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ANEXOS A LA SOLICITUD DE DEPOSITO DE LA
LINEA CELULAR [MS] FiPS3-R4F-1 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

[MS] FiPS3-R4F-1



CMR[B]”

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

Resultado positivo por inmunocitoquimica para las proteinas de pluripotencia

Sox-2, SSEA-4 y TRA1-60

[MS] FiPS3-R4F-1



CMR[B]”

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

Anexo 2

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

Diferenciacion in vitro a ectodermo: Células positivas para Tujl
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Diferenciacién 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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Tahble 5. The GenePrint™ 10 Systen Allelic Ladder Information.

Sive Kange of Allelic Ladder

Repeat Numbers of Allelic

ATH Lot Lahel Canipaients' (hases) Laslder Camppome nis

THOL FL. 1536—1935 4%, 9.3, 10-11, 133

(LR RN FL 203259 24, 242, 25, 252, 2628, 20.2, 29,
9.2, 30,30.2, 31, ¥1.2, 3%, 32.2, 33,

332 34, 342, 35,352, 36-38

D38818 JOE 119-155 16

Di38317 JOE 176204 18

DTREI0 JOE 216-247 =147

DI6s53y JOE 264-304 3,8-15

CEF1PD JOE 331 -357 615

Ameelogenin TME 10, 112 Ly

WA TME 123-171 1023
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Thve length of each alele inthe allehe Ladder ks besn confirmed by ssgience malss.

“Wihen using an memal e standan, sch 2= @e Imemal Lane Ssandiard 600, dae caleulated sizes of allelie
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I8 enmpaments may case differences in migrason. The dye label also affecss magrson of alleles,
'Hela cells bave 2 microvanant allele 133 at the DI35317 looes. This will appear 25 an off-ladder allele
{see www.cstl nist.gov)/ strhase fvar DTS T it maTri).
Figura |. Informacion de l2 casa comercizl Promega sobre [3 relacion entre cada uno de los loci 5TR
amplificados y |2z repeticiones |en rangos de tamafo y numera) que pueden estar presentss en

RESULTALOS:

A continuacion e detalla la correlacion entre el codigo de muestra de

celular procesada:

dichos productos de PCR.

cadigo Biohanco

Linea celular

32151206050

M5 FiP5 3-R4F-1 pl6

v.3

Biobanco v |a linea

En |2 tabla siguiente se muestran los resultados comespondientes 2 los alelos encontrados
para cada uno de los marcadores microsatelites analizades.

Linea celular

Loci STR analizados

AMEL

CSF1PO

0135317

0165539

21511

D55818 | D75820

THO1

TPOX

M5 FiPS 3-R4F-1 p16

L

»

10,11

11,12

12,13

30, 31

11 10, 12

9,03

9,11

18

Granada, a 11 d= Diciembre de 2015

[MS] FiPS3-R4F-1

Area de Biologia Molecular
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RESULTADOS:

A continuacion se detalla la correlacion entre el codigo de muestra de Biobanco vy 1a linea
celular procesada:

cédigo Biobanco Linea celular
32151906041 EM3F-DGC p4

En la 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 | D55818 | D75820 | THo1 | TPOX | vWA

EM3F-DGC p4 XY 10,11 11,12 12,13 30,31 11 10,12 (g,93| 9,11 | 18

Granada, a 11 de Diciembre de 2015

Area de Biologia Molecular

Analisis de microsatélites en la linea de células madre pluripotentes [MS] FiPS3-R4F-1y en la
linea de fibroblastos de la cual proceden.

[MS] FiPS3-R4F-1
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Integracion y silenciamiento de los transgenes de
reprogramacion
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pMXs-(fl-mOct4_Vp16_PTV_HA-mSox2_mOrange pMXs-KIf4-cMyc-GFP
MS MS
3.1pl6 3.1pl6
343bp —
258bp —

Andlisis gPCR mostrando las integraciones gendmicas de los genes Oct-4, Sox-2, KIf4 y c-Myc
utilizados para generar la linea
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hiPSC 15044 MS FiPS 3-R4F-1p14
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hSox2 hOct4 hKIf4 hcMyc pMXKM  pMXOS

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

[MS] FiPS3-R4F-1
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La linea MS FiPS3-R4F-1 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
05-01-2016

1 2 3 4 5 6 7

1. MS FIPS2-R4F-10 p12
2. MS FIPS3-R4F-1 p15
3. MS FIPS4-R4F-1 p18
4. MS FIPS5-R4F-6 p26
5. MS FIPS6-R4F-2 p10

6. CT -
7.CT+
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