ANEXOS A LA SOLICITUD DE DEPOSITO DE LA
LINEA CELULAR S PBiPS1199-Sv4F-2 EN EL
BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES

S PBiPS1199-Sv4F-2



ANEXOS

Anexo 1: Fenotipo. Marcadores de pluripotencia

Anexo 2: Diferenciacion in vitro

Anexo 3: Cariotipo

Anexo 4: Resultados microsatélites

Anexo 5: Ausencia de los transgenes de reprogramacion
Anexo 6: Resultado test de micoplasma

S PBiPS1199-Sv4F-2



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

S PBiPS1199-Sv4F-2



TRA-1-60

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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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
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Anexo 3

Cariotipo
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O Sant Joan de Déu
(P SJ D . CYTOGENETICS STUDY
Barcelona - Hospitol
Case name: 32720879 Department: IDIBELL
Name: S PBiPS1199-Sv4F-2 p11 Date: 10/19/2023
NHC: CT0665 Sample: CM
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Case: 32720879 Slide: 3 Cell: 2
Result: 46,XY
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Anexo 4

Resultado microsatélites
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Amb

B & M A
ESTUDI DE MICROSATEL-LITS (5TRs)
Identificacid 10 Ambar
Maostra: 5 PRIPS119D SW4F-T P14 1221796

Descripcic de ["estudi

L'estudi de consistein en Mandlisi de miorosateHits o “short tondem regeots™ [STR) de DNA procedent
determinades linies cel-lulars. El procediment seguit ha estat ol sepivent:

. BR - Amplificacid de 15 regions de DNA [STR- short tandem repests) amb ek Kit de Genotipat AmpFLSTR®
Identifiler® Plus PCR Amplification Kit. La combinacid d asguestes 15 regions constitueix el perfil genitic

limpressid digital genética)

. Electroforesd capil-lar — Lectura del perfil geniétic de la mastra.
- Software d'andlisi — Assignacid del perfil genétic.

Tipus de miostra
Extracte DMNA

Resultats
Marcadors Genétics Localitzacié cromosbmica N':'I';:';;:"

DES1179 g 11 13

D21511 21g11.2-q21 P 12

D75820 Tg11.21-22 7 10

CSFIPO 5q33.3-34 1 13

D251358 p 15 17
THO1 11p15.5 7

D135317 13522-31 8

D165539 16424-gter 9 13

D251338 235371 24 3

D195433 19g12-13.1 14 14.2
VWA 12p13-pter 17 18
TROX n23-Iper 8 11

D1ES51 184213 12 14

DSSELE 5q21-311 11 12
FGA aq28 Py 5

AMELDGENINA® X p2Z1223 Y. pll2 X Y

SAmadogaing. Reballal o ol ralhtu al S e

L'Hospitalet del Llabregat, 20/12/2023

Dr. 1.V Martinez Mas

il Y (S fhakoul]

Director de Laboratoria
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Andlisis de microsatélites en la linea de hiPSC y en las células de sangre periférica de las que

ESTUDI DE MICROSATEL-LITS [STRs)

Iddentifica cich 1D Ambar
Mostra: PEME1199-M002,28.06.23 1221743 Extracte DMNA

Descripcid de Festudi

L'estudl de consisteix en I"andlisl de microsatéllits o “short tondem repeats” (3TR) de DMA procedent
determinades Hnles cellulars. El procediment seguit ha estat el seglent:

. PCR - armplificackd de 15 reglons de DNA (STR- short tandem repeats) amb els Kit de Genotipat AmpFLSTR®
Identifiler® Plus PCR Amplification Kit. La combinacid d'aguestes 15 reghons constituelx el perfil genétic
[irmpressid digital genética)

. Electroforesi capillar — Lectura del perfil genétic de la mostra.

. Software d'analisi — Assignacid del perfil genétic.

Resultats
Marcadors Genétics Localitzacld cromosbmica Al II'EEI; :::J.:ra
DES1179 B 11 13
D21511 21gll.2-q2l 29 33,2
DF5E20 Jgll.21-22 7 10
CSF1PD 5033.3-34 11 13
D351358 3p 15 17
THOL 11pl15.5 7 9
0135317 13g22-31 B B
D165539 leq24-gter ] 13
D251338 2035-37.1 i 25
0195433 19912-13.1 14 14,2
VWA 12p13-pter 17 18
TPOK 2p23-2per 8 11
D1ES51 18g2l.3 12 14
D55318 3q21-31 11 12
FEA 4q28 i 25
AMELOGENINA® X pd2l-22.3-¥:pll2 X ¥

"Amelogening: Resultat aHed relatiu al sese cromasbimic: X6 e femaeni]; XY [mexe masoul)

L'Hospitalet del Llobregat, 26/07/2023

Dr. 1. Martinez Mas
Director de Laboratorio

procede.
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Anexo 5

Ausencia de los transgenes de reprogramacion
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RT-PCRSENDAI 2.0
14/09/2023

. POSITIVE CONTROL

. S_PBiPS1199_Sv4F-2,p9
. S_PBiPS1199_Sv4F-3,p9
. S_PBiPS1199_Sv4F-4,p9
. S_PBiPS1199_Sv4F-8, p9
. S_PBiPS1785_Sv4F-1,p8
. S_PBiPS1785_Sv4F-6, p8
. S_PBiPS1785_Sv4F-8, p8
. Sample NORT
10.NEGATIVE CONTROL
11.H20

0O NO A WN =

©o

Sev (181 pb) C- Myc (532 pb)

12 '3/ 4" 576 7NEROSNI0 1T 402531 4750617 S8R0 R0 11
a \ ER—
KOS (528 pb) KIf4 (410 pb)

1 23 45 6 7 8 9 10 11 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11
ad

GAPDH

10020 0304 6l TaR S 910 11

Ausencia de los transgenes de reprogramacion. Analisis por RT-PCR de los niveles de expresion
de los transgenes indicados. Se muestra expresion relativa a GAPDH
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Anexo 7

Resultado test de micoplasma
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Mycoplasma test (VenorGeM Classic kit) 02/05/2024

. C+ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 H20
Mycoplasma 265-278 bp
Internal control 191 bp — T — ' p—

12. S PBiPS1919-Sv4F-2 p9
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