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ANEXOS A LA SOLICITUD DE DEPOSITO DE LA
LINEA CELULAR [AS] FiPS 3-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
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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 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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Biobanco del Sisterna Sanitario Pablico de Andaludia
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Tahle 5. The GenePrine* 10 Systens Allelic Ladder Information.
Size Range of Ulelic Ladder Repeat Numbers of Allelic

STX Locus Label Components' (hases) Ladder Componeits
THoL L 156-195 4-9,9.3,10-11,133
D21SIL L 206-259 24,24.2,25,352 2628 282 29,
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(see www.esth.nist.gov strdase /var_ D138 " hemw Tri)L
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Figura 1. informacion de [a casa comercial Promega sobre 12 relacion entre cada uno de los loci STR
amplificados y las repeticicnes [en ranges de tamafic y numers} que pueden estar presentes en

dichos productos de PCR.

RESULTADOS:

A continuacion se detalla |2 correlacion entre el codigo de muestra de Biobanco y 12 linea
celular procesada:

codigo Biobanco Linea celular
32160023038 [AS] FiPS3-Ep6F-9 p8

En |2 t2bla siguiente se muestran Jos resultados commespondientes 3 los alelos encontrados
para cada uno de los marcadores microsatélites analizados.

Linea celular

Loci STR analizad

AMEL | CSF1PO | D135317 | D165539 | D21511 | D55818 | D75820 | THO1

TPOX

VWA

[AS] FiPS3-Ep6F-9 p8 L § 12,13 12,13 11 28,29 12,13 9,12 93

8 125

17,18

Granada, 2 21 de Marzo de 2016

Area de Biologlz Molecular
Siobanco del S5FA

[AS] FiPS 3-Ep6F-9




CMR[B]”

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

RESLILTADOS:

A continuacion se detalla |2 correlacion entre el codigo de muesta de Biobarnco y 12 lInez
celular procesada:

codigo Biobanco Linea celular

32160023010 AS 3F p3

En Iz =bla siguiente se muestran los resultades comespondientes 3 los alelos encontrados
para cada uno de los marcadores microsatelites analizados.

Lo STR analizsdos
Linea celular | AMEL | CSF1PO | 135317 | 165539 | D21511 | D551 | D7SE20 | THOL | TPOX | wwa
[ AS3Fp3 Y| 12,13 12,13 11 28,29 | 12,13 9,12 93 |E.125|17.1E

Area de Biologlz Malecular

Andlisis de microsatélites en la linea de células madre pluripotentes [AS] FiPS 3-Ep6F-9

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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ng gDNA

0 T T 1

AS FiPS3 Ep6F-9  GFP nucleofected hFibroblasts
hFibroblasts

QRT-PCR donde se muestra la ausencia de pldsmidos episomales en la linea de iPSCy en
fibroblastos control no-nucleofectados y la presencia de plasmidos 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 endégenos (CDS, azul)
y expresion de p53 y EBNA-1 de fibroblastos GFP-nucleofectados control 72h después de la
nucleofeccion.
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Anexo 6

Genotipado
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WT exon 44 COL4A5 gene

GCATGAAAGGACCCAGTGGAGTACCTGGATCAGCTGGCCCTGAGGGGGAACCGGG

CAGC TGATCCAGG T

64

% ke {03 of
71

. ;’.“ i f | ""
\ M H f\ “""'l (| N

ACTTATTGGTCCTCCAG
GGG ?
Samples

Mutation COL4A5 gene: ¢.4034G>A, p.(G1345D) hemizygous
GCATGAAAGGACCCAGTGGAGTACCTGGATCAGCTGACCCTGAGGGGGAACCGGG

ACTTATTGGTCCTCCAG

AS3-9 (exon 44 reverse)

TCAGGG

A GC TGATC CA
7/ 64

GG TAC T
71
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Anexo 7

Resultado test de micoplasma
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MYCOPLASMA TEST
17-2-2016

8- hiPSC 15063 [AS] FiPS3-Ep6F-9 p8

13- Positive Control

14- Negative Control
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