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ANEXOS A LA SOLICITUD DE DEPOSITO DE LA
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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 y TRA1-60
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Anexo 2

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

Diferenciacién 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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Anexo 3

Cariotipo
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Anexo 4

Resultado microsatélites
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v.03

A continuacion se detalla o correlacion entre el cadigo de muestra de Biobanco vy [a linea
celular procesada:

codigo Biobanco

Linea celular

32160023036

[AS] FiP52-Ep6F-28 p7

En |2 tabla siguiente se muestran los resultades correspondientes 2 los alelos encontrados
para cada uno de los marcadores micresatelites analizades.

Loci STR analizados

Linea celular

AMEL

C5F1P0

D135317

0165539 | D21511 | DSSE1R | D75820 | THOL TPOX

VIVA

[&5] FiPS2-Ep&F-28 p7

vy

]

11

E, 12 11 28,20 | 11,13 12 69.3 | 8,125

15,18

Granada, a 21 de Marzo de 2016

Area de Biologia Malecular
Hiobanco oel 55PA
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A condnuacion se detalla la comrelacion enre el cadigo de muestra de Bickanco y [a linea
celular procesada:

codigo Biobanco Linea celular
32160023009 A5 Z2F p3
En [a tabla siguiente se muestran los resulades comespondientes a los alelos encontrados

para cada uno de los marcadores micresatélites analzades.

Loci STR analizados

Linea celular | AMEL | CSFLPO | D135317 | D165535 | D21511 | DS5818 | D7FSE20 | THOL | TPOX | vwa

A5 2F p3 Y 11 B, 12 11 28, 29 11 13 i1z 6,93 |9 125 |15 13

Granada, 2 28 de Enero de 2016

Area de Biologia Molecular

Andlisis de microsatélites en la linea de células madre pluripotentes [AS] FiPS2-Ep6F-28

y en la linea de fibroblastos de la cual proceden.
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Anexo 6

Integracion y silenciamiento de los transgenes de
reprogramacion
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AS FiPS2 Ep6F-28 GFP nucleofected hFibroblasts
hFibroblasts

QRT-PCR donde se muestra la ausencia de plasmidos episomales en la linea de iPSC y en fibroblastos
control no-nucleofectados y la presencia de pldsmidos en fibroblastos control GFP-nucleofectados 72h
después de la nucleofeccion
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Niveles de expresion de mRNA de transgenes (pla) y marcadores de pluripotencia enddgenos (CDS, azul)
y expresion de p53 y EBNA-1 de fibroblastos GFP-nucleofectados control 72h después de la
nucleofeccion
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Anexo 8

Genotipado
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WT exon 41 COL4A5 gene

GCCAAAAGGGTGATGGAGGATTACCTGGGATTCCAGGAAATCCTGGCCTTCCAGGT
CCAAAGGGCGAACCAGGCTTTCACGGTTTCCCTGGTGTGCAGGGTCCCCCAGGCCC
TCCTGGTTCTCCGGGTCCAGCTCTGGAAGGACCTAAAGGCAACCCTGGGCCCCAAG
GTCCTCCTGGGAGACCAG

CCT ECETGEE TIEFCT ECEEGCPTE EAGC C
176 183 190 1977

Samples

Mutation COL4AS5 gene: ¢.3722G>A, p.(G1241D) hemizygous

Synonymous change (polymorphism) = ¢.3720T>A hemizygous
GCCAAAAGGGTGATGGAGGATTACCTGGGATTCCAGGAAATCCTGGCCTTCCAGGT
CCAAAGGGCGAACCAGGCTTTCACGGTTTCCCTGGTGTGCAGGGTCCCCCAGGCCC
TCCAGATTCTCCGGGTCCAGCTCTGGAAGGACCTAAAGGCAACCCTGGGCCCCAAG
GTCCTCCTGGGAGACCAG

AS2-28

Ci¢ TC CA'G LT CP €C ¢6'6G T"C CA'G C
176 1B3 190 197

[AS] FiPS 2-Ep6F-28
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Anexo 7

Resultado test de micoplasma
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MYCOPLASMA TEST
17-02-2016

5- hiPSC 15056 [AS] FiPS2-Ep6F-28 p7

13- Positive Control

14- Negative Control
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