ANEXOS A LA SOLICITUD DE DEPOSITO DE LA
LINEA CELULAR Ctrl. BS FiPS 65-Ep6F-9 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

Ctrl. BS FiPS 65-Ep6F-9



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

Ctrl. BS FiPS 65-Ep6F-9
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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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Diferenciacidn in vitro a mesodermo: Células positivas para ASMA y ASA

Diferenciacién in vitro a ectodermo: Células positivas para Tujl y GFAP

Ctrl. BS FiPS 65-Ep6F-9
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Diferenciacién in vitro a endodermo: Células positivas para AFP y FOXA2

Ctrl. BS FiPS 65-Ep6F-9
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Anexo 3

Cariotipo

Ctrl. BS FiPS 65-Ep6F-9
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NHC: CT0080
Case name: 90600623
Nombre y Apellidos: Ctrl BS 65-Ep6F-9 p13
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Case: 90600623 Slide: 1 Cell: 5F
Resultado: 46,XX
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Resultado microsatélites
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Los resultados obtenidos son estudiados mediante el programa informatico GeneMapper® 3.2.
De acuerdo con la informacién suministrada por Promega® sobre su kit de amplificacion
GenePrint® 10 System, estos son los datos correspondientes de los alelos existentes para cada
uno de los diferentes loci STR (figural):

o
Promega

Table 5. The GenePrine™ 10 System Allelic Ladder Information,

Sire Range of Allelic Ladder

Repeat Nmmbers of Allelic

STE Locus Tahel Components* (hiases) Ladder Components

THOT FL 156—185 4-5.9.3,10-11, 123

D251 FL 203-25% 24, 24,2, 25,252, 26-28, 28.2, 29,
9.2, 30, 30.2, 31, 31.2,32,32.2, 33,

33,2, 34,342, 35, 35.2, 3638

D35218 JOE 119155 16

D135317 JOE 176—2048 18

D75520 JOE 215-247 612

D165539 JOE 264304 5 E-15

CSFIPD JOE 321-357 15

Amelogenin TMR 106, 112 Y

VIVA TMR 123-171 n-r

TPOX T™ME 262200 1%

"The length of each allele in the allelic ladder has been confirmed by sequence malysis.

“whennsing an internal kane standard, sach &5 the Internal Lane Standard 600, the caleulsted sizes of alleli:
lachder companents may difer from those fsed. This ocors because differsnt sequences in allelic ladder and
LS components may cause differences in migraton. The dye labe also afferis migration ofalleles.

"Hela cells have a microvarsant allele 133 at the DTS 7 locus. This will appear as an off-ladder albele
(e wwww, cutl, st oy strbase fvar IEESEL T maTri).

Figura 1. Informacidn de la casa comercial Promega sobre la relacion entre cada uno de los loci STR
amplificados y las repeticiones (en rangos de tamafio y nimerao) que pueden estar presentes en dichos
productos de PCR.

RESULTADOS:

En la siguiente tabla se indican los resultados correspondientes a las variantes alélicas para
cada locus STR en la muestra analizada.

Loci STRs analizados
Cadigo origen
Codigo del ADN de la
biobanco linea celular THO1 | D21511 | D5SB18 | D135317 | D75820 | D16S539 | CSP1PO | AMEL | VWA TPOX
32130080002 | Ctrl. 85 FiPs 65- 8,93 | 27,31 11 12,13 10, 11 12 9,12 X % | 15,18 8 11
Ep6F-9 p12

Granada, a 21 de Marzo de 2019

Laboratorio de Biologia Molecular
Biobanco del SSPA

Ctrl. BS FiPS 65-Ep6F-9
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RESULTADOS:

A continuacién se indica el codigo de Biobanco para la muestra analizada y el codigo origen del
ADN procesado de la linea celular:

Codigo Biobanco Codigo origen de ADN
32180326002 RB-19965F-1xP3-21.06.18

En la tabla siguiente se muestran los resultados correspondientes a las variantes alélicas para
cada locus STR.
Loci 5TR analizados

Codigo origen del ADN de
la linea celular AMEL | CSF1PO | D135317 | D165539 | D21511 | D55818 | D75820 | THO1 | TPOX | VWA

RB-19965F-1xP3-21.06.18 | X, X |9, 12 12,13 12,12 27,31 (11,11 (10,11 | 8,93 |8 11|15, 18

Granada, a 07 de Septiembre de 2018

Laboratorio de Biologia Molecular
Biobanco del SSPA

Andlisis de microsatélites en la linea de hiPSCy en los fibroblastos de los que procede.

Ctrl. BS FiPS 65-Ep6F-9
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Ausencia de los transgenes de reprogramacion

Ctrl. BS FiPS 65-Ep6F-9
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55F 51F 54F 64-1 64-7 65-9 65-10 66-4 66-5

QRT-PCR donde se muestra la ausencia de plasmidos episomales en la linia Ctrl. BS FiPS 65-
Ep6F-9 (corresponde a la abreviacion de 65-9) y en fibroblastos control no-nucleofectados
(51F, 54F, 55F).

Ctrl. BS FiPS 65-Ep6F-9
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Niveles de expresién de mRNA de transgenes (pla) y marcadores de pluripotencia
endogenos (CDS) en la linea Ctrl. BS FiPS 65-Ep6F-9

Ctrl. BS FiPS 65-Ep6F-9
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Resultado test de micoplasma

Ctrl. BS FiPS 65-Ep6F-9



Mycoplasmatest (VenorGeMClassickit) 27/02/2019

Mycoplasma 265-278 bp
Internal control 191 bp

Mycoplasma 265-278 bp
Internal control 191 bp

1.Ctrl.BS FiPS64-Ep6F-1 pl1
2.Ctrl.BS FiPS65-Ep6F-9 p12

Ctrl. BS FiPS 65-Ep6F-9



