
   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXOS A LA SOLICITUD DE DEPÓSITO 

DE LA LÍNEA CELULAR [STGD4]-FiPSC1-

Ep5F-8 EN EL BANCO NACIONAL DE 

LÍNEAS CELULARES 

  



   
 

Anexos: 

• Anexo 1: Huella genética por análisis de microsatélites/STR de las 

células de origen y su correspondiente línea iPSC 

• Anexo 2: Test de fosfatasa alcalina y marcadores de Pluripotencia  

• Anexo 3: Test de diferenciación in vitro  

• Anexo 4: Cariotipo 

• Anexo 5: Test de integración y silenciamiento 

• Anexo 6: Secuenciación Sanger de la mutación 

• Anexo 7: Test de Mycoplasma 

  



   
 

Anexo 1: 

La línea original de fibroblastos FbSTGDIV coincide en los microsatélites 

analizados (CSF1PO, D13S317, D16S539, D21S11, D5S818, D7S820, TH01, 

TPOX y vWA, y Amelogenin) con la línea iPSC a depositar 

  

Análisis de microsatélites de la línea de fibroblastos FbSTGDIV: 

 

 

 

  



   
 

Análisis de microsatélites de la línea iPSC a depositar: 

 

   



   
 

Anexo 2:  

 

Test de Fosfatasa alcalina 

Test de fosfatasa alcalina positivo demostrando alta actividad de fosfatasa 

alcalina, característico de las células iPSC.  

 

 

 

  



   
 

 

Marcadores de pluripotencia: 

Inmunoreactividad positiva a los marcadores de pluripotencia OCT4, SSEA3, 

SOX2, SSEA4, TRA1-60, NANOG, y TRA-1-81. Escala de 25 µm. 

 

 

 

 

 

 



   
 

 

 

 

  



   
 

 

 

 

 

  



   
 

Anexo 3: 

Inmunoreactividad positiva a marcadores de las tres capas germinales: 

ectodermo (β-III Tubulin), mesodermo (α-SMA) y endodermo (α-1 

Fetoprotein). Escala 25 µm 

 

Diferenciación a células de ectodermo 

 

 

  



   
 

Diferenciación a células de mesodermo 

 

 

  



   
 

Diferenciación a células de endodermo 

 

 

 

  



   
 

Anexo 4: 

Análisis citogenético sin alteraciones 

  

 

  



   
 

Anexo 5: 

Test de integración 

Técnica: qRT-PCR 

Expresión relativa del mRNA de los factores de pluripotencia endógenos 

(Lin28, LMyC OCT3/4, SOX2 y KLF4) significativamente mayor que en una 

línea de fibroblastos WT. 

 

Test de silenciamiento: 

Técnica: cuantitative copy number PCR 

Ausencia de copias de secuencias EBNA1 presente en todos los vectores 

de reprogramación utilizados. Control una línea de fibroblastos WT 72 

horas post transfección. 

 



   
 

Anexo 6: 

Confirmación de la presencia de la mutación c.1354dupT en el exón 13 del 

gen PROM1. 

La secuenciación Sanger muestra 7 timinas, cuando en un genotipo WT se 

aprecian solo 6. 

 

 

  



   
 

Anexo 7: 

Resultado negativo del test de Mycoplasma utilizando el kit MycoStrip™ 

(Invivogen, Toulouse, France) basado en PCR isotérmica. 

 

 


