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NANOG EXPRESSION RNASeq

GAPDH 113830,25  142923,67  163255,46

RPLPO 56841,48 70346,57 63691,36

NANOG 2190,28 3234,14 2942,72

Mean HKGs 85335,865  106635,12  113473,41
BC4 BC17 BC21

NANOG vs mean HKGs 2,57 3,03 2,59

NANOG EXPRESSION ¢PCR (normalized against HKG)
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2993,22

91566,265

BM6.1

3,27

Target Sample Expression Expression SD Corrected Exp Mean Cq

NANOG bec-1 0,71101 0,29121 0,29121 27,4
NANOG bc-19 0,37235 0,03178 0,03178 28,66
NANOG bc-20 0,58058 0,12344 0,12344 27,66
NANOG bc-6 0,28249 0,0812 0,0812 29,53
NANOG bc-8 1,37896 0,28641 0,28641 26,87

Anexo 3
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Laboratori Central Tel. (+34) 93.253.21.10
s ' D Hosp. Univ. Materno-infantil Sant Joan de Déu  e-mail: laboratori@sjdhospitalbarcelona.org
Pg Sant Joan de Déu, 2

Areu de Iubo"“-ori 08950 Esplugues de Llobregat

Sant Joan de Déu Barcelona Laboratori certificats segons la norma UNE-EN 1SO 9001:2015 (ER-1333/2002)

. . . - N
( Servei peticionari IDIBELL )
bc-17 p11,

NUm. H. Clinica CT0581
Data naixement Sexe ?

Data recepcié mostra 28/03/2023 11:23
Clau laboratori 001/3.087.0730
Referéncia externa \_ Y,

COMPLET DATA EMISSIO : 24/04/2023
HOSPITAL SANT JOAN DE DEU

[ ANALISI RESULTAT UNITATS REF. P 1/1 )

GENETI CA

ESTUDI Cl TOGENETI C
v Cariotip cél-lules nare P

Técnica: Cultiu convencional per a aquest tipus de teixit i
tinci 6 de bandes G N vel de resolucié entre 300 i 500 bandes
per joc hapl oid.

Met af ases estudi ades: 20
Fornmul a cronosom ca: 47, XY, +22[ 17]/ 46, XY[ 3]
| nt erpretaci 6:

En el 85%de | es netafases analitzades s'ha observat 47
cronosones degut un cronosoma 22 extra i un conpl ement sexual
mascul i. La resta de netafases tenen 46 cronobsones i un

conpl enent sexual mascul i.

bser vaci ons:

Aquest resultat pot veure's afectat per les linitacions propies
de la técnica, comara |la preséncia d un nosaic de bai xa
freqiéncia o la detecci 6 d' alteraci ons cronosom ques

estructurals criptiques. No s'inforna dels resultats que
s'interpreten coma heteronorfisnes. Aquest resultat segueix

| es recomanaci ons de | a European Cuidelines for Constitutiona

Cyt ogenetics Anal ysis 2018 i | SCN vigent.

http://corl abs/ St orage/ 62e5z61wpxpt f f 9qf sonvnp7hcahoq3r . pdf ####30
870730. pdf

Validat per : Dra. Cuatrecasas Capdevil a Esther

v =resultat validat =resultat nou
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Sant Joan de Déu
Barcelona - Hospital

vsJ

Case name: 30870730
Name: bc-17 pl1l
NHC: CT0581

CYTOGENETICS STUDY

Department: IDIBELL

Date: 4/17/2023
Sample: CM

Case: 30870730 Slide: 2 Cell: 1F
Result; 47,XY,+22[17]/46,XY[3]
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INFORME TECNICO P-CM R[C]

HUELLA GENETICA

PROCESO REALIZADO

AMPLIFICACION DE SECUENCIAS MICROSATELITES (STRs)

Proceso de amplificacion mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) multiple de
secuencias microsatélites con el kit “GenePrint® 10 System” (Promega), correspondientes
a 10 loci utilizados en identificacion de lineas celulares basandose en el estandar ASN-
0002 de “The American Tissue Collection Standards Development Organization
Workgroup”.

Dichos STRs corresponden a los marcadores AMEL (diferenciador sexual), CSF1PO,
D13S317, D16S539, D21S11, D55818, D75820, THO1, TPOX y vWA.

No de lote de los reactivos: - GenePrint® 10 System (Ref. B9510): 0000333793
ANALISIS DE SECUENCIAS MICROSATELITE MEDIANTE ELECTROFORESIS CAPILAR

Las muestras amplificadas fueron analizadas mediante electroforesis capilar en el
analizador genético 3130 (Applied Biosystems), utilizando el polimero POP-7 y el ILS600
como marcador interno. Dicho proceso fue realizado por el personal técnico de la unidad
de gendmica situada en el centro IDIBELL (Barcelona).

Los resultados obtenidos son estudiados mediante el programa informatico GeneMapper®
3.2. De acuerdo con la informacién suministrada por Promega® sobre su kit de
amplificacién GenePrint® 10 System, estos son los datos correspondientes de los alelos
existentes para cada uno de los diferentes loci STR (figural):



P-CMR|C]

Informacidén de la casa comercial Promega sobre la relacion entre cada uno de los loci STR
amplificados y las repeticiones (en rangos de tamafio y nimero) que pueden estar
presentes en dichos productos de PCR y los rangos del control positivo.

o
Promega

Table 5. The GenePrint® 10 System Allelic Ladder Information.

Size Range of Allelic Ladder Repeat Numbers of Allelic
STR Locus Label Components'? (bases) Ladder Components
THO1 FL 156—-195 4-9,9.3,10-11,13.3
D21S11 FL 203-259 24,24.2,25,25.2,26-28,28.2, 29,

29.2, 30, 30.2, 31, 31.2, 32, 32.2, 33,
33.2, 34,34.2, 35,35.2, 36-38

D5S818 JOE 119-155 7-16
D138317 JOE 176—208 7-15
D75820 JOE 215-247 6-14°
D1658539 JOE 264—304 5,8-15
CSF1PO JOE 321-357 6-15
Amelogenin TMR 106, 112 X,Y
VWA TMR 123-171 10-22
TPOX TMR 262—290 6-13

The length of each allele in the allelic ladder has been confirmed by sequence analysis.

When using an internal lane standard, such as the Internal Lane Standard 600, the calculated sizes of allelic
ladder components may differ from those listed. This occurs because different sequences in allelic ladder and
ILS components may cause differences in migration. The dye label also affects migration of alleles.

“HelLa cells have a microvariant allele 13.3 at the D13S317 locus. This will appear as an off-ladder allele
(see www.cstl.nist.gov/strbase /var_D13S317.htm#Tri).

Table 3. Expected Allele Designations for the 2800M Control DNA.

STR Locus Alleles
THO1 6,9.3
D21S11 29,31.2
D55818 12,12
D13S317 9,11
D75820 8,11
D1658539 9,13
CSF1PO 12,12
Amelogenin XY
VWA 16,19

TPOX 11,11




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 STRs analizados

Linea celular THO1 D21511 D55818 | D13S317 | D75820 | D16S539 | CSF1PO |AMEL| vWA TPOX

bc-17 pll 9.3 30; 31.2 11 10;11 | 10; 12 11 10;11 | X; Y 17 8,11

Barcelona, a 27 de abril de 2023
Laboratorio Biologia Molecular

P-CMRC
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TEST DE MICOPLASMA 20230302
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1- MICOP 230007
2- MICOP 230008
3- MICOP 230009
4- MICOP 230010
5- MICOP 230011
6- MICOP 230012
7- MICOP 230013
8- MICOP 230014
9- MICOP 230015
10- MICOP 230016

11- MICOP 230017
12- MICOP 230018
13- MICOP 230019
14- MICOP 230020
15- MICOP 230021
16- MICOP 230022
17- MICOP 230023
18- MICOP 230024
19- MICOP 230025
20- MICOP 230026

21- MICOP 230027
22- MICOP 230028
23- MICOP 230029
24- MICOP 230030
25- MICOP 230031

26- MICOP 230032- bc-17

27- MICOP 230033
28- MICOP 230034
29- MICOP 230035
30- MICOP 230036
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L i

31- MICOP 230037
32- MICOP 230038
33- MICOP 230039
34- MICOP 230040
35- Sa0S2 p1

36- CONTROL +
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Generalitat de Catalunya
Departament de Salut
Direccié General de Recerca
i Innovacio en Salut

Resolucié per la qual s’autoritza el projecte 02/2017 “Derivacion de células madre
embrionarias humanas a partir de blastémeros aislados”.

Fets

1.- En data 2 de maig de 2017, el Dr. Josep Santal6 de la Universitat Autonoma de Barcelona
(UAB), presenta sollicitud al Departament de Salut (registre d’entrada num.
0336E/5697/2017), per a l'autoritzacié del projecte 02/2017 “Derivacion de células madre
embrionarias humanas a partir de blastdmeros aislados”.

S’adjunta a la sol-licitud d’autoritzacié la documentacié que s’especifica a I'annex del Reial
decret 1527/2010, de 15 de novembre, pel qual es regulen la Comissié de Garanties per a la
Donaci6 i Utilitzacio de Cel-lules i Teixits Humans i el Registre de Projecte de Recerca; aixi
com el Dictamen favorable, emés el 9 de febrer de 2017 pel Comité d’Etica d’Investigacio
Clinica (CEIC) del Centre de Medicina Regenerativa (CMRB), d’acord amb el que s’estableix
a la Disposici6é addicional unica del Decret 406/2006, de 24 d’octubre, pel qual es regulen els
requisits i el procediment d’acreditacié dels comités d’ética d’investigacio clinica.

2.- En data 30 de juny de 2017 es registra al Departament de Salut (registre num.
0336E/8513/2017) l'escrit de la Comissié de Garanties per a la Donaci6 i Utilitzacié de
Cel-lules i Teixits Humans de data 23 de juny de 2017 que, d’acord amb els arts. 6 i 8.3 del
Reial decret 1527/2010, emet informe preceptiu de caracter favorable a la utilitzacié de 238
preembrions crioconservats donats per quatre centres: Clinica Eugin, Clinica Sagrada Familia,
Hospital Quirén-Barcelona i Salut de la Dona-Dexeus, en el projecte 02/2017. Aixi mateix, la
Comissi6é de Garanties informa que s’hauran de trametre a la seva Secretaria tots els
consentiments informats, indicant en cada document el nombre de preembions que es
cedeixen.

Fonaments de dret

1.- La Llei 14/2007, de 3 de juliol, de recerca biomeédica, en el seu article 34 estableix les
garanties i requisits per a la recerca amb mostres bioldgiques de naturalesa embrionaria;
recerca que s’ha de realitzar d’acord amb les condicions establertes en la Llei 14/2006, de 26
de maig. L’article 35 estableix que la recerca requereix l'informe previ favorable de la
Comissioé de Garanties per a la Donaci6 i Utilitzacié de Cél-lules i Teixits Humans.

2.- El Reial decret 2132/2004, de 29 d’octubre, pel qual s’estableixen els requisits i
procediment per sol-licitar el desenvolupament de projectes de recerca amb cél-lules troncals
obtingudes de preembrions sobrants, en el seu article 4, estableix les condicions dels
projectes.

Doc.original signat per: Document electronic garantit amb signatura electronica. Podeu verificar la integritat
CPISR-1 C Albert Barbera Lluis d'aquest document a l'adreca web csv.gencat.cat
25/07/2017

Original electronic / Copia auténtica

CODI SEGUR DE VERIFICACIO

035D7KJTDMAVHSUDUXJMO6LD7DDTBKVT

Data creaci6 copia:
26/07/2017
Data caducitat copia:
26/07/2023
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3.- El Reial decret 1527/2010, de 15 de novembre, pel qual es regulen la Comissié de
Garanties per a la Donacid i Utilitzacié de Cel-lules i Teixits Humans i el Registre de Projectes
de Recerca, en els articles 6, 7, 8, 9 i annex, determina l'informe, 'avaluacid, I'autoritzacio6 i el
seguiment dels projectes de recerca.

4.- El Decret 406/2006, de 24 d'octubre, pel qual es regulen els requisits i el procediment
d’acreditacié dels comités d’ética d’investigacio clinica, en la Disposicié addicional uUnica,
atribueix al Comité d’Etica d’Investigacié Clinica de la Fundaci6 privada Centre de Medicina
Regenerativa de Barcelona la funcié d’avaluar i informar els projectes d’investigacié amb
cel-lules troncals obtingudes de preembrions sobrants de les técniques de reproduccio
assistida que es duguin a terme en I'ambit territorial de Catalunya.

Per tot el que s’ha exposat, vist que la documentacié que acompanya la sol-licitud compleix
els requisits establerts en el Reial decret 1527/2010, de 15 de novembre; vist el Dictamen
favorable emeés pel CEIC del CMRB de data 9 de febrer de 2017; vist I'informe de la Comissio
de Garanties de data 23 de juny de 2017; vist I'informe proposta del responsable de recerca
i Innovacio en salut, de data 24 de juliol de 2017, i fent Us de les atribucions que m’han estat
conferides per l'art. 97.1, apartat c) del Decret 6/2017, de 17 de gener, de reestructuracio del
Departament de Salut,

Resolc:

Autoritzar el projecte 02/2017 “Derivacion de células madre embrionarias humanas a partir de
blastdbmeros aislados”, amb la indicacié del deure d’informar al Departament de Salut de
qualsevol modificacié que es produeixi en les condicions del projecte de recerca, aixi com
I'obligacié del trasllat dels resultats del projecte amb periodicitat anual i en el moment que
finalitza la recerca.

Contra aquesta resolucid, que no exhaureix la via administrativa, es pot interposar recurs
d’alcada davant el conseller de Salut, en el termini d’'un mes a comptar de I'endema de la
notificacié de la resolucid, segons el que estableixen els articles 121 i 122 de la Llei 39/2015,
d’1l d’octubre, del procediment administratiu comu de les administracions publiques.

Barcelona, 25 de juliol de 2017

Aquest document esta signat electronicament pel director general de Recerca i Innovacié en
Salut, Albert Barbera Lluis.

Doc.original signat per: Document electronic garantit amb signatura electronica. Podeu verificar la integritat
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Original electronic / Copia auténtica
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Resolucié per la qual s’autoritza I'addenda: “Incloure 105 embrions humans” del
projecte de recerca: Derivacién de células madre embrionarias humanas a partir de
blastémeros aislados

Fets

1.- En data 21/09/2020, el Sr. Josep Santal6é de I'entitat Universitat Autobnoma de Barcelona
(UAB) presenta sol-licitud al Departament de Salut, mitjancant correu electronic, per autoritzar
la 'addenda: “Incloure 105 embrions humans” del projecte de recerca: Derivacion de células
madre embrionarias humanas a partir de blastémeros aislados.

S’adjunta a la sol-licitud d’autoritzaci6 la documentacié que s'especifica a I'annex del Reial
decret 1527/2010, de 15 de novembre, pel qual es regulen la Comissié de Garanties per a la
Donacio6 i Utilitzacié de Cél-lules i Teixits Humans i el Registre de Projecte de Recerca; aixi
com el Dictamen favorable, emeés el 17/09/2020 pel Comité d’Etica d’Investigacié de
I'extingida Fundacié Centre de Medicina Regenerativa de Barcelona (CMRB) que actua a dia
d’avui en el marc funcional de l'Institut d’Investigacié Biomédica de Bellvitge (IDIBELL),
mantenint les competéncies que li foren atribuides per la Disposicié addicional Unica del
Decret 406/2006, de 24 d'octubre, pel qual es regulen els requisits i el procediment
d’acreditacio dels comités d’ética d'investigacio clinica.

2.- En la sessi6 de data 24/09/2020 la Comissié de Garanties per a la Donacid i Utilitzacio de
Cél-lules i Teixits Humans emet I'informe favorable respecte I'esmentada addenda del projecte
de recerca, d’acord amb els arts. 6 i 8.3 del Reial decret 1527/2010.

Fonaments de dret

1.- La Llei 14/2007, de 3 de juliol, de recerca biomedica, en el seu article 34 estableix les
garanties i requisits per a la recerca amb mostres biologiques de naturalesa embrionaria;
recerca que s’ha de realitzar d’acord amb les condicions establertes en la Llei 14/2006, de 26
de maig. L’article 35 estableix que la recerca requereix I'informe previ favorable de la Comissié
de Garanties per a la Donaci6 i Utilitzacié de Cél-lules i Teixits Humans.

2.- El Reial decret 2132/2004, de 29 d'octubre, pel qual s’estableixen els requisits i
procediment per sol-licitar el desenvolupament de projectes de recerca amb cel-lules troncals
obtingudes de preembrions sobrants, en el seu article 4, estableix les condicions dels
projectes.

3.- El Reial decret 1527/2010, de 15 de novembre, pel qual es regulen la Comissié de
Garanties per a la Donaci6 i Utilitzacié de Cel-lules i Teixits Humans i el Registre de Projectes
de Recerca, en els articles 6, 7, 8, 9 i annex, determina I'informe, I'avaluacid, 'autoritzacié i el
seguiment dels projectes de recerca.

4.- El Decret 406/2006, de 24 d’'octubre, pel qual es regulen els requisits i el procediment
d’acreditacio dels comites d’ética d’investigacio clinica, en la Disposicid addicional Unica, va

28/10/2020
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atribuir al CEIC de la Fundacié CMRB la funcié d’avaluar i informar els projectes d’'investigacio
amb cél-lules troncals obtingudes de preembrions sobrants de les técniques de reproduccio
assistida que es duguin a terme en I'ambit territorial de Catalunya. com també la funcié
d'avaluar i informar els projectes d'investigaci6 amb ceél-lules mare embrionaries humanes
produides en els bancs de linies cel-lulars estatals o procedents de altres paisos que es
duguin a terme a I'ambit territorial de Catalunya. EI Comité manté aquesta atribucié en els
termes exposats al fet primer d’aquesta Resolucié.

Per tot el que s’ha exposat, vist que la documentacié que acompanya la sol-licitud compleix
els requisits establerts en el Reial decret 1527/2010, de 15 de novembre; vist el Dictamen
favorable emeés pel Comité d’Etica en Investigacio, vist l'informe de la Comissi6 de Garanties
per a la Donacid i Utilitzacié de Cél-lules i Teixits Humans que han estat esmentats a la relacié
de fets de la present Resolucio,

D’acord amb les atribucions que m’han estat conferides per l'art. 97.1, apartat c) del Decret
6/2017, de 17 de gener, de reestructuracio del Departament de Salut,

Resolc

Autoritzar la I'addenda: “Incloure 105 embrions humans” del projecte de recerca: Derivacion
de células madre embrionarias humanas a partir de blastomeros aislados, amb la indicacio
del deure d'informar al Departament de Salut de qualsevol modificaci6 que es produeixi en les
condicions del projecte de recerca, aixi com l'obligacio del trasllat dels resultats del projecte
amb periodicitat anual i en el moment que finalitza la recerca.

Contra aquesta resolucié, que no exhaureix la via administrativa, es pot interposar recurs
d’algada davant la persona titular del departament de Salut, en el termini d’'un mes a comptar
de I'endema de la notificacié de la resolucid, segons el que estableixen els articles 121 i 122
de la Llei 39/2015, d'1 d’'octubre, del procediment administratiu comu de les administracions
publiques.

Director general de Recerca i Innovacio en Salut
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C M R [B] q Comité de Etica de Investigacion Clinica

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

Don Joan Costa Pagés, en su condicion de Presidente del Comité de Etica de
Investigacion Clinica (CEIC) del Centro de Medicina Regenerativa de Barcelona

CERTIFICA:

Que el mencionado CEIC, en su reunion del 9 de febrero de 2017, ha evaluado el
siguiente proyecto de investigacion:

02/2017 Derivacién de células madre embrionarias humanas a partir de
blastémeros aislados

Investigador principal: Dr. Josep Santalé Pedro

Entidad principal: Universitat Autdonoma de Barcelona (UAB)

Se ha considerado que el proyecto se ajusta a los requisitos establecidos en la Ley
14/20086, la Ley 14/2007, Real Decreto 2132/2004 y en el Real Decreto 1527/2010; y
cumple con los criterios y valoraciones del propio Comité en los aspectos
metodoldgicos y éticos.

Por lo que este Comité emite su dictamen favorable y lo traslada a la UAB.

El investigador principal sera el responsable de enviarlo al Departament de Salut, el
cual, en uso de sus competencias lo presentard, en su caso para su evaluacién, a la
Comision de Garantias para la Donacidn y Utilizacion de Células y Tejidos Humanos del
Instituto de Salud Carlos IIl.

Y para que conste a los efectos que procedan, firmo el presente dpcumento en
Barcelona a nueve de febrero de dos mil diecisiete.

Centre de Mediing Reyenorsthve dc Barctiond

CMR[B]? oot

o2 09 FEB. 2017 Presidente del EEIC
Comite Etic d'Investigacié Clinica

Dr. Aiguader, 88
08003 Barcelona
celc@cmib.eu
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CV Prof. Josep Santalo

Reproductive Specialist and Full Professor of Cell Biology, having developed his teaching activities at the Faculty
of Biosciences since 1985. He is currently coordinating the PhD program in Cell Biology, the Official Master's Degree
in Cytogenetics and Biology of Reproduction and the Master of Biology of Reproduction and Human Assisted
Reproduction Techniques jointly organized by the Universitat Autbnoma de Barcelona and the Institut Universitari
Dexeus. He participates in the Master of Medical Genetics of the Universitat Autbnoma de Barcelona and in the
Master of Bioethics and Law of the Universitat de Barcelona.

He has developed the task of Vice-Dean of the Faculty of Sciences (1995-1999) and Vice-Rector of Research of
the Universitat Autobonoma de Barcelona (2002-2005).

He has been responsible for different research projects on the genetic characterization and freezing of
preimplantation embryos and induction of oocyte maturation in vitro. He has participated in several projects on the
influence of in vitro fertilization on the genetic characteristics of embryos and on programs to obtain transgenic
animals. He is a member of the GIEPH (Research Group on Human Preimplantation Embryos), a research group
that developed pre-implantation diagnosis (PGD) and obtained the first case of sex selection by PGD in the Spanish
state (the third reported worldwide). This activity represented a hallmark in the use of PGD in Spain since he actively
contributed to disseminating this technology among many human reproductive centres by performing embryo
biopsies and diagnosis. All this activity culminated in the creation by his students and colleagues of a spin off
enterprise devoted to PGD analysis.

He is currently working on the study of genetic reprogramming after nuclear transfer and on new embryonic stem
cell (ESC) derivation strategies. He collaborates with an international initiative funded by EU, PLASTICHEAL, on the
effect of microplastics on human health.

His research in Bioethics is currently focused on ethical aspects of genome editing on human germ lines and
embryos and on the relationship between epigenetics and bioethics.

He is the author of 161 articles in scientific journals, 100 of them indexed (ISI WOK), 28 chapters of books and
13 documents in Bioethics. Reference’s metrics: Total citations: 1872. Total references in first quartile (Q1): 31 (ISl
WOK). h index: 21 (IS WOK). He has been coEditor-in-Chief of MEDRE, a scientific journal on reproductive medicine
and embryology.

He has participated in 33 research projects, 12 of which as Principal Investigator.

He has supervised 17 PhD thesis and 2 more un progress and 16 master’s degrees. This activity has contributed
to the formation of a great variety of professionals currently working in science centres related to reproduction, both
as leader groups or postdoctoral investigators, and in human assisted reproduction centres.

He has been evaluator of different research projects as coCoordinator in ANEP (Spain), FWO (Belgium) and AQU
(Catalunya). He collaborates as research evaluator with EQA and ACIE (two Spanish certification enterprises). He
has also collaborated with different scientific journals and in PhD and Master committees, in committees for academic
positions and scientific-divulgate juries.

He is currently collaborating with different Human Reproduction Centres (IU Dexeus, Eugin) with which he
established research agreements and Industrial PhD initiatives to explore and develop new technologies related to
human reproduction.

He is currently Ombudsman of the Institut d’Investigacié Biomédica of the Hospital de Sant Pau in Barcelona
working on Research Integrity and dealing with cases of research misconducting. He has been Chairman of the
Ethics Committee on Animal and Human Research (2007-2016) being an ordinary member until 2022 and created
and became the first Chairman of the Biosafety Committee (2007-2016) of the Universitat Autbnoma de Barcelona,
member of the Executive Commitee of the Observatory of Bioethics and Law the Universitat de Barcelona (from
2017), of the Working Group for the study and ethical reflection on biomedical research of the Bioethics Committee
of Catalonia of the Department of Health of the Generalitat de Catalunya, the Hinxton Group: An International
Consortium on Stem Cells, Ethics and Law and of ARRIGE (from 2018).

He has been a member of the Advisory Committee of the ESHRE (1992-1994 and 2000-2002) and of the Steering
Committee of the PGD Consortium of ESHRE's Special Interest Group on Reproductive Genetics. He is a founding
member of ASEBIR, of which he was Vice-President (1993-1995) and of which he is been Treasurer (2013-2017).
He has been or currently is member of other scientific societies.

He has also contributed to scientific dissemination and communication to the society through active participations
in conferences in schools, atheneums and scientific societies as well as interviews in TVs, radio stations, newspapers
and magazines.
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Introduccién

Se ha descrito que las células madre embrionarias humanas (hESC) presentan unas
caracteristicas bioldgicas y epigenéticas que les asemejan mas a las células madre epibldsticas
de ratén (EpiSC) que a las embrionarias (mESC) (Nichols et Smith, 2009). Las EpiSC
corresponden a un estadio de desarrollo embrionario post-implantatorio, y se dice que
presentan una pluripotencia primed. Las mESC, en cambio, poseen una pluripotencia naive que
se corresponde con un estadio pre-implantacional. Se considera que las células naive tienen
una mayor capacidad de diferenciacién a cualquier tipo celular y, por tanto, revisten un mayor
interés en el campo de la medicina regenerativa (Fiorenzano et al., 2015).

La derivacidon de hESC usando medio de cultivo convencional (un medio con suero y basic
fibroblast growth factor [bFGF]) da lugar a lineas de hESC primed (Nichols et Smith, 2009).
Recientemente, varios grupos han conseguido obtener hESC naive a partir de lineas de hESC
primed mediante diferentes métodos como el uso de técnicas de manipulacién genética para
inducir la sobre-expresion de algunos genes (Hanna et al.,, 2010; Takashima et al., 2014;
Theunissen et al, 2014) o la combinacidon de varios factores e inhibidores de vias de
sefializaciéon en el medio de cultivo (Gu et al.,, 2012; Gafni et al.,, 2013; Ware et al., 2014;
Duggal et al., 2015). También ha sido posible derivar directamente hESC en estado naive a
partir de preembriones, pero siempre con una eficiencia muy baja (Gafni et al., 2013; Ware et
al., 2014).

Un estudio reciente sobre el estado de inactivacion del cromosoma X sugiere que las hESC
derivadas a partir de blastdmeros aislados podrian presentar caracteristicas propias de células
naive, pero las perderian a lo largo del cultivo (Geens et al., 2016). Se analizé una linea de hESC
derivada a partir de un blastémero aislado y se observd que, a pasajes bajos, las células
presentaban un patrén de inactivacién al azar de uno de los dos cromosomas X y que, mas
adelante en el cultivo, se podia ver en la poblacidn celular una inactivacién preferencial de uno
de ellos. Dado que en el preembrién humano la inactivacidon del cromosoma X tiene lugar
durante las fases iniciales del desarrollo, al observarse este patrén al azar en pasajes
tempranos se puede hipotetizar que el blastémero original presentaba los dos cromosomas X
activos o que se produjo una activacion de uno de los dos cromosomas X al azar en un
momento muy temprano del cultivo. Asi pues, se cree que las hESC que provienen de
blastdmeros aislados presentan en algin momento al inicio del cultivo los dos cromosomas X
activos, caracteristica que esta relacionada con la pluripotencia naive.

De confirmarse estas hipotesis, se podrian obtener lineas de hESC naive a partir de

blastémeros aislados, sin necesidad de convertir lineas de hESC primed ya establecidas. Por
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otro lado, seria interesante optimizar las condiciones de cultivo a fin de evitar que estas
caracteristicas naive se pierdan con el cultivo revertiendo a las caracteristicas primed tipicas de
las hESC en cultivo.

En este sentido, en un estudio recientemente publicado se han conseguido derivar hESC naive
a parir de células aisladas de la masa celular interna del blastocisto mediante inmunocirugia
(Guo et al., 2016). Se ha observado que estas lineas de hESC expresan genes propios de
pluripotencia naive, presentan un genoma hipometilado respecto de las hESC convencionales
y tienen alta actividad mitocondrial. Estos resultados demuestran que es posible evitar que las

células pierdan sus caracteristicas naive durante el proceso de derivacidn.

Objetivos del proyecto

En este proyecto se pretende derivar lineas de hESC a partir de blastomeros aislados de
preembriones en estadio de células mediante biopsia, y también a partir de blastocistos
enteros. Con las lineas obtenidas se contempla analizar diferentes indicadores de pluripotencia
naive a distintos pasajes de cultivo para determinar si las hESC provenientes de blastomeros
aislados presentan caracteristicas de pluripotencia naive en contraste con la pluripotencia
primed que se observa en las hESC convencionales derivadas a partir de blastocistos enteros.
Por otro lado, se pretende optimizar las condiciones de cultivo a fin de mantener esta
caracteristica naive a lo largo de los distintos pasajes a fin de evitar que reviertan a primed por

efecto del cultivo.

Relevancia cientifica

La importancia de obtener hESC naive reside en el hecho de que su diferenciacion dirigida a
células de diferentes tejidos del organismo se podria conseguir mas facilmente, de manera que
serian idoneas para llevar a cabo terapias de medicina regenerativa (Yabut et Bernstein, 2011).
Asi, por ejemplo, Hikabe y col (2016) describen que uUnicamente utilizando hESC naive se
consigue la obtencidn de ovocitos in vitro a partir de células pluripotentes.

Por otro lado, la derivacién de hESC a partir de blastocistos conlleva la destruccién del
preembrion, lo cual genera un problema ético asociado. Por ello se ha propuesto la posibilidad
de derivar hESC a partir de blastémeros individuales obtenidos mediante biopsia (Klimanskaya
et al.,, 2007; llic et al., 2009; Geens et al., 2009; Yang et al., 2013). Esta técnica presenta algunas
ventajas respecto de la derivacion de ESC convencional. Por un lado, no es necesario destruir
el preembridn puesto que pueden derivarse las hESC a partir de un blastomero mientras que el

resto del preembridon biopsiado mantiene su viabilidad. Por otro lado, la utilizacién por
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separado de todos los blastémeros de un preembridon para iniciar la derivacion, si bien
conllevaria su destruccion, permitiria aumentar las probabilidades de obtener al menos una
linea de ESC de cada preembridn, ya que cada uno de los blastémeros tiene capacidad para dar
lugar a una linea de ESC siempre y cuando la eficiencia de derivacién a partir del blastdmero
aislado sea suficientemente aceptable. Esto permitiria reducir el numero total de
preembriones utilizados.

Hay que tener también en cuenta que los datos reportados de eficiencia al derivar hESC
directamente en estado naive a partir de blastocistos enteros son inferiores al 1% (Ware et al.,
2014), en contraste con el 40-50% de eficiencia que se puede obtener al derivar hESC en
condiciones primed. Por ello, si se pudieran obtener lineas de hESC naive a partir de
blastdmeros aislados, donde la eficiencia de derivaciéon puede llegar al 20%, se conseguiria
efectivamente disminuir el nUmero de preembriones necesarios para obtener dichas lineas.
Finalmente, pese a que las eficiencias ain son muy bajas, en un futuro esta técnica podria ser
de gran utilidad ya que se podria combinar con un ciclo de diagndstico genético
preimplantacional para obtener hESC especificas del individuo nacido, evitando asi un posible
rechazo inmunoldgico en ser re-introducidas después de un proceso de diferenciacion dirigida

(Yang et al., 2013).

Material y métodos

Derivacion y cultivo de hESC

A fin de derivar hESC a partir de blastdmeros aislados éstos se aislaran mediante una biopsia
de preembriones en estadio de 8 células. Para ello se utilizard un micromanipulador con el cual
se realizara un agujero en la zona pelicida mediante una solucién acida de Tyrode dispensada
mediante una micropipeta de 10 pum de didmetro, y se extraerdn los blastémeros
succiondndolos con una micropipeta de 30 um de didmetro. Los blastémeros asi aislados seran
cultivados en placas de microgotas de 50 pl sobre una monocapa de células humanas
inactivadas con un tratamiento con mitomicina para evitar su proliferaciéon (feeder cells:
Human Foreskin Fibroblasts, HFF) durante una semana y luego seran traspasadas a placas de
cuatro pocillos también sobre una monocapa de HFF. Para la derivacién a partir de
preembriones enteros, a los blastocistos se les eliminara la zona pelldcida mediante una breve
exposicidn a una solucion acida de Tyrode y luego seran sembrados directamente en placas de
cuatro pocillos sobre una monocapa de HFF. El cultivo se realizard a 372C y 5% de CO,. El

medio se renovara cada dos dias y las células se subcultivaran cada 7 dias.
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Tanto las lineas de hESC provenientes de blastomeros aislados como las obtenidas a partir de
blastocistos se cultivaran en un medio de cultivo que proporcione una eficiencia éptima de
derivacién a partir de blastémeros aislados y que genere hESC primed a partir de blastocistos.
En principio se ha previsto un medio compuesto por Dulbecco's Minimal Essential Medium
(DMEM), bFGF, 2i (una combinacion de un inhibidor de la via de sefializacion de la MAPkinasa -
PD032591- junto con un inhibidor de GSK3B -CHIR99021- que actua activando la via de
sefializacion de Wnt) y Leukemia Inhibitor Factor suplementado con Knock out Serum
Replacement, L-glutamina, 2-mercaptoetanol, aminoacidos no esenciales vy

penicilina/estreptomicina.

Caracterizacion por inmunofluorescencia y cdlculo de la eficiencia de derivacion

A las lineas de hESC obtenidas de les realizard una caracterizacién por inmunofluorescencia
para confirmar su estado pluripotente. Se analizard la expresion de los marcadores de
pluripotencia Oct4 y Sox2, y los de diferenciacién AFP, a-SMA y Tujl después del cultivo en
condiciones de diferenciacidn. Las células se fijaran con paraformaldehido al 4% durante 15
min y se incubaran en solucidn de bloqueo y permeabilizacion (compuesta por PBS 1X, 0.2% de
azida sédica, 0.5% de tritdn X-100 y 3% de suero de cabra) durante 30 min a 37°C. A
continuacién se dejaran incubando con el anticuerpo primario durante toda la noche a 4eCy
seguidamente se afadird el anticuerpo secundario y se incubaran en la oscuridad durante 2 h.
Finalmente se realizard una tincién nuclear mediante Hoescht-33258 y las muestras se
valorardn en un microscopio de epifluorescencia.

La eficiencia de derivacion se calculard como el nimero de lineas de hESC establecidas

respecto el nUmero de blastdmeros o blastocistos sembrados.

Andlisis de indicadores de pluripotencia naive

Tanto las lineas de hESC obtenidas a partir de blastomeros aislados como las derivadas a partir
de blastocistos seran analizadas en los pasajes 3, 10 y 15, donde se estudiaran los siguientes
indicadores de pluripotencia naive:

- Se analizara la expresion de varios genes marcadores de pluripotencia naive como
Nanog, KLF4 o TFCP2L1 mediante una RT-PCR cuantitativa. Para ello se extraerd y se
purificard el RNA celular y a continuacion se realizard la reaccién de transcripcion
reversa utilizando primers especificos para el gen de interés, con la cual se obtendra el
cDNA del gen. Los niveles de cDNA se detectaran mediante un colorante no

intercalante (por ejemplo SYBR Green).
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Se estudiard la respiracién mitocondrial mediante la tincion TMRE, que permite
observar cambios en el potencial de la membrana mitocondrial. Para ello se afiadira el
colorante TMRE al medio de cultivo con las células a una concentracidn final de 50-200
nM y éstas se incubaran durante 20 min a 372C. Seguidamente se hara un lavado con
PBS y se observaran las células vivas al microscopio de epifluorescencia.

Se observara el estado de inactivacion del cromosoma X en las células femeninas. Para
ello se realizard una inmunofluorescencia para detectar foci de H3K27me3 y también
se llevard a cabo un analisis de la expresién del gen XIST mediante RT-PCR cuantitativa.
Se determinara el grado de metilacion de determinados promotores mediante una
secuenciacién, previa conversion con bisulfito. Para ello se extraerd y purificara el DNA
celular, se desnaturalizard a 982C y se incubard con bisulfito a 50 2C durante 4-6 h.
Posteriormente se realizaran lavados con NaOH 3N y con etanol al 80% y se procedera
a amplificar la region de interés mediante una PCR. Finalmente se procedera a la

secuenciacién del fragmento amplificado para determinar su estado de metilacion.

Los datos obtenidos de derivacién y de la caracterizacion naive vs primed de las lineas de hESC

obtenidas a partir de blastdmeros aislados seran comparados con los obtenidos a partir de

blastocistos, los cuales actuaran como grupo control.

Material inventariable disponible

El trabajo experimental descrito se llevara a cabo en los laboratorios del departamento de

Biologia Celular, Fisiologia e Inmunologia de la Universitat Autbnoma de Barcelona. Se dispone

del equipo necesario basico en un laboratorio de cultivo y manipulaciéon de preembriones de

mamiferos, incluyendo:

Cabinas de flujo horizontal y de seguridad bioldgica

Incubadores de CO,

Microscopios estereoscopicos

Microscopios invertidos equipados con epifluorescencia

Microscopios de fluorescencia

Micromanipuladores

Utillaje para fabricacion de herramientas de micromanipulacién embrionaria (pipette
puller y microforja)

Tecnologia de cultivo time lapse (Primovision)

asi como el utillaje basico en una unidad de Biologia Celular, incluyendo:

Centrifugas

Neveras y congeladores (-20 y -80 2C)
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- Congelador biolégico programable y contenedores de LN,
- Microscopios convencionales equipados con equipos de fluorescencia y captura de
imagenes

El desarrollo del proyecto se llevara a cabo en colaboracidn con el Departamento de
Investigacion de la Clinica Eugin de Barcelona el cual aportard la siguiente infraestructura en
investigacion:
-infraestructura de biologia molecular (espectrofotémetro, PCR cuantitativa y semi-
cuantitativa, electroforesis...)

-infraestructura de immunohistoquimica incluyendo microscopia de fluorescencia y confocal.

Equipo humano

El presente proyecto se llevard a cabo en la Unitat de Biologia Cel-lular de la Facultat de
Biociencies de la Universitat Autonoma de Barcelona, por lo que contara con el soporte de dos
técnicos de soporte a la investigacion con dedicacion parcial al mismo, cuya labor serd
proporcionar el material basico para el desarrollo del proyecto (soluciones basicas, procesos
de esterilizacion, preparacion de los medios de cultivo y feeder cells, protocolos de
mantenimiento y limpieza del material inventariable descrito, etc.).

Asi mismo participaran en el mismo:

- Dr. Josep Santaldé Pedro, catedratico de Biologia Celular de la UAB. Encargado del
disefio y la direccién del proyecto propuesto, asi como de la supervisién del desarrollo
del mismo vy la interpretacién y discusion de los resultados y la elaboracion de las
conclusiones que de él se deriven (se adjunta CV).

- Dra. Elena lbafiez de Sans, profesora agregada de la Unitat de Biologia Cel-lular.
Encargada del disefio y la supervision del desarrollo del mismo, asi como de la
interpretacién y discusidn de los resultados y la elaboracidn de las conclusiones que de
él se deriven (se adjunta CV).

- Ot Massafret Surinyach, graduado en Biotecnologia y estudiante de doctorado bajo la
supervisiéon de los doctores mencionados. Encargado del desarrollo basico del
proyecto y del trabajo experimental del mismo. Participara en la interpretacion y
discusion de los resultados y la elaboracion de las conclusiones que de él se deriven (se
adjunta CV).

Asi mismo se prevé la colaboracién con el Departamento de Investigacion de la Clinica EUGIN
de Barcelona que participara en el proyecto mediante la participacion de:

- Dra. Rita Vassena, directora del citado Departamento, quien dirigira los experimentos

de expresiéon génica de los genes marcadores naive mencionados, asi como de la
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determinacion del grado de metilacién de los promotores elegidos. Asi mismo
participara en la interpretacion y discusion de los resultados y la elaboracién de las
conclusiones que se deriven del desarrollo del proyecto (se adjunta CV).

- Dr. Gustavo Tiscornia, investigador senior del citado Departamento, y profesor de
biologia de las celulas madres en la Universidad de Algarve, Portugal, quien dirigira los
experimentos de expresion génica de los genes marcadores naive mencionados, asi
como de la determinacion del grado de metilacién de los promotores elegidos. Asi
mismo participard en la interpretacién y discusién de los resultados y la elaboracion de

las conclusiones que se deriven del desarrollo del proyecto (se adjunta CV).

Presupuesto

Material para el cultivo y manipulaciéon embrionarios (medio de cultivo, soluciones)...... 6.000€

Material de plastico de UN SOIO USO .....cciiiiiieiiiiiee ettt e 3.000€
Material de Micromanipulacion ........cc.eiiiiiiie i 2.000€
Material de immunofluorescencia (anticuerpos 1arios y 2arios) .......cc.ceeveeevveeeeeeeeencnnnenen. 7.000€
Material de RT-PCR ....coiiieiiieiiee ettt sttt ettt ettt e st e s bt e e sabe e sabeesnbeesabeesaseas 5.000€
Material para analisis de metilacion de promotor.......ccccccviivciiii i 7.000€
Gastos de mantenimiento y amortizacion .........ceeeeveiiecciiiiiee e 3.000€
(T (e e [ o TU1 o [T or= Yol e o HPS RSP 2.000€
e | 35.000€

Los gastos de personal no se incluyen en el presupuesto.

Calculo de preembriones necesarios

Se estima que se requeriran unas 20 lineas de hESC, que seran analizadas para los parametros
anteriormente descritos por cada uno de los dos grupos. Con esta n se calcula que los
resultados tendrdn una significacién estadistica suficiente como para extraer conclusiones de
los mismos.

Se estima que la eficiencia de derivacidn con el medio que se va a utilizar en este proyecto sera
parecida a la reportada para el medio tradicional (DMEM suplementado con KSR y FGF). Segun
la bibliografia, la eficiencia de derivacion de hESC a partir de blastocistos usando el medio
tradicional oscila entre el 20 y el 50% (llic et al., 2007; Meng et Rancourt, 2013), por lo cual se
calcula que se necesitaran 60 preembriones. En cuanto a la derivacién de hESC a partir de

blastdmeros aislados, la eficiencia de derivacion descrita es inferior (1-20%) (Klimanskaya et
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al., 2006; llic et al., 2009), por lo que se requiere una n mayor. No obstante, se debe tener en
cuenta que cada uno de los blastémeros puede dar lugar a una linea de hESC. Si se estima que
de cada preembridon se obtienen 4 blastdmeros sanos aptos para derivar una linea de hESC y
asumimos una eficiencia de derivacidén a partir de blastémeros aislados del 5%, se necesitaran
100 preembriones.

Hay que considerar el hecho de que para el estudio de la inactivacién del cromosoma X se
requieren hESC femeninas, es decir que sélo la mitad de los preembriones seran utiles para
realizar este analisis. Aun asi, las células masculinas son perfectamente viables para analizar el
resto de parametros mencionados anteriormente. En total, pues, se necesitaran 160
preembriones humanos viables.

Se solicitardn preembriones criopreservados, donados para la investigacion, en los siguientes
estadios: Pronucleos (PN, para cultivarlos hasta 8 células y realizar la biopsia), 4-8 células (D+2
y D+3, para realizar la biopsia y/o cultivarlos hasta blastocisto). En términos generales se
prefiere el cultivo previo al inicio del proceso de derivacidon ya que ello permite conocer la
viabilidad embrionaria, requisito necesario para el éxito en el proceso de derivacion. Los
porcentajes de recuperacion estimados en cada uno de estos estadios es variable en funcién
de los protocolos de criopreservacién (congelacién lenta o vitrificacion) y la procedencia de los
preembriones (en funcion de cada centro), por lo que se ha realizado una estimacion en base a
la experiencia previa sobre derivacidén a partir de blastdmeros aislados realizados por el IP del
grupo (Dr. Josep Santald) en el Centro de Medicina Regenerativa de Barcelona en 2012.

Asi, se ha estimado una tasa de recuperacién del 70% para preembriones congelados en PN y
del 90% para los congelados en D+2 y D+3. Teniendo en cuenta que el nimero de
preembriones donados para investigacion congelados en PN disponibles en los centros de
reproduccion es bajo, se ha estimado que solo la mitad de los 100 preembriones necesarios
para realizar la biopsia, es decir 50 podrdn tener este origen. Teniendo pues en cuenta la tasa
de recuperacion del 70% para este tipo de preembriones se requerirdn 71 preembriones
congelados a PN. Los 50 preembriones restantes seran preembriones congelados a D+2, que
sumados a los 60 necesarios para la derivacion a partir de blastocistos significa un total de 110
preembriones. Asumiendo una eficiencia de recuperacion del 90%, ello significa la necesidad
de disponer de 122 preembriones congelados a D+2 o D+3. Por otro lado habrd que contar con
un minimo de 40 preembriones disponibles para las fases de puesta a punto de las distintas
técnicas por lo que, teniendo en cuenta el 90% de tasa de recuperacion significaran 45

prepreembriones adicionales.

Se requerira pues un total de 238 preembriones criopreservados.
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En caso de que no se dispusiera de suficientes preembriones congelados en PN o en D+2 o D+3
podrian utilizarse preembriones criopreservados en estadio de blastocisto, Unicamente para el
grupo control y teniendo en cuenta que ello implicaria iniciar el proceso de derivacion

inmediatamente sin poder garantizarse la viabilidad embrionaria.

Los siguientes centros han manifestado su predisposicidon a donar los preembriones necesarios
para la realizacion de este proyecto y con los cuales se firmaran los correspondientes

convenios (se adjunta modelo, anexo 1):

- Clinica Eugin
- Clinica Sagrada Familia
- Hospital Quirén-Barcelona

- Salut de la Dona-Dexeus

Fases del proyecto
El proyecto constard de las siguientes fases:
1. Puesta a punto de la técnica de derivacién de hESC a partir de blastocistos y
blastémeros aislados bajo las condiciones especiales descritas.
2. Derivacién de lineas de hESC a partir de blastocistos.
a) Caracterizacién por inmunofluorescencia de las lineas obtenidas.
b) Calculo de las eficiencias de derivacién para cada grupo.
3. Derivacion de lineas de hESC a partir de blastomeros aislados.
a) Caracterizacién por inmunofluorescencia de las lineas obtenidas.
b) Cadlculo de las eficiencias de derivacidn para cada grupo.
4. Analisis de los indicadores de pluripotencia naive. Se estudiaran los siguientes
parametros en los pasajes 3, 10 y 15 de cultivo en los 2 grupos experimentales:
a) Expresion de genes marcadores.
b) Actividad de la membrana mitocondrial.
¢) Grado de metilacién de determinados promotores.
d) Estado de inactivacion del cromosoma X en las células femeninas.
5. Optimizaciéon de las condiciones de cultivo para el mantenimiento de la eventual
pluripotencia naive obtenida de las lineas derivadas a partir de blastomeros aislados.

6. Andlisis y difusidn de los resultados y elaboracion de las conclusiones de los mismos.
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La programacién de estas tareas se muestra en el siguiente cronograma, organizado por

trimestres durante tres anos:

Primer afio Segundo ano Tercer aino

Tarea T | T2 | T3 | T4 | T1 | T2 | T3 | T4 | T1 | T2 | T3 | T4

AN~ WN

Condiciones de la cesion del material reproductivo

La donacién del material reproductivo (preembriones) por parte de los centros de
Reproduccion Asistida que participardn en el proyecto quedara regulada a través de un
Convenio de Colaboracion (modelo adjunto, anexo 1) entre la Universitat Autonoma de

Barcelona y el centro en cuestién.

Custodia y confidencialidad de los datos personales

Los donantes del material reproductivo firmaran un documento de consentimiento informado
en el momento de la donacidn (documento adjunto, anexo 2). Dichos consentimientos
informados contendran la identidad de los donantes sin ningln otro dato personal. El resto de
los datos personales quedarda en poder del centro de reproduccién asistida colaborador sin que
sean transmitidos a la Universitat Autonoma de Barcelona. En el momento de la cesidn el
material reproductivo estara codificado mediante un cddigo alfanumérico, el cual vinculara el
material con la identidad de los donantes. Dicho cddigo figurard en el documento de cesion
gue se firmard en el momento en que ésta se haga efectiva y que se acompanara de los
correspondientes consentimientos informados (se adjunta modelo, anexo 3) aprobados por la
Comisién de Etica en Experimentacién Animal y Humana de la UAB en sesién del 16 de
diciembre de 2016 (anexo 4). Ambos documentos (consentimientos informados y cesion de
material) seran custodiados por la Universitat Autonoma de Barcelona y no contendran otra
informacioén personal aparte de la identidad de los donantes. La informacién contenida en los
mismos sera considerada como confidencial y la Universitat Autbnoma de Barcelona se
compromete a restringir su acceso a los mismos exclusivamente a los investigadores

relacionados con el proyecto y a que la identidad de los donantes no sea revelada bajo ningln
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concepto. Los centros de reproducciéon colaboradores se comprometeran, mediante el citado
convenio (anexo 1), a mantener la trazabilidad de las muestras cedidas.

Las muestras seran codificadas y tratadas sin que figure la identidad de los progenitores. La
clave de correspondencia entre los cddigos y la identidad de los progenitores sera confidencial
y estard en un servidor seguro de acceso restringido y protegido mediante contrasefia para

asegurar la confidencialidad y la trazabilidad del acceso.

Compensacidon econémica

Los donantes del material reproductivo no percibiran ninguna compensacién econdmica por
los mismos y renunciardn explicitamente a la reclamaciéon de compensaciones econdmicas
derivadas de los posibles beneficios como resultado del desarrollo del presente proyecto, de
acuerdo con lo estipulado en la Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica. Igualmente, los
centros de reproduccidon asistida participantes no percibiran ninguna compensacién
econdmica por la cesidén del material reproductivo y manifestaran, a través de la firma del
mencionado convenio (anexo 1), la no existencia de intereses econdmicos en la tecnologia que

pueda derivarse del desarrollo del proyecto (de acuerdo con el articulo 15.e de la ley 14/2006).

Compromiso de trazabilidad y cesion de las hESC derivadas.

El investigador responsable se compromete mediante escrito (se adjunta, anexo 5), a informar
del destino pormenorizado de los distintos preembriones empleados en el desarrollo del
proyecto y a garantizar la trazabilidad de los mismos al Instituto de Salud Carlos lll, asi como a
ceder una muestra de las distintas lineas celulares derivadas a lo largo del desarrollo del
proyecto al nodo de Barcelona del Banco de Lineas Celulares situado en el Centro de Medicina

Regenerativa para su correspondiente caracterizacidn y custodia en el mismo.
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