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Anexo 1

Fenotipo. Marcadores de pluripotencia

THD FiPS A1-Ep6F-17



CMR[B]"

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

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
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TRA-1-60

Resultado positivo por inmunocitoquimica para las proteinas de pluripotencia

Sox-2, SSEA-4 y TRA1-60
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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 Tuj1 Y GFAP
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Diferenciacion 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

THD FiPS A1-Ep6F-17
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RESULTADOS:

la la correlacion entre el cadigo de muestra de Biobanco v la linea
codigo Biobanco Linea celular
32161228002 THD A1 F p3
a los alelos encontrados
Loci STR analizados
Linea celular AMEL | CSF1PD | D135317 | D165539 | D21511 | DSSE18 | D7SE20 | THOL | TPOX | vwA
30,
THD AL F p3 X 12 8, 11 12,14 335 | 1112 | 10,11 7 |8 11| 17,19
Granada, a 24 de Octubre de 20148

»,

Andlisis de microsatélites en la linea de hiPSC vy en los fibroblastos de la cual proceden.
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Anexo 5

Ausencia de los transgenes de reprogramacion

THD FiPS A1-Ep6F-17
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THD FiPSA1 THD A1 GFP THD B1 GFP THD A1F,P3  THDB1F, P6
Ep6F-17, p7 nucleofected  nucleofected

Andlisis PCR donde se muestra la ausencia de plasmidos episomales en la linea THD FiPS Al
Ep6F-17, en fibroblastos control GFP-nucleofectados 72h después de la nucleofeccion (THD Al
GFP y THD B1 GFP) y en fibroblastos control no-nucleofectados (THD A1 Fy THD B1F).
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THD FiPSA1 Ep6F-17, p7

Andlisis por Q-RT-PCR

de los niveles de expresion de mRNA de transgenes (pla) y marcadores

de pluripotencia endégenos (CDS) en la linea THD FiPS Al Ep6F-17

THD FiPS A1-Ep6F-17
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Anexo 6

Genotipado

THD FiPS A1-Ep6F-17
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aligmnment position 221. l 231....... 241....... 251....... 261....... 271 281....... 291....... 301....... 31....... 321.......
SeqReFc.698G_A 145  GCCAGCGCAG GAAGCTGATT GCTGAGATCG CCTTCCAGTA CAGGCAGTGA GGGGCCCCTG CGCTCGGGAC CCAGACTCCG TCCTGCAGGC TGACGCTGGA CCTGGGGGST
AD Blood 185 GCCAGCACAG GAAGCTGATT GCTGAGATCG CCTTCCAGTA CAGGCAGTGA GGGGCCCCTG CGCTCGGGAC CCAGACTCCG TCCTGCAGGC TGACGCTGGA CCTGGGGGST
A6 Fibroblasts 179  GCCAGCACAG GAAGCTGATT GCTGAGATCG CCTTCCAGTA CAGGCAGTGA GGGGCCCCTG CGCTCGGGAC CCAGACTCCG TCCTGCAGGC TGACGCTGGA CCTGGGGGGT
A7 Clon 10 182  GCCAGCACAG GAAGCTGATT GCTGAGATCG CCTTCCAGTA CAGGCAGTGA GGGGCCCCTG CGCTCGGGAC CCAGACTCCG TCCTGCAGGC TGACGCTGGA CCTGGGGGST
Ag Clan 17 189 GCCAGCACAG GAAGCTGATT GCTGAGATCG CCTTCCAGTA CAGGCAGTGA GGGGCCCCTG CGCTCGGGAC CCAGACTCCG TCCTGCAGGC TGACGCTGGA CCTGGGGGGT

PR CERTEREEEE TEEre e e ven e e cer e en e et e e Feren e e veere e vereere

Kkkkkhkkdk Fhkikkrhhhk dhkkkkAkkd kdkkikkrkk dokkdkkkdkkkk kkdkkrhkkrk kkkkkkkkkk AkkAkkrkkr krkhkkhkkkkk khkkdkkikk kkrkkbkhkkk

Muestra de la mutacién en sangre y fibroblastos del paciente y en la linea generada (clon 17).
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Anexo 7

Resultado test de micoplasma
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MYCOPLASMA TEST

1. THD FiPSA1 Ep6F-17 p13
2.CT-
3.CT+

THD FiPS A1-Ep6F-17



