DNA (STR- short tandem repeats) amb els Kit de Genotipat AmpFLSTR®
Identifiler® Plus PCR Amplification Kit. La combinacido d'aguestes 15 regions constitueix el perfil genétic
(impressio digital genética)

. Electroforesi capil-lar — Lectura del perfil genétic de la mostra.

. Software d'analisi — Assignacidé del perfil genétic.

Resultats
Marcadors Genétics Localitzacio cromosdmica Al-lels mostra
1335126

D851179 8 13 14
D21511 21g11.2-q21 29 30
D75820 7q11.21-22 8 8
CSF1PO 5g33.3-34 11 13
D351358 3p 15 18
THO1 11p15.5 6 9,3
D135317 13g22-31 11 14
D165539 16q24-qgter 10 11
D251338 2g35-37.1 18 22
D195433 19g12-13.1 12 16

VWA 12p12-pter 17 18

TPOX 2p23-2per 8 9
D18551 18g21.3 15 19
D55818 5g21-31 12 12

FGA 4g28 20 23

AMELOGENINA* X:p22.1-22.3-Y: p11.2 X Y

*Amelogenina: Resultat al-lel relatiu al sexe cromosémic: XX (sexe femeni); XY (sexe masculi)

L'Hospitalet del Llobregat, 24/07/2024

Dr. J.V.Martinez Mas
Director de Laboratorio
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¥ BEARCELONA

ESTUDI DE MICROSATEL-LITS (STRs)

Identificacic ID Ambar Tipus de mostra
Mostra: FB JREV, PS5, 0,15M CELLS 11.01.2023 1221810 Extracte DNA

Descripcio de I'estudi
L'estudi de consisteix en I'analisi de microsatél-lits o “short tandem repeats” (STR) de DNA procedent

determinades linies cel-lulars. El procediment seguit ha estat el segiient:

. PCR - Amplificacié de 15 regions de DNA (STR- short tandem repeats) amb els Kit de Genotipat AmpFLSTR®
Identifiler® Plus PCR Amplification Kit. La combinacié d'aguestes 15 regions constitueix el perfil genétic
(impressia digital genética)

. Electroforesi capil-lar — Lectura del perfil genétic de la mostra.

. Software d’analisi — Assignacio del perfil genétic.

Resultats
Marcadors Genétics Localitzacid cromosomica Al I;_';l";:;tm

D851179 8 13 14
D21511 21g11.2-g21 29 30

D75820 7q11.21-22 8 8
CSF1PO 5g33.3-34 11 13
D351358 3p 15 18
THO1 11p15.5 5] 9.3
D135317 13g22-31 11 14
D165539 16g24-gter 10 11
D251338 2g35-37.1 18 22
0195433 19gq12-13.1 13 16
VWA 12p12-pter 17 18

TPOX 2p23-2per g 9
D18551 18g21.3 16 19
D55818 5g21-31 12 12
FGA 4q28 20 23

AMELOGENINA* X:p22.1-22.3-Y: pl1.2 X Y

*Amelogenina; Resultat al-lel relatiu al sexe cromosomic XX (sexe femeni); XY [sexe masculi)

L'Hospitalet del Llobregat, 06/02/2024

Dr. 1.V.Martinez Mas
Director de Laboratorio

Andlisis de microsatélites en la linea de hiPSCy en los fibroblastos de los que procede.
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Ausencia de los transgenes de reprogramacion
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Copy number episomal ALD3
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QRT-PCR donde se muestra la ausencia de plasmidos episomales en diversos clones de la linea de iPSC
ALD FiPS3-Ep6F-, en fibroblastos control no-nucleofectados (SPG1F y SPG2F) y la presencia de
plasmidos en fibroblastos control GFP-nucleofectados 72h después de la nucleofeccién (VP-RF)
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Niveles de expresion de mRNA de transgenes (pla) y marcadores de pluripotencia endégenos (CDS) en
la linea ALD FiPS3-Ep6F-2
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Resultado test de micoplasma

ALD FiPS3-Ep6F-2



% BELL

Mycoplasma test (VenorGeM Classic kit) 27/06/2024

CTRL FiPS CTL2-Ep6F-11 p10
IBPD-G2 p7

ALD FiPS3-Ep6F-2 p10

ALD FiPS3-Ep6F-2 p11

CTRL FiPS CTL2-Ep6F-9 p10

Mycoplasma 265-278 bp
Internal control 191 bp
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