ANEXOS A LA SOLICITUD DE DEPOSITO DE LA
LINEA CELULAR NW FiPSC 10.11.3-R4F-H3 EN EL
BANCO NACIONAL DE LINEAS CELULARES
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Anexo 1
Fenotipo. Marcadores de pluripotencia



Resultado positivo por inmunocitoquimica para las proteinas de pluripotencia NANOG vy
TRA1-81

Resultado positivo por inmunocitoquimica para las proteinas de pluripotencia OCT-4



Resultado positivo por inmunocitoquimica para las proteinas de pluripotencia SOX2 y
SSEA-4



Anexo 2
Diferenciacion in vitro



Diferenciacidn in vitro a mesodermo: Células positivas para a-smooth muscle actin (ASMA)

——|
30 um

Diferenciacidn in vitro a endodermo: Células positivas para a-fetoprotein (AFP)



Diferenciacidn in vitro a ectodermo: Células positivas para SOX1, PAX6 y NESTIN



Anexo 3
Cariotipo
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Anexo 4
Resultado microsatélites



Marcador Rango (pares Genotipo Genotipo de referencia
de bases) NW FiPSC 10.11.3-RAF-H3 NW10.11.3
Amelogenin Female Female
D13S158 99-113 92/102 92/102
D20S171 123-149 134/134 134/134
D11S1313 184-204 184/196 184/196
D16S3030 190-202 186/198 186/198
D16S3024 208-248 222/222 222/222
D8S284 243-273 250/254 250/254
D6S452 263-280 270/270 270/270
D16S2621 71-91 78/78 78/78
D14S276 86-98 84/88 84/88




Anexo 5
Integracion y silenciamiento de los transgenes de

reprogramacion



PCR
INTEGRATION

pMX-OCT4_Flag-VP16-PTV-Sox2_HA-Orange
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pMX-KLF4-cMYC-GFP

3. NWFiPS10.11.3 R4F-H3, P4
10. Positive Control

11.Negative Control (H20)

Andlisis gPCR mostrando las integraciones gendmicas de los genes utilizados para generar
la linea



W Endo Octd

PCR SILENCING i Endo Sox2
09/05/17
« Endo KIf4
180,00 -
. u Endo cMyc
160,00 -
L TgmSox2
140,90 u Trans cMyc-GFP
120,00 -
100,00

80,00 -

60,00 -

40,00

20,00

0,00
NW NW NW NW NW NW NW NW NW

FiPS10.1.3  FiPS10.IL.3  FiPS10..3  FiPS10.I.3  FiPS10.IL.3  FiPS10.I.3  FiPS10..3  FiPS10.IL.3  FiPS10.1.3

RAF-H1pd RAF-H2p4 RAF-H3p4 RAF-HAp4A  RAF-HSp4  RAF-H6p4 RAF-M1p5S RAF-M4p5  RAF-M7p5

Silenciamiento de los transgenes de reprogramaciéon. Andlisis por Q-RT-PCR de los niveles
de los niveles de expresion de los transgenes indicados. Se muestra expresion relativa a
GAPDH



Anexo 6
Genotipado
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PCR breakpoint. Se presenta la amplificacion por PCR del punto de rotura en muestras de
DNA de un individuo control, de fibroblastos del paciente con la delecién de 817kb en
7q11.23 y de la linea del iPSC procedente de este individuo.



Anexo 7
Resultado Test de micoplasma
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BK1: NW10.11.03F, p5, 07.07.17

BK3: NW FiPS10.11.03 R4F-H1, p10, 07.07.17
BK4: NW FiPS10.11.03 R4F-H3, p10, 07.07.17
BK8: NW FiPS10.11.03 R4F-H1, p14, 31.07.17
BK9: OCD1F, PO, 31.07.17

BK10: OCD2F, PO, 31.07.17



