ANEXOS A LA SOLICITUD DE DEPOSITO DE LA
LINEA CELULAR SPG FiPS1-Ep6F-4 EN EL BANCO
NACIONAL DE LINEAS CELULARES

SPG FiPS1-Ep6F-4



ANEXOS

Anexo 1:
Anexo 2:
Anexo 3:
Anexo 4:
Anexo 5:
Anexo 6:
Anexo 7:

Fenotipo. Marcadores de pluripotencia
Diferenciacion in vitro

Cariotipo

Resultados microsatélites

Ausencia de los transgenes de reprogramacion
Comprobacion de la presencia de la mutacién
Resultado test de micoplasma

SPG FiPS1-Ep6F-4



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
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Resultado positivo por inmunocitoquimica para las proteinas de pluripotencia

Sox-2, SSEA-4 y TRA1-60
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Diferenciacion in vitro
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Diferenciacion in vitro a ectodermo: Células positivas para Tuj1 Y GFAP
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Diferenciacién in vitro a endodermo: Células positivas para AFP y FOXA2
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Cariotipo
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VS ID S ESTUDIO CITOGENETICO
Case name: 10621019 Servicio: IDIBELL
NHC: CT0216 Tipo de muestra: CM
Nombre y Apellidos: SPG FiPS1-Ep6F-4 p12
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Case: 10621019 Slide: 1 Cell: 6F
Resultado: 46,XX

SPG FiPS1-Ep6F-4



Anexo 4

Resultado microsatélites
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RESULTADOS:

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 | D165539 | CSP1PO | AMEL | vWA | TPOX

SPG FiPS1- Ep6F-4 p12 6;93 | 28,29 113,12 812 | 811 | 11;14 | 10 X | 15 | 8

P-CMR|C]

RESULTADOS:

En la siguiente tabla se indican los resultados correspondientes a las variantes alélicas
para cada locus STR en la muestra analizada.

Loci 5TRs analizados

Linea celular THD1 D21511 DS55818 | D135317 | D7SB20 | D1e5539 | CSP1PD | AMEL vIWA TPOX
Fb SPG1 fibroblasts, P2,
2,5M cells, 05.10.20 6;9.3| 28;29 11;12 8; 12 8; 11 11; 14 10 X 15 8

Andlisis de microsatélites en la linea de hiPSCy en los fibroblastos de los que procede.
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Ausencia de los transgenes de reprogramacion
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QRT-PCR donde se muestra la ausencia de plasmidos episomales en la linea de iPSC (FiPS1-4
corresponde a la abreviacién de SPG FiPS1-Ep6F-4) y en fibroblastos control no-nucleofectados (SPG1F)
y la presencia de plasmidos en fibroblastos control GFP-nucleofectados 72h después de la
nucleofeccion (SPG1-RF)
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Niveles de expresion de mRNA de transgenes (pla) y marcadores de pluripotencia endégenos
(CDS) en la linea SPG FiPS1-Ep6F-4.
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Comprobacion de la presencia de la mutacion
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SPG1 - Paciente con SPG52, portadora en homaocigosis de la mutacién

Confirmamos que la linea SPG1 es portadora de la variante ¢.289C>T en homocigosis.
Este resultado se puede observar tanto en la alineacion de secuencias, como en el
electroferograma.

* SPG1_L..01.88q ¥ ATGCTCTAAAACCTGEACACTGACTGEGAAGTTCTATGTCTGETTTACATGGGAAGEGACACTARAATTE 71
TELELEREREE ettt e e e e e e e e i e e e e et
¥ AP4s] sequencn el ATGCTCTARAACCT EGACAC TEAC TEGEAAGTTCTATGTCTEGTTTACATEGEAAGCGACACTAALATTG 130
61 ] 20810 a0l 2000 2110 Z120 ik
412 bases
1 feature
# SPGL1_I..01.seq T2 OATTGTACCTTTCTTCT T T TATTGTAGAACGAGATEGCTATTTATGAATTCATTCATAACTTTGTEGEALET 141
TRLELERTRRE et e e e e b e e et e e e et
W APds] sequence I ATTETACCTTTOTTET T T TAT TG TAGAACGAGATGGCTATTTATGAATTCATTCATAACTTTGTGGAAGT 2200
T nanl T Esal T neal Tl BT T TR
412 basaz
1 featura
¥ 5PG1_L..0L.seq 142 TTTAGATGAGTATTTCAGETGAGTGETAAGTCTAATGEE TAARARATGETTTACTTCCTCAACCCAGTTT 211
TRLELERER ettt e b e et e e et e e el
¥ APds] sequencE 201 TTTAGATEAGTAT T TCAGCCEAGTGETAAGTCTAATEGC TAAAARATEEGTTTACTTCCTCAACCCAGTTT 1270
33210 213 2230 2340 2250 2160 FER
412 hasas
1 feature
Mutation
¥ SPG1_1..01.58q 2 L CAGARATTHAGTCTCT TTAGATCTATATCAAGAACATEGTETTAATACAGAGT TTTAATAAGTAARAGT
LEEELTRER R R e bbb e e e et
W APis] sequence 1271 CCCAGARATTGAGTCTCT TTGGATCTATATCAAGAACATGTETTAATACAGAGTTTTAATAAGTAAAAGT 340
4132 b nn 2350 2300 230 FRE] ¥1an o
2ses
1 feature
¥ 5PG1_L..0L1.seq M2 TAAAACT TAAGTGAT G AAAT TTTET TTATCTTTCLT TETEG T TATCCAMAGTGTTACAAGCCTATAL 351
TETETERERRE e e e e e e e e e e m e e e e e e el
T APS] TR a1 TAARACTTAAGTGATGCCARATTTTCT TTATCTTTCCTTCTEGTTTATCCARAGTGTTACAAGCCTATAC 10
g 2350l b 2380 2370l ' z3aol 2390 b mool 2410
412 hasas
1 featurne
* SPG1_1..01.50q W2 ATGCCTEAGATCTTTATAAAGAACTGOAAAAAAAAAAALAARACC -CTTTAATACGGEGAGAGGEA 415
N N AR e
¥ APAs5] sequence M1 ATGECTGAGATCTTTATAAAGAACTEGAAAAAAAAAAAAAAACCTCTT - -ATA-GCAGGECECEA 2472
413 b 20 2470 28] 2450 Fasit] 2470 24TE
25
1 feature
A T [ (] i, G T & T T T C A G H T 4]
159 160
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Resultado test de micoplasma
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Mycoplasma test (VenorGeM Classic kit) 10/03/2021

Mycoplasma 265-278 bp
Internal control 191 bp

Internal control 191 bp

Internal control 191 bp

27. -SPG FiPS1-Ep6F-4 piil
28. -SPG FiPS2-Ep6F-8 pil

P-CMRI[C]
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