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

ANEXOS A LA SOLICITUD DE DEPOSITO DE LA
LINEA CELULAR THD FiPS B1-Ep6F-15 EN EL
BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES

THD FiPS B1-Ep6F-15



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: Genotipado

Anexo 7: Resultado Test de micoplasma

THD FiPS B1-Ep6F-15



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
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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 FOXA2
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Anexo 3

Cariotipo
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Anexo 4

Resultado microsatélites
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A continuacion se degallza |2 correlacion entre el codigo de muestra de Biobanco v |2 lnea

celular procesada:

codigo Biobanco

Linea celular

32161305002

THD FiFSE1 Ep6F-15 pl3

En |2 =bla siguiente se muestran los resultados comespondientes 2 los alelos encontrades
para cadz uno de los marcadores microsatélites analizados.

Linea celular

Lo 5TR analizadaos

AMEL | CSFLIPO | D135317

D1E5539 | 021511 | 55518

D75E20

THO1

THD FiPSB1 Ep&F-15 p13
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1 28,30 11

10,13

7 |811

15, 17
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codigo Biobanco Linea celular
32161229002 THD B1 F p6

Loci 5TR analizados
Linea celular AMEL | CSF1PD | D135317 | D165539 | D21511 | DSSE18 | DFSE2Z0 | THOL | TPOX | wWWA
THD B1F p6 K 11 11,13 11 29, 30 11 10,13 7 B 11| 16,17
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Andlisis de microsatélites en la linea de hiPSCy en la linea de fibroblastos de la cual proceden.

THD FiPS B1-Ep6F-15



CMR[B]"

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

Anexo 5

Integracion y silenciamiento de los transgenes de
reprogramacion
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PCR
Absence of episomal vector

1,6 -
1,4 -

1,2 A

0,8 -

Copy #/ ng gDNA

0,6
0,4 -

0,2 -

0 T T T T 1

THD FiPSB1 THDA1GFP  THDB1GFP  THDA1F,P3  THDB1F, P6
Ep6F-15,p9  nucleofected  nucleofected

Andlisis PCR donde se muestra la ausencia de plasmidos episomales en la linea THD FiPS B1
Ep6F-15, en fibroblastos control GFP-nucleofectados 72h después de la nucleofeccién (THD Al
GFP y THD B1 GFP) y en fibroblastos control no-nucleofectados (THD A1 Fy THD B1F).
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500 ~
450 -
400 -
350 -
300 -
250 7
200 A
150 -~
100 A

THD FiPSB1 Ep6F-15, p9

Andlisis por Q-RT-PCR de los niveles de expresion de mRNA de transgenes (pla) y marcadores
de pluripotencia endégenos (CDS) en la linea THD FiPS B1 Ep6F-15
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Anexo 6

Genotipado
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c.982C>T

Blood

Fibroblasts

Clon 1

Clon 15

alignment position

SeqReFc.982C T 111

A13 Blood 57
Al4 Fibroblasts 57
Al5 Clon1 57
A€ Clon15 57

80
| ] I - - - -

T e T 9 7T

CCTGTGGCCG GCCTGCTGTC CGCCcGGGAC TTCCTGGCCA GCCTGGCCTT CCGCGTGTTC CAGTGCACCC AGTATATCCG CCACGCGTCC TCGCCCATGC ACTCCccTGA
CCTGTGGCCG GCCTGCTGTC CGCCTGGGAC TTCCTGGCCA GCCTGGCCTT CCGCGTGTTC CAGTGCACCC AGTATATCCG CCACGCGTCC TCGCCCATGC ACTCC--TGA
CCTGTGGCCG GCCTGCTGTC CGCCTGGGAC TTCCTGGCCA GCCTGGCCTT CCGCGTGTTC CAGTGCACCC AGTATATCCG CCACGCGTCC TCGCCCATGC ACTCC--TGA
CCTGTGGCCG GCCTGCTGTC CGCCTGGGAC TTCCTGGCCA GCCTGGCCTT CCGCGTGTTC CAGTGCACCC AGTATATCCG CCACGCGTCC TCGCCCATGC ACTCC--TTA
CCTGTGGCCG GCCTGCTGTC CGCCTGGGAC TTCCTGGCCA GCCTGGCCTT CCGCGTGTTC CAGTGCACCC AGTATATCCG CCACGCGTCC TCGCCCATGC ACTCC--TGA

FERERREETE TRERTEERer 1t
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SeqReFc.1196C T 1 tgacccaggg ctgcctctcc ccatccttca tectccctge tccacaggac attggeCTGG CGTCCCTGGG GGCCTCGGAT GAGGAAATTG AGAAGCTGTC CACGGTGGGT
CTGG

A17 Blood 1
A18 Fibroblasts 1
A19 Clon1 1
A20 Clon 15 1

PECREREE FRRREREREE Tereeeeer |
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Se muestra las mutaciones en sangre y fibroblastos del paciente y en la linea generada (clon
15).
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Anexo 7

Resultado Test de micoplasma
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MYCOPLASMA TEST

1. THD FiPS B1-Ep6F-15 p12
2. Negative Control (water)

3. Positive Control
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