ANEXOS A LA SOLICITUD DE DEPOSITO DE LA
LINEA CELULAR NW FiPS 1011.3-R4F-1 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

NW FiPS 1011.3-R4F-1



IDI
BELL

Tra1-60

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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Diferenciacion in vitro a mesodermo: Células positivas para GATA4 y AAS

Diferenciacion in vitro a ectodermo: Células positivas para Tujl
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Diferenciacion in vitro a endodermo: Células positivas para FOXA2
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Diferenciacion in vivo
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Diferenciacion in vivo a mesodermo: Células positivas para ASMA y ASA

Diferenciacion in vivo a ectodermo: Células positivas para TUJ1 y GFAP.
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Diferenciacién in vivo a endodermo: Células positivas para AFP y FOXA2
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Anexo 4

Cariotipo
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Resultado microsatélites
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# A ™ Biobanoo del Sisterna Sanitario Pubdico de Andalucia

JUNIX OL ANDALSLIA

CONSEJERIA DE SALUD
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Los resultados obtenidos son estudiados mediante | programa informatice GeneMapper™ 3.2,
D= scuerdo con la informacon suministrada por Promegs™ sobre su kit de amplificacion
GenePrint™ 10 System, estos son los datos correspondientes de los alelos existentes para cada

uno de los diferentes loci 5TR (figural):
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figurm 4. Informecion de |3 case comercal Fromegs sobre |s refscion sntre cada uno de los koo STR
amplificados y las repeticion=s |=n rangos de tamano y ndmero] qus puscen estar presentss en dichos
procucios de FCR.

RESULTADDE:

A continuacion se indics el codigo de Biobanco para |z muestra analizada y el codigo origen del

ADN procesado de |a linea celular:

Codigo Biobanoo

Codigo origen de ADN

J2170479002

N'W FiP510.11.03 R&F-H1 p12

En la tablz siguiente se muesiran los resultados correspondientes a las variantes slelicas para

cada locus 5TR.
Lo STR anailzades
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Granada. a 31 de Julio de 2017

Laboratorio de Biologia Molecular
Biobanco del 55PA
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ESSUITADCE:

A conSinusocn o detals b cormelzoon entre & codigo de muestrs de Sicbaroo v 13 lnes
ceiulor processda:

codigo Biobanco Lin=a celular
32170135002 Fibroblasts NWW10.1L3 p3

En |z Bbla sguient= = muesran los resuf=ados correspondientes 3 oz akslos encontados
para cads uno de fos marcedores micromsteltes sralzados

Lt ETR: mhalizaeden
i el ubar AMEL | CEFIFD | D1332317 | DRSESES | D21S11 | DESEI1S | DT7SEXD | THOL | TPOX| wWaA
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Granada, a 14 de Marao de 20

An=g de Siclogia Molecular
Sinhanco ow 5574

Anilisis de microsatélites en la linea de células madre pluripotentes NW FiPS 1011.3-R4F-1

y en la linea de fibroblastos de la cual proceden.
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Integracion y silenciamiento de los transgenes de
reprogramacion
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PCR Integration
4/5/2017

pMXs(FIOctVPHASoxVP-Or)

el
—

1 NWFiPS10.11.3 R4F-H1, P4
10. Positive Control

pMXs-KM-GFP
11. Negative Control (H,0)

_-_-—_—--—

Andlisis gPCR mostrando las integraciones gendmicas de los genes utilizados para generar la
linea

NW FiPS 1011.3-R4F-1



IDI
BELL

qPCRSILENCING
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FIFELDN.3 FPS10.0L3 FPELDA3 FPS10.LE FFELDML3 FPS10.0L3 FFEL0ML3 FPS100L3 FFSL0A.3
RAF-HL p4 RAF-HZ p4 R4F-HI pd RAFHA pd RAF-HS pd RAF-HE pd REF-ML p5 RAF-MA p5 RIF-MT p5

Silenciamiento de los transgenes de reprogramacién. Andlisis por Q-RT-PCR de los niveles de
expresion de los transgenes indicados.
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Genotipado
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5000 bp
4000 bp

3000 bp
2000 bp
1,500 bp
1,000 bp

Breakpoint
700 bp kpo

500 bp
Control

Se presenta la amplificacidon por PCR del punto de rotura en muestras de DNA de un individuo
control, de fibroblastos del paciente con la delecidon de 817kb en 7911.23 y de la linea del iPSC
procedente de este individuo.
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Test de micoplasma
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NWH1: NW FiPS10.11.03 R4F-H1, p10, 07.07.17
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