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ANEXOS A LA SOLICITUD DE DEPOSITO DE LA
LINEA CELULAR [UCiPS] Ctrl5-R4F-25 EN EL
BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES

[UCiPS] Ctrl5-R4F-25



CMR[B]”

Centre de Medicina Regenerativa de Barcelona
Centro de Medicina Regenerativa de Barcelona
Center of Regenerative Medicine in Barcelona

ANEXOS

Anexo 1: Fenotipo. Marcadores de pluripotencia

Anexo 2: Diferenciacion in vitro

Anexo 3: Cariotipo

Anexo 4: Resultados microsatélites

Anexo 5: Integracidn y silenciamiento de los transgenes de
reprogramacion

Anexo 6: Resultado Test de micoplasma

[UCiPS] Ctrl5-R4F-25



CMR[B]”

Centre de Medicina Regenerativa de Barcelona
Centro de Medicina Regenerativa de Barcelona
Center of Regenerative Medicine in Barcelona

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

[UCiPS] Ctrl5-R4F-25



CMR[B]”

Centre de Medicina Regenerativa de Barcelona
Centro de Medicina Regenerativa de Barcelona
Center of Regenerative Medicine in Barcelona

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 AAS y ASMA

Diferenciacion in vitro a ectodermo: Células positivas para Tujl
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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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Anexo 4

Resultado microsatélites
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/ A "\ Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia
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Tahle 5. The GenePrime® 10 Systen Alelic Ladder Information.
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STE Locis Lahed Campoie s’ (hasesy Ladder Campopeits
THOE FL 156195 4-5, 0.1 10-11,123
DZEN FL 308350 24, 34.2 35 353 36-3E IRT I

I%1, 30, 302,30, 3.2, 32,321 2,
433 3,342 35 352 36-1%

[KSEIE JOE 109155 ]
D13EHT JoE 176208 715
NFTAEI0 0K 205-147 -4
DI85 JOE 2414 5,815
CSF1PO JOE 14157 t-15
Amelogezin TMR 10, 112 LY
VWA TMR 123-171 10-22
TROIX TME 22190 6-13
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Figura 1. Imformacion de Iz cazs comerncial Promega sobre 2 relacion entre cada une de los boci STR
amplificados v las repeticiones (en rmngos de tamano y ndmeno} gue pueden estar presentbes en
dichos productss de PCR.

RESULTADOIS:

A contnuacion se detalla |z correlacion entre e codigo de muesira de Biobanco ¥ |2 finea
celular procesada:

codigo Bichanco Linea celular
32160023156 UCiP5 Ctrl5 RAF#25 p7

En |2 t=bla siguiente se muestran los resultados cormespondientes a los alelos encontrados
para cada uno de los marcadores microsatalites analizados.

Lo 5TR analizados
Linea celular AMEL | CSFLIPD | D135317 | D165535 | D21511 | D5SE18 | DTSEZ0 | THO1 | TROX | WA
UCEPS Ctrl5 RAFE2S p7 X 12 11 10,13 | 28,322 12 7.9 6.8 (813 14 20

Granada, 2 13 de Junic de 2014

Area de Biologla Malecular
Hiobanco o= 5574
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RESULTADOS:

A continuacion se detalla |z comrelacion entre el codigo de muesira de Biobanco y 2 lnea
celular procesada:

codigo Bichanco Linea celular
32160023157 UC005 p3

En |2 bla siguiente e muestran los resultados cormespondientes 3 los alelos encontados
para cada une de los marcadores microsatelites analizados.

Lo STR analizadas
Linea celular AMEL | CSFLPO | D135317 | D16553% | D21511 | D55818 | D7SE20 | THOL [ TROX | wWA
UCoDs p3 ¥ 12 11 10,13 |29,322( 12 7.9 |68 |813| 1820

Granada, 2 13 de Junio de 20146

Area de Bioleglz Malecular
Siobanco o 55574

Andlisis de microsatélites en la linea de células madre pluripotentes [UCiPS] Ctrl5-R4F-
25 y en las células originales de las que proceden.
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Integracion y silenciamiento de los transgenes de
reprogramacion
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M16091
Integration PCR

22/06/16

Oct4 — Sox2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

— -

—

KIf4 - cMyc

Andlisis PCR mostrando las integraciones gendmicas de los 2 genes utilizados Oct-4, Sox-2, KIf4
y cMyc para generar la linea
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60,0 M16091
50,0 Silencing qPCR
40,0 28/06/2016
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0,0 T | 1

Endo hOct4 Endo hSox2 Endo hKIf4 Endo hcMyc
i UCIPS Ctrl5 R4F#25, P8, mg,
02.06.2016
Trans Sox2 | Trans MG |

Silenciamiento de los transgenes de reprogramacién. Andlisis por Q-RT-PCR de los niveles de
expresion de los transgenes indicados. Se muestra expresion relativa a GAPDH
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Anexo 7

Resultado Test de micoplasma
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MYCOPLASMA TEST
13/07/2016

1. [UCIPS] Ctrl5 R4F-25, p14
2. Positive Control

3. Negative Control (water)
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