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ANEXOS A LA SOLICITUD DE DEPOSITO DE LA
LINEA CELULAR FIPS Ctrl2-R4F-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 FIPS Ctrl2-R4F-5
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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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Tra1-60

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 mesodermo: Células positivas para ASMA y ASA

Diferenciacion in vitro a ectodermo: Células positivas para Tujl
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Diferenciacidn 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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Table 5. The GerePrint* 10 System Allelic Ladder Information.

Size Range of Allelie Ladder

Biobanco del Sistema Sanitario PUblico de Andalucia

Repeat Numbers of Allelie

STR Locus Label Components"? (bases) Ladder Components

THO1 FL 156195 4-9,93,10-11,133

D21S811 FL 203-259 24 242 25 252, 26-28,28.2,29,
29.2.30,30.2, 31, 31.2,32,32.2, 33,

33.2, 34,34.2, 35,35.2, 36-38

D58818 JOE 119-155 7-16

D138317 JOE 176-208 7-15

D78820 JOE 215-247 6-14°

D168539 JOE 264-304 5,8-15

CSF1PO JOE 321-357 15

Amelogenin TMR 106, 112 XY

VWA TR 123-171 10-22

TPOX TMR 262-290 6-13

“The length of each allele in the allelic ladder has been confirmed by sequence analysis.
*When using an intemnal lane standard, such as the Internal Lane Standard 600, the calculated sizes of allelic
ladder components may differ from those listed. This occurs because different sequences in allelic ladder and
ILS components may cause differences in migration. The dye label also affects migration of alleles.
‘HeLa cells have a microvariant allele 13.3 at the D138317 locus. This will appear as an off-ladder allele
(see www.esth.nist.gov/strbase fvar_D138317 . him=17i).

Figura 1. Informacion de la casa comercial Promega sobre [a relacion entre

amplificados y |as repeticiones (en rangos de tamario y numero| gue pue

RESULTADOS:

dichos productos de PCR.

A continuacion se detalla la correlacion entre el codigo de muestra

Ir 1lar —r: - .
celular procesada:

de Bio

codigo Biobanco

Linea celular

banc

o\
vy

da uno de |os loci 5STR
%

esiar presentes en

la

v.03

 Inea

32161232002 FiPS Ctrl2 R4F-5 p15
En la tabla siguiente se muestran los resuitados correspondientes a los alelos encontrados
para cada uno de los marcaderes microsatelites analizados.
Loci STR analizados
Linea celular AMEL | CSF1PO | D135317 | D16S539 | D21S11 | DSS818 | D75820 | THO1 [ TPOX| vWA
FiPS Ctrl2 R4F-5 p15 XY | 10,12 11 10,11 | 28,332 | 11,12 | 10,11 | 6 8,9 | 14,15

Granada, a 24 de Octubre de 2016
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RESULTADQS:

A continuacion se detalla la correlacion entre el cod go de muestra de Biobanco y la linea
celular procesada:
cadigo ,
. g Linea celular
Biobanco
32151906012 | Ctrl2F-SCS p2

Os enconragdos

cn la @bia Siguente s muesiran 105 refuiados cormaspondaientes a 105 aeios enco
o = - ey + e [ -
fpara Cada uno de 05 marcadores microsa (25 analizados.

Loci 5TR analizados
D165539 | D21511 | D55818 | D7sS820

28,33.2| 1,12 10,11 6| 89

C5F1PO | D135317 THOL1 | TPOX | vWA

linea celular AMEL
Y| 10,12 11 10,11

14,15

|CLII2F—‘3('.’S p2

Andlisis de microsatélites en la linea de células madre pluripotentes FiPS Ctrl2-R4F-5y en la
linea de fibroblastos de la cual proceden.
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Anexo 5

Integracion y silenciamiento de los transgenes de
reprogramacion
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pMXs(FIOctVPHASoxVP-Or)n4

1 2 3
1. FiPS Ctrl2 R4F-5 (p15, mg, 02.08.16)

2. Negative Control (H20)

3. Positive Control

pMXs-KM-GFP

Andlisis PCR mostrando las integraciones gendmicas de los 2 genes utilizados Oct-4 y Sox-2
para generar la linea FiPS Ctrl2-R4F-5
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FiPS Ctrl2 R4F#5, p7, 12.06.2016
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Endo hOct4Endo hSox2 Endo Endo Trans Trans
hKIf4 hcMyc Sox2 MG

Silenciamiento de los transgenes de reprogramacién. Andlisis por gPCR de los niveles de
expresion de los transgenes indicados. Se muestra expresion relativa a GAPDH
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Anexo 6

Resultado Test de micoplasma
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MYCOPLASMA TEST

27/07/2016

1. FiPS Ctrl2 R4F-5
2. Positive Control
3. Negative Control
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