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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

0 um 100

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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Diferenciacidn in vitro a mesodermo: Células positivas para ASMA y GATA4

Diferenciacion in vitro a ectodermo: Células positivas para Tujl 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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BELL

O GJ[) Sentdoande éu CYTOGENETICS STUDY
Barcelona - Hospital

Case name: 51490701
Name: GRIN1 PBiPSCAT002-Sv4F-13 Sample: CM
NHC: CT1085 Date: 6/26/2025

N
w

Case: 51490701 Slide: 2 Cell: 2F
Result: 46,XX
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Anexo 4

Resultado microsatélites
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ESTUDI DE MICROSATEL-LITS (STRs)

Identificacid ID Ambar Tipus de mostra
Mostra: GRIN1 PBIPS CATOO2-SV4F-13 P12 68046326 Extracte DNA

Descripcio de I'estudi
L'estudi de consisteix en 'andlisi de microsatél-lits o “short tandem repeats” (STR) de DNA procedent

determinades linies cel-lulars. El procediment seguit ha estat el seglient:

. PCR - Amplificacié de 15 regions de DNA (STR- short tandem repeats) amb els Kit de Genotipat AmpFLSTR®
Identifiler® Plus PCR Amplification Kit. La combinacié d'aguestes 15 regions constitueix el perfil genétic
(impressid digital genética)

. Electroforesi capil-lar — Lectura del perfil genétic de la mostra.

. Software d'analisi — Assignacio del perfil genétic.

Resultats
Marcadors Genétics Localitzacid cromosdmica Al-lels mostra
68046326

D851179 8 10 14
D21511 21g11.2-g21 30 30
D75820 7q11.21-22 8 8
CSF1PO 5g33.3-34 12 12
D351358 ip 14 15
THO1 11p15.5 7 9,3
D135317 13g22-31 11 12
D165539 l6q24-gter 11 11
D251338 2g35-37.1 19 20
D155433 19g12-13.1 14 15

VWA 12p12-pter 16 17

TPOX 2p23-2per 8 8
D18551 18q21.3 14 16
D35818 5q21-31 12 13

FGA 4q28 22 23
AMELOGENINA* X:p22.1-22.3-¥: pl1.2 X X

*Amelogenina: Resultat al-lel relatiu al sexe cromosémic: XX (sexe femeni); XY (sexe masculi)

L'Hospitalet del Liobregat, 29/08/2025

Dr. J.VW.Martinez Mas
Director de Laboratorio
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AmblaD
W’ B ARCELONA
ESTUDI DE MICROSATEL-LITS (STRs)
Identificacid ID Ambar Tipus de mostra
Mostra: PB CATO02 GRIN1 1335146 Extracte DNA

Descripcid de I'estudi
L'estudi de consisteix en I'analisi de microsatéllits o “short tandem repeats” (STR) de DNA procedent

determinades linies cel-lulars. El procediment seguit ha estat el seglent:

. PCR - Amplificacio de 15 regions de DNA (STR- short tandem repeats) amb els Kit de Genotipat AmpFLSTR®
Identifiler® Plus PCR Amplification Kit. La combinacié d’aguestes 15 regions constitueix el perfil genétic
(impressio digital genética)

. Electroforesi capil-lar — Lectura del perfil genétic de la mostra.

. Software d’analisi — Assignacié del perfil genétic.

Resultats
Marcadors Genétics Localitzacio cromosomica Al-lels mostra
1335146

D8s1179 g 10 14
D21511 21g11.2-g21 30 30
D75820 7q11.21-22 8 8
CSF1PO 5033.3-34 12 12
D351358 3p 14 15
THO1 11p15.5 7 2,3
0135317 13g22-31 11 12
D165539 16q24-qter 11 11
D251338 2035-37.1 19 20
0195433 19g12-13.1 14 15

VWA 12pl12-pter 16 17

TPOX 2p23-2per 8 8
D18551 18021.3 14 16
D55818 5q21-31 12 13

FGA 4q28 22 23
AMELOGENINA™® X:p22.1-22.3-Y: p11.2 X X

*Amelogenina: Resultat al-lel relatiu al sexe cromoséemic: XX (sexe femeni); XY (sexe masculi)

"Hospitalet del Llobregat, 27/12/2024

Dr. L.V.Martinez Mas
Director de Laboratorio

Andlisis de microsatélites en la linea de hiPSC y en las PBMCs de las que procede.
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Ausencia de los transgenes de reprogramacion
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Sev (181 pb) C- Myc (532 pb)

RT-PCR SENDAI 2.0
30/04/2025 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7

1.Fb 34101, Sv-infected,

2. GRIN1 PBiPSCAT002-Sv4F-3 p9

3. GRIN1 PBiPSCAT002-Sv4AF-11 p8 KOS (528 pb) Kif4 (410 pb)

4. GRIN1 PBiPSCAT002-Sv4F-13 p7

5. GRIN1 PBiPSCAT002-Sv4F-14 p7

6. Sample NORT g s d e b 1 2 3 4 S5 & 7
7.H20 5% w -

GAPDH

Ausencia de los transgenes de reprogramacién. Analisis por RT-PCR de los niveles de expresion
de los transgenes indicados. Se muestra expresion relativa a GAPDH
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Comprobacion de la presencia de la mutacion
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En la figura se observa que las lineas GRIN1 PBiPS CAT002-Sv4F-13 es portadora de la mutacién
de interés en heterozigosis.
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Anexo 7

Resultado test de micoplasma
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Mycoplasma test (VenorGeM Classic kit) 23/07/2025

Mycoplasma 265-278 bp
Internal control 191 bp

1. GRIN1_PBiPSCCAT002_Sv4F-3 p13
2. GRIN1_PBiPSCCAT002_Sv4F-13 p11
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