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Anexo 1: Datos de tipificacion de HLA y microsatelites de las lineas AND-4

y HEFs
Annex 1: Microsatellite and HLA typification data of AND-4 and HEFs lines

/\ Servicio Andaluz de Salud
CONSEJERIA DE SALUD

JUNTA DE ANDALUCIA

Servicio de ANALISIS CLINICOS

Laboratorio HLA

IDENTIFICACION iPSCs-conce1i

CLASET HLA-A*2301,3002; B*5301,*5801; Cw*0401,*0701

craserr  HLA-DRB1%1503,71602; HLA-DQB1*0502, *0602

viernes, 20 de noviembre de 2009
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Fdo. Dr. MA Lépez Nevot
FEA de Inmunologia
Laboratorio HLA Gendmico

Hospital Universitario Virgen de las Nieves
Avd: erzas Armadas, 2. 18014 - Granada
Tol: 958 020000, Fax 9580201 32

Fdo. Dr. Prof. Federico Garrido
Jefe de Servicio de Andlisis Clinicos

Hospital Virgen de las Nieves Granada

* CONCE-1 es la denominacion inicial de la linea celular reprogramada AND-4.
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Resultados del analisis de microsatélites de la linea IPSCs conce-1

IPSCs

conce-1 STRs Allele 1 Allele 2
D6S311 233,27 235,96
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Granada

] Hospital Universitario Virgen de las Nieves
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Tel.: 958 02 00 00. Fax: 9580201 32

L O—
NG

F{fﬂj’)m. Isabel Maleno
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* CONCE-1 es la denominacion inicial de la linea celular reprogramada AND-4.
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Servicio de ANALISIS CLINICOS

Laboratorio HLA

IDENTIFICACION HEFS

CLASET HLA-A*2301,*3002; B*5301,*5801; Cw*0401,*0701

cLasen  HLA-DRB1*1503, *1602; DQB1*0502,*0602
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Fdo. Dr. MA Liopez Nevot Fdo. Dr. Prof. Federico Garrido

FEA de Inmunologia Jefe de Servicio de Analisis Clinicos
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g Hospital Universitario Virgen de las Nieves
Avda. Fuerzas Arnadas, 2. 18014 - Granada
Tel. 958 02 00 00. Fax 9580201 32

* CONCE-1 es la denominacion inicial de la linea celular reprogramada AND-4.
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Resultados del andlisis de microsatélites de la linea HEFs

HEFs STRs Allele 1 Allele 2
D6S311 233,23 236,92
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Fdo Dr. Prof. Federico Garrido
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* CONCE-1 es la denominacion inicial de la linea celular reprogramada AND-4.



Anexo 2: Controles microbiol6gicos
Annex 2: Microbiological controls

@R Servicio Andaluz de Salud
LIS ST  CONSEJERIA DE SALUD

Unidad de Produccion Celular
Hospital Virgen de las Nieves

ENSAYO DE ESTERILIDAD

MUESTRA: iPS CONCE1

FECHA DE CULTIVO: 08 octubre 2009

TECNICA: Ensayo esterilidad mediante inoculacién directa.
Farmacopea Espariola 3° edicion. 01/2005, 20601,

RESULTADO:

No desarrollo de microorganismos (bacterias y hongos) tras 15 dias de

incubacion.

Granada, 26 de octubre de 2009

ara Sanbonmatsu Gamez

Facultativo Especialista de Area de Microbiologia y Parasitologia
Unidad de Produccion Celular

HU Virgen de las Nieves

Avda Fuerzas Armadas s/n

18014 Granada

< Hospital Universitario Virgen de las Nieves
Avda. Fuerzas Armadas, 2. 18014 Granada
Teléf.: 958 02 00 00/ 02 01 32

* CONCE-1 es la denominacion inicial de la linea celular reprogramada AND-4.



Anexo 3: Marcadores de indiferenciacién. En el panel A, andlisis mediante
inmunofluorescencia de la presencia de cuatro marcadores de pluripotencia; el
DNA se visualizé mediante tincion con DAPI (azul). En el panel B, anélisis
mediante RT-PCR de otros cuatro marcadores de pluripotencia.

Annex 3: Undifferentiation markers. In panel A, immunofluorescent analysis
of the presence of four pluripotent markers; nuclear DNA was stained with

DAPI (blue). In panel B, RT-PCR analysis of another four pluripotent
markers.

A

TRA-1-60

RT- Nanog RT- Qct-3/4 RT- Rex-1 RT- Sox-2

* CONCE-1 es la denominacion inicial de la linea celular reprogramada AND-4.



Anexo 4: Cariotipo. A, Cartiotipo de la linea HEFs antes de la
reprogramacion. B, Cariotipo de la linea AND-4.

Annex 4: Karyotype. A, Karyotype of HEFs line prior to
reprogrammation. B, Karyotype of AND-4.
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Unidad de Citogenética

N° de muestra:  HEF pi3 Fecha de entrada: 24{11/2009
Area solicitante: Area Reprogramacion y Tipo de muestra: Fbroblastos
Paclente: , Técnlca: Bandas G
Hospital:
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Cariotipo:  46,XY
Diagndstico citogenético:  Cariotipe masculino normal
Comentarios cariotipo: H resultado del estudio estz limitado por la sensibilidad de la técnica.

P. Catalina - C. Palma - P.E. Leone

04/12/2009

* CONCE-1 es la denominacion inicial de la linea celular reprogramada AND-4.



Unidad de Citogenética

N° de muestra: conce-1 P10

Fecha de entrada: 20/10/2009
Area solicitante: Area Reprogramacién y Tipo de muestra: Linea celular
Paciente: |, Técnica: Bandas G
Hospital:
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Cariotipo: 47, XY,+1,+5,-17
Diagndstico citogenético:

Comentarios cariotipo: El resultado del estudio esta limitado por la sensibilidad de la técnica

P. Catalina - C. Palma - P.E. Leone

16/11/2009

* CONCE-1 es la denominacion inicial de la linea celular reprogramada AND-4.




Anexo 5: Diferenciacién in vitro
Annex 5: In vitro differentiation

CONCE-1 line

Endoderm Mesuderm Ectuderm

-
-~

PanCK: Pancreatic Citokeratin
Actin: Alpha Smooth Muscle Actin
GFAP: Glial Fribrillary Acidic Protein

* CONCE-1 es la denominacion inicial de la linea celular reprogramada AND-4.



Anexo 6: Diferenciacién in vivo
Annex 6: In vivo differentiation

CONCE-1 line

Endoderm

Mesoderm

Ectoderm

PanCK: Pancreatic Citokeratin
Actin: Alpha Smooth Muscle Actin

* CONCE-1 es la denominacion inicial de la linea celular reprogramada AND-4.



Anexo 7: Estructura del lentivirus utilizado. La posicion relativa de los

cebadores utilizados para detectar expresion especifica del transgen se
muestran con flechas azules.

Annex 7: Structure of the lentiviral construct. In the scheme, the relative

position of the oligonucleotides used to detect especific expression of the
transgene are shown as blue arrows.

* CONCE-1 es la denominacion inicial de la linea celular reprogramada AND-4.



Anexo 8: Expresion del lentivirus en células AND-4
Annex 8: Lentiviral expression in AND-4 cells

RT- Sox2 c+ RT- O-K RT-  Sox2 c+ RT- oK

25 cycles 30 cycles

Sox2: RT-PCR para amplificar el factor de transcripcion Sox2
Sox2: RT-PCR to amplify the transcription factor Sox2

O-K: RT-PCR para amplificar una region del transgén (Anexo 7) en 25y 30 ciclos
O-K: RT-PCR to amplify a region of transgene (Annex 7) at 25 and 30 cycles

* CONCE-1 es la denominacion inicial de la linea celular reprogramada AND-4.



