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Anexo 1

Fenotipo. Marcadores de pluripotencia

[MS] FiPS 6-R4F-2



CMR[B]"

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

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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Diferenciacién in vitro a ectodermo: Células positivas para Tuj1 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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Anexo 4

Resultado microsatélites
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Table 5. The GenePrint® 10 System Allelic Ladder Information.

Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia

CONSEJERIA DE SALUD

v.03

Size Range of Allelic Ladder Repeat Numbers of Allelic

STR Locus Label Components'* {bases) Landder Conponents
THOL FL 156105 4-9,0.3, 10-11. 133
D21511 FL H3-259 24, 342 25 350 M-3R, 2R3 3G,

29.2,30,30.2,31,31.2, 32,322, 13,

332, M, 342, 35,352, 36—18

DS3418 JOE 119155 7116
0138317 JOE 176—208 715
DTR20 JOE 15-M7 614"
D168539 JOE 264-304 5. 8-15
CSFIPO JOE 321-347 f-15
Amelogenin TMR 106, 112 XY
WA TMR 123-171 10-22
THOX TMR ] 6-13

"The: length of each alkele in the allelic ladder has been confirmed by sequoence analysis,

“When using an internal lane standand, such as the Imemal Lane Swndard 600, the calouaned sizes of alelic
Tadder components may differ from those Hsted. This ocoors becanse different saquences in allelic ladder and
ILS components may canse diferences in migration. The dye label also affecs migrtion of alleles,

"Hela cells have o microvariant albele 133 at the D353 7 beons. This will appear as an off-ladder allele
[see www, oxt]. nist. o, strhase Svor_DEESE 7. hemaTri),

Figura |. Imformacian de la casa comercial Promega sobre |2 relacian entre cada uno de los loci 5TR
amplificados y las repeticiones (en rangos de mmano y numero) que pusden estar presentes e
dichosz preductos de PCR.

RESULTADOS:

A continuacion se detalla la comelacion entre el codigo de muestra de Biobanco vy 12 linea

celular procesada:

codigo Biobanco

Linea celular

32151306052

M5 FiP5 6-R4F-2 pll

En |2 tabla siguiente se muestran los resultados correspondientes a los alelos encontrados
para cada uno de los marcadores microsatélites analizados.

Loci STR analizados
Linea celular AMEL | CSF1PO | D135317 | D165539 | D21511 | D5S818 | D7S820 | THOL | TPOX | vWA
M5 FiP5S 6-R4F-2 pl11 X 10,11 11,13 11,12 28 11,12 10 6,93 11 (16, 17

Granada, a 11 de Diciembre de 2015

Area de Biologia Molecular

IMS] FiPS 6-R4F-2
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RESULTADOS:

A continuacion se detalla la comelacion entre el codigo de musstra de Biobanco y [a linea
cefular procesada:

codigo Biobanco Linea celular
32151906044 EMEF-APL pd

En la tabla siguiente se muestran los resultados comrespondientss 3 los alelos encontrades
para cada uno de los marcadores microsatélites analizados.

LCi STR analizados
Linea celular AMEL | CSF1PO | D135317 | D165539 | D21511 | DS5B18 | D75320 | THoy | TROX | wwWa

EMEF-APL pd x 10,11 | 11,13 11, 12 28 11, 12 10 [ge3| 11 [1517

Granada, a 16 de Diciembre de 2015

[
1

Area de Biclogia Molecular

Analisis de microsatélites en la linea de células madre pluripotentes [MS] FiPS6-R4F-2 y 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-(fl-mOct4_Vp16_PTV_HA-[MS]ox2_mOrange

[MS] [Ms] [MS] [MS] [MS] [MS]

13 46 56 62 210 2.6 - HO
258bp LR e —
pMXs-KIf4-cMyc-GFP
[MS] [MS] [MS] [MS] [MS] [MS]
13 46 56 62 210 26 - HO

343bp e I G s Gmme e

Andlisis gPCR mostrando las integraciones genémicas de los genes utilizados Oct-4, Sox-2, KIf4
y c-Myc utilizados para generar la linea
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hiPSC 15006 MS FiPS 6-R4F-2 p13
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Silenciamiento de los transgenes de reprogramacién. Andlisis por Q-RT-PCR de los niveles de
los niveles de expresion de los transgenes indicados. Se muestra expresién relativa a GAPDH
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Anexo 6

Genotipado
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Relative expression of
TNFR1 delta 6

TT

La linea MS FiPS6-R4F-2 presenta el genotipo CC en el polimorfismo rs1800693 de TNFRSF1A,
comparado con 3 controles de genotipo TT.
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Anexo 7

Resultado test de micoplasma
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MYCOPLASMA TEST
10-02-2016

1. MS FiPS6-R4F-2 p7
2.CT-
p— 3.CT+
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