ANEXOS A LA SOLICITUD DE DEPOSITO DE LA
LINEA CELULAR WFS1 FiPS 34-Ep6F-13 EN EL
BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
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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

WEFS1 FiPS 34-Ep6F-13



IDI
BELL

Resultado positivo por inmunocitoquimica para las proteinas de pluripotencia

Sox-2, SSEA-4 y TRA1-60

WEFS1 FiPS 34-Ep6F-13



o2,

Anexo 2

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

Diferenciacién in vitro a ectodermo: Células positivas para Tujl y GFAP
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Diferenciacién in vitro a endodermo: Células positivas para AFP y FOXA2
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Anexo 3

Cariotipo

WEFS1 FiPS 34-Ep6F-13



IDI
BELL

. v

©SJD

Sant Joan de Déu
Barcelona - Hospitol

Case name: 32561036
Name: WFS1 FiPS 34-Ep6F-13 p14

CYTOGENETICS STUDY

Department: IDIBELL
Date: 9/20/2023
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Case: 32561036 Slide: 2 Cell: 1
Result: 46,XX
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Resultado microsatélites
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ESTUDI DE MICROSATEL-LITS (STRs)

lbesvtifi caché 1D Ak s Tipus de mostrs
Mostra: WFS1 FIPS34-EPGF-3 P13 1221770 Extracte DMA

Descripcld de Festudi
L'estudl de consisteix en "analisl de microsatéllits o “short fondem repeots™ (STR) de DMNA procedent

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

. PCR - Amplificackd de 15 reglons de DA [STR- short tandem repeats) amb els Kit de Genotipat AmpFLSTR®
Identifiler® Plus PCR Amplification Kit. La combinacid d"aquestes 15 reghons constituels el perfil genétic
(Impressid digital genética)

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

. Software d’analisi — Assignacld del perfil genétic.

Resultats
Marcadors Genétics Localitzacid cromosdmica ”'E;;’m

DE51179 B 10 12
021511 21q11.2-q21 32,2 32,2
OT5820 7gll.21-22 g9 11
CS5F1P0CY o033.3-34 10 12
D351358 3p 16 17
THO1 11p15.3 b 9.3
D135317 13g22-31 13 13
D165539 16qg24-gter g9 12
D251338 2035-3/.1 19 23
0195433 19g912-13.1 12 14
VINA 12p12-pter 15 18

TPOX 2p23-2per g 11
D1ES51 1Bg2l1.3 14 16
D55818 5q71-31 11 12

FlaA 4q.8 22 23

AMELDGEMINA® X p221-22.3-Y:pll.2 X X

*amelogenina: Resultat aHed relatiu al sexe cromasomic: X8 | seEe femend]; ¥ [sexe mascull)

L'Hospitalet del Liobregat, 29/08/2023

LB —

Dr. LV Martinez Mas
MHrector de Laboratorio
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RESULTADOS:

P-CMR|[C]

En la siguiente tabla se indican los resultados correspondientes a las variantes alélicas

para cada locus STR en la muestra analizada.

Loci STRs analizados

Linea celular

THO1

D21511

D55818 [D135317 | D7S820 | D16S539 | CSF1IPO |AMEL| wvWA

TPOX

Fb CBK21934, P6, 28.02.23

6;9.3

32.2

11,12 13 9;11 9;12 10;12 | X | 15;18

9;11

Barcelona, a 27 de abril de 2023
Laboratorio Biologia Molecular

P-CMRC

Andlisis de microsatélites en la linea de hiPSC vy en los fibroblastos de los que procede.
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Ausencia de los transgenes de reprogramacion
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Episomal Copy number without C+
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QRT-PCR donde se muestra la ausencia de plasmidos episomales en la linea de iPSC (34-13 corresponde
a la abreviacién de WFS1 FiPS34-Ep6F-13) y en fibroblastos control no-nucleofectados (SPG1F y
SPG2F).

WFS1 FiPS34 Ep6F-13, P8, 12.06.23
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EBNA1 KLF4PLA L-MYC L-MYC LIN28 LIN28 OCT3/4 OCT3/4 SOX2 SOX2PLA
CDS PLA CDS PLA CDS PLA CDS
Niveles de expresion de mRNA de transgenes (pla) y marcadores de pluripotencia endégenos (CDS)

en la linea WFS1 FiPS34-Ep6F-13.
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Comprobacion de la presencia de la mutacion
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Fig 1. Comprobacién por PCR de la presencia de las mutaciones ¢.1294C>G (p.Leu432Val) y
c.1463_1474dup. Geles de electroforesis de productos de PCR obtenidos al amplificar para
comprovar si hay presencia de la mutacion ¢.1463_1474dup. Se encuentra presente en la linea
de fibroblastos CBK21934 (carril 4), y por tanto en los clones de iPSCs: WFS1 FiPS34-Ep6F-03
(carril 7) y WFS1 FiPS34-Ep6F-13 (carril 8), derivados de la misma. El carril M es la GeneRuler
100bp DNA Ladder (ThermoFisher), el carril 1 es un blanco y el 2 una muestra de DNA de una
linea que no presenta ninguna de estas mutaciones (C-).
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Resultado test de micoplasma
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(6 S | 2 3 4 5 6 7 8 9 OAN-TTE T2 13 C-

Mycoplasma 265-278 bp
Interna | control 191 bp R
e

WFS1_FiPS34_ Ep6F-4 p6
WFS1_FiPS34  Ep6F-3 p9
WFS1_FiPS34 Ep6F-1 p6
WFS1_FiPS34_ Ep6F-9 p10
WFS1_FiPS34_ Ep6F-13 p9
WFS1_FiPSO4_ Ep6F-3 p10
WFS1_FiPSO4 Ep6F-10 p10
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