ANEXOS A LA SOLICITUD DE DEPOSITO DE LA
LINEA CELULAR CANVAS FiPS39-Ep6F-5 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

Resultado positivo por inmunocitoquimica para las proteinas de pluripotencia TRA1-60
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Anexo 2

Diferenciacion in vitro
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Diferenciacion in vitro a mesodermo: Células positivas para ASMA y GATA4

Diferenciacion 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

CANVAS FiPS39-Ep6F-5



Anexo 3

Cariotipo

CANVAS FiPS39-Ep6F-5



<o
5] SJ Sant Joan de Déu CYTOGENETICS STUDY
Borcelono - Hospitol
Case name: 40330862 Department: IDIBELL
Name: CANVAS FiPS39-Ep6F-5 p12 Date: 2/9/2024
NHC: CT0716 Sample: CM

Cnn

H{ TN

»
11

l') g8 3§ w5 ix B8

15 16 7
- ' -
. g) e e "
19 20 21 2 x Y

Case: 40330862 Slide:2 Cell: 7
Result: 46,XX,inv(9)(p12913)

CANVAS FiPS39-Ep6F-5



Anexo 4

Resultado microsatélites
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ESTUDI DE MICROSATEL-LITS (STRs)

Identificacid 1D Ambar Tipus de mostra
Mlostra: CANVAS FIPSIS-EPGF-5 P14 1335106 Extracte DA

Descripcid de estudi
L'estudi de consistelx en Panalisi de microsatéllits o "short tondem repeats™ (STR) de DNA procedent

determinades linles cellulars. El procediment seguit ha estat el seglent:

. PCR - Amplificacid de 15 regions de DNA (5TR- short tandem repeats) amb els Kit de Genotipat AmpFLSTR®
Identifiler® Flus PCR Amplification Kit. La combinacid d’aguestes 15 regions constituelx el perfil genétic
(impressid digital genética)

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

. Software d"analisl = Aszignacit del perfil genétic.

Resultats
Marcadors Genétics Localitzacid cromosémica M :.-;I;;r;;;tra

DB51179 a 10 12
D21511 21g11.2-g21 28 30
D75820 Tgll.21-22 8 11
CEF1PO 5033.3-34 12 13
D351358 ip 16 18

THOL 11pi5.5 9 a
0135317 13q22-31 g 12
D165539 16q24-gter 12 13
D251338 2q35-37.1 20 24
0195433 19g12-13.1 15 15
VWA 12pl2-pter 16 18

TPOX 2pd3-2per ] 11
D18551 18g21.3 12 14
D55818 5q21-31 9 12

FGA dgla 22,2 25
AMELOGEMINA® i p221-22.3-¥:pll2 X X

*amelogenina: Resultatal-lel refatiu al sexe cromosdmie: XX (sexe femeni]; X (seoe masoull)

L'"Hospitalet del Liobregat, 19/03/2024

Dr. LV.Martinez Mas
Director de Laboratorio
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ESTUDI DE MICROSATEL-LITS (STRs)

identificacid ID ambar Tipus de mostra
Mlostra: FB CNK22039, P4, 0.2M CELLS 290923 1221778 Extracte DNA

Descripcid de Mestudi
L'estudi de consisteix en Fandlisi de microsatel-lits o “short tandem repeats” [STR) de DMA procedent

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

. PcR - amplificacic de 15 regions de DMA |5TR- short tandem repeats) amb els Kit de Genotipat AmpFLSTR®
identifiler® Plus PCR amplification Kit. La combinacid d'aguestes 15 regions constitueix el perfil genétic
(impressio digital penética)

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

. Software d'analisi — Assignacio del perfil genétic,

Resultats

Marcadors Gendtics Localitzacid cromosamica Al ﬂ;g:ﬁ"a
Das5117e B 10 12
Dz21511 21gi1l1 2-g21 2B 30
D7SEZ0 7q1121-22 8 11
CSF1P0 3033.3-34 1z 13
D35135E8 p 16 i1E
THO1 11p15.5 9 9
0135317 13g22-31 8 12
D16553% 1eg24-qgter 12 13
D25133E 2q35-37.1 20 24
0155433 19gq12-13.1 15 15
VWA 12p12-pter 16 1B
TPOX 2p23-2per 8 11
18551 18q21.3 12 14
D55E18 5q21-31 9 12
FEA ag28 2232 26
AMELODGENINA* X p22.1-22 3 Y:pli2 X x

*amelogenina: Resultst al-iel refatiu gl sene Cromosomic XX [ femeanil; ¥ [smee masouli]
L'Hospitalet del Liobregat, 08/10/2023

{

! =

Dr. LW._Martinez kMas
Director de Laboratorio

Andlisis de microsatélites en la linea de hiPSCy en los fibroblastos de los que procede.
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Anexo 5

Ausencia de los transgenes de reprogramacion
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QRT-PCR donde se muestra la ausencia de pldasmidos episomales en diversos clones de la linea de iPSC,
en fibroblastos control no-nucleofectados (SPG1F y SPG2F) y la presencia de plasmidos en fibroblastos
control GFP-nucleofectados 72h después de la nucleofeccién (SPG2-RF)

CANVAS FiPS39 Ep6F-5, P9, post 39°C, 08.12.23
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Titulo del eje

Niveles de expresion de mRNA de transgenes (pla) y marcadores de pluripotencia endégenos
(CDS) en la linea CANVAS FiPS39-Ep6F-5
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Anexo 6

Resultado test de micoplasma
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BELL
Mycoplasma test (VenorGeM Classic kit) 17/01/2024
l Cc+ 1 R 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 C-
Mycoplasma 265-278 bp ~-P R ———— P —p—
e

Internal control 191 bp

6. CANVAS_FiPS39_Ep6F-3 p10
7. CANVAS_FiPS39_Ep6F-5 p9
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