ANEXOS A LA SOLICITUD DE DEPOSITO DE LA
LINEA CELULAR ATTR CM PBiPS2-Sv4F-16 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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Resultado positivo por inmunocitoquimica para las proteinas de pluripotencia

Sox-2, SSEA-4

Resultado positivo por inmunocitoquimica para las proteinas de pluripotencia

TRA1-60
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Diferenciacion in vitro
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Diferenciacidn in vitro a mesodermo: Células positivas para ASMA y GATA4

Diferenciacién in vitro a ectodermo: Células positivas para Tujl y GFAP
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Diferenciacion in vitro a endodermo: Células positivas para AFP y FOXA2

ATTR CM PBiPS2-Sv4F-16



o2,

Anexo 3

Cariotipo
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(5] SJ Sant Joan de Déu CYTOGENETICS STUDY

Barcelona - Hospital

Case name: 40570568 Department: IDIBELL
Name: ATTR CM PBiPS2-Sv4F-16 p7 Date: 3/7/2024
NHC: CT0739 Sample: CM
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Case: 40570568 Slide: 2 Cell: 4

Result: 46, XX
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Resultado microsatélites
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ESTUDI DE MICROSATEL-LITS (STRs)

wdentificacid ID ambar Tipus de mostra
Blostra: ATRR CM PEIIPS2-5VAF-16 PO 1335110 Extracte DNA

Descripcio de estudi
Uestudi de consisteix en Fandlisi de microsatéllits o “short tondem repeats™ [STR) de DNA procedent

determinades linies cel-lulars. El procadiment seguit ha estat el segient:

. PCR - smplificacic de 15 regions de DMA [STR- short tandem repeats) amb els Kit de Genotipat AmpFLSTR®
Identifiler® Plus PCR Amplification Kit. La combinacio d'aguestes 15 regions constitueix el perfil genétic
[impressio digital genética)

. Electroforesi capil-lar — Lectura del perfil genétic de la mostra.

. Software d'analisi — Assignaco del perfil genétic.

Resultats
Marcadors Genétics Localitzacio cromosamica al ;e;;:::;tm
DES1179 B8 14 15
D21511 21g11.2-g21 28 32,2
DF5820 7q11.21-22 9 10
CSF1PD 3033.3-34 11 11
D351358 ap 15 18
THO1 11pis5 9 o3
0135317 13g22-31 8 12
0165539 16g24-gter 9 =]
D251338 2q35-371 23 24
D195433 19q12-13.1 12 14
VWA 12p12-pter 16 16
TPON 2p23-Zper 8 E
D1BES51 18g21.3 1z 20
DS581E 5021-31 10 12
FGA aq28 | 21
AMELOGENINA® ¥ p22.1-22.3-¥: p11.2 X X

'.ﬁm:lng:niru: Fesuftat al-lel relatiu 8l sExe cromosomic ::-:[sn:efzmmﬂ;:-.’h‘fsexe mu:u:uli|

L'Hospitalet del Liobregat, 09,/05/2024

LN . I
"'-'.".'-l_'ﬂ' L

2

Dr. 1. Martinez Mas
Director de Laboratorio
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ESTUDI DE MICROSATEL-LITS {STRs)

Identificacio ID Ambar Tipus de mostra
EAostra: PEMCS CAR2B2-C2 1221800 Extracte DNA

Descripcid de Pestudi
U'estudi de consisteix en Pandlisi de microsatéllits o “short tondem repeots” [STR) de DNA procedent

determinzdes linies cel-lulars. El procediment seguit ha estat el segiient:

. PcR - amplificacia de 15 regions de DMA (STR- short tandem repeats) amb els it de Genotipat AmMpFLSTR®
Identifiler® Plus PCR amplification Kit. La combinacid d'aguestes 15 regions constitueix el perfil genétic
[impressio digital genética)

. Electroforesi capil-lar — Lectura del perfil genétic de la mostra.

. Software d'andlisi — Assignacio del perfil genétic.

Resultats
Marcadors Genétics Localitzacid cromosdmica Al ;_Ezi:‘a:?a
DE51179 B 14 15
Dz1511 21gi1 Z-q21 za 32.2
DTSEZ0 7q11.21-22 a 10
CSF1PO 5033.3-34 11 11
D35135E ip 15 1B
THO1 11pl15.5 9 9.3
0135317 13g22-31
0165539 16g24-qter ] ]
D25133E 2035-371 23 24
0195433 19q12-13.1 12 14
VWA 12p12-pter 16 16
TPOX 2p23-2per 8 8
D18551 18021.3 12 20
D55E18 5q21-31 10 12
Fz4 4q28 21 21
AMELDGEMNINA® p221-22.3 v pllz X X

“amelogenina: Resuftatal-lel reiatiu el seoe CrOMOsHmic ::-:|:5-=|cer=m-=|1i|.':-?r|:s-=me masculi]

L'Hospitalet del Liobregat, 17/01/2024

f
N2
S —

Dr. LW Martinez Mas
Director de Laboratorio

Andlisis de microsatélites en la linea de hiPSCy en las PBMC de las que procede.
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Ausencia de los transgenes de reprogramacion
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Sev (181 pb) C- Myc (532 pb)

RT-PCRSENDAI 2.0

12/02/2024 189 8.0 08 06 9 0
1. POSITIVE CONTROL -

2. ATTR CM PBiPS2_Sv4F-11 p7

3. ATTR CM PBiPS2_Sv4F-13 p6

4. ATTR CM PBiPS2_Sv4F-15p5

5. ATTR CM PBiPS2_Sv4F-16 p5 KOS (528 pb) KIf4 (410 pb)
6. Sample NORT
7. NEGATIVE CONTROL 1 2 3 4 5 6 7 8 34 8 08
8.H20 - - e
1 2 3 4
GAPDH

Ausencia de los transgenes de reprogramacién. Analisis por RT-PCR de los niveles de expresion
de los transgenes indicados. Se muestra expresion relativa a GAPDH
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Comprobacion de la presencia de la mutacion
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C TGCCA TC GITG CA TG T6G T TCAG AAAGGC TGC TG

Detection of the mutation in ATTR-CM PBiPS2-Sv4F-16 line. The presence of the c.148G>A
mutation in the TTR gene was confirmed by gDNA extraction and Sanger sequencing.
Heterozygous mutation, protein variant Val30Met (p.Val50Met). Codon change: GTG>ATG.
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Resultado test de micoplasma
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Mycoplasma test (VenorGeM Classic kit) 03/04/2024

Mycoplasma 265-278 bp S —
Internal control 191 bp -—
—

Internal control 191 bp

8. ATTR CM PBiPS2-Sv4F-16 p7
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