ANEXOS A LA SOLICITUD DE DEPOSITO DE LA
LINEA CELULAR BS FiPS 67-Ep6F-5 EN EL
BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
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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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TRA-1-60

Resultado positivo por inmunocitoquimica para las proteinas de pluripotencia

Sox-2, SSEA-4 y TRA1-60
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Diferenciacion in vitro
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Diferenciacién in vitro a ectodermo: Células positivas para Tujl y GFAP
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Diferenciacidn in vitro a endodermo: Células positivas para AFP y FOXA2
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Anexo 3

Cariotipo

BS FiPS 67-Ep6F-5
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WS ID B e ESTUDIO CITOGENETICO
NHC: CT0081 Senvicio: CMRB
Case name: 90640711 Tipo de muestra: CM

Nombre y Apellidos: BS FiPS67-eP6f-5 p13
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Case: 90640711 Slide: 1 Cell: 5F
Resultado: 46, XY
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Resultado microsatélites
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/ A \ Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia
sunra o anomwen  CONSEJERIA DE SALUD v.04

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]
Promega

Tahle 5. The GenePrint® 10 System Allelic Ladder Information.

Size Range of Allelic Ladder Repeat Numbers of Allelic
STR Logis Labed Coniponents'? (hases) Ladiler Components
THO1 FL 156—195 4-9.93, 10-11,133
D21511 FL 203—259 4, 24.2,25,25.2, 26-28, 28.2, 19,

29.3_30,30.2, 31, 31.2,32,32.2, 33,
339 34 849 35 952 9638

D55818 JOE 119-155 T-16
D135317 JOE 176208 7-15
D7s&20 JOE 215-247 614
168539 JOE 264-404 5, 8-15
C5FIPOD JOE 321-367 615
Amelogenin TME 106, 112 XY
VWA TME 123-171 10-22
TPOX T™MR 262-200 613

"The Jength of each allele in the allelic ladder has been confirmed by sequence analysis.
“When nsing an ineemnal lane standard, soch 25 the Inemal Lane Standard 600, the caleulated sizes of allels

laclder components may differ from these Rsed. Tlas ocenrs because differsnt ssquenos in allelic ladder anx
I35 components may cause differences in migration. The dye 1abe also aferts migration of alleles.

'Hela cells have a microvariant dlele 133 at the D138317 locus. This will appear as an off-ladder dllele
(e W, cstl, mist. gov, stebase 'var_D13SE 7 s T,

Figura 1. Informacidn de |a casa comercial Promega sobre la relacidn entre cada uno de los loci STR
amplificados y las repeticiones (en rangos de tamario 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
Codigo del ADN de la
biobanco linea celular THOL | D21511 | D55818 | D135317 | D75820 | D165539 | CSPIPO | AMEL | vWA TPOX
32150083002 BS APS 67
Ep6F-5 pll 8 27,28 11 12 7,11 11,12 12 XY 14,18 9,11

Granada, a 21 de Marzo 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 $TR en la muestra analizada.

Loci 5TRs analizados

Cadigo origen del

Cadi
hiolial::n ADN de la linea THOL | D21511 | D55818 | DL35317 | 75820 | DLGES539 | CSPLPO | AMEL | wWA | TPOX
celular
32180360021 RB19267F B 27,28 11 12 711 11,12 12 XY 14,18 | 9,11

Granada, a 31 de Qctubre de 2018

Laharatorio de Biolagia Malecular
Biobanco del SSPA

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

BS FiPS 67-Ep6F-5
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QRT-PCR donde se muestra la ausencia de plasmidos episomales en la linia BS FiPS 67-Ep6F-5
(corresponde a la abreviacién de 67-5) y en fibroblastos control no-nucleofectados (51F, 54F,
55F).
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Niveles de expresién de mRNA de transgenes (pla) y marcadores de pluripotencia
enddgenos (CDS) en la linea BS FiPS 67-Ep6F-5.
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Comprobacion de la presencia de la mutacion
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SCMN5A gene, exon 3 Patient BrS Rb19967 (c 287 T=C, in heterozyansis)

ACTTTCATCGTACT/CGAATAAAGGCAAGACCATCTTCCGGTTCAGTGCCACCAAL
GCCTTGTATGTCCTCAGTCCCTTCCACCCCATCCGGAGAGCGGCTGTGAAGATTC

TGGTTCACTC
Eibroblasts iPS cells

|I | |'IH|'| [ I.I I|I l,I rrll,|| | |

Detalle de la mutacién que presenta el paciente y que coincide con la observada en la linea de iPSC
generada
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Resultado test de micoplasma

BS FiPS 67-Ep6F-5



Mycoplasma test (VenorGeMClassickit) 27/02/2019

1. Ctrl.BS FiPS 64- Ep6F-1 pll
2. CtrlBS FiPS 65- Ep6F-9 pl2
3. BSFiPS67-EpEF-5  pld

BS FiPS 67-Ep6F-5



