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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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0 um 100

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

Resultado positivo por inmunocitoquimica para las proteinas de pluripotencia

TRA1-60
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Anexo 2

Diferenciacion in vitro
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Diferenciacién 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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Case: 33390621 Slide: 1 Cell: 1F
Result: 46,XY
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Anexo 4

Resultado microsatélites
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Amb ’

BE AR M A

ESTUDI DE MICROSATEL-LITS (STRs)

Identificacic 1D Ambar Tipus de maostra
Mostra: PKU FIPSE1-5V4F-2 P10 1335100 Extracte DMA

Descripcid de Pestudi
L'estudi de consisteix en "analisi de mbcrosatéllits o “short tondem repeats”™ (STR) de DMA procedent

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

. PCR - Amplificackd de 15 regions de DNA (STR- short tandem repeats) amb els Kit de Genotipat AmpFLSTR®
Identifiler® Plus PCR Amplification Kit. La combinackd d'aguestes 15 reghons constituelx el perfil genétic
(impressia digital genética)

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

. Softwore d'analisi — Assignacid del perfil genétic.

Resultats
Marcadors Gendtics Localitzacid cromosdmica Ablels mostra
1335100

DES1179 B 12 14
D21511 21g11.2-g#1 30 31
D75820 7gll.21-22 10 1z
C5F1PO 5033.3-34 11 1z
D351358 3p 1% 16
THO1 11p15.5 B 93
D135317 13g22-31 a 14
D1b6553%9 lbgi4-grer 11 1z
D251338 2035-37.1 20 24
D195%433 19q12-13.1 14 14

VINA 12p12-pter 16 17

TRPOX 2p23-2per E g
D18551 1B8g21.3 13 14
D55818 50#1-31 11 14

FGA 4q28 22 27
AMELOGEMIMNA* X pill-22.3-Y:pll.2 X Y

*Amelogenina: Resultat aHed relatiu al sewe cromastmic: XX |see femend]; XY [sexe mascul)

L'Hospitalet del Liobregat, 27/02/2024

Dr. 1.V.Martinez Mas
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ESTUDI DE MICROSATEL-LITS [STRs)

Identificacia ID Ambar Tipus de mostra
Mostra: FB& 36781, P1, 0.6M CELLS, 14.09.23 1221777 Extracte DMNA

Descripcid de I"'estudi
L'estudi de consisteix en I'analisi de microsatéllits o "short tendem repeots™ (5TR) de DNA procedent

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

. PCR - Amplificacid de 15 regions de DMA (STR- short tandem repeats) amb els Kit de Genotipat AmpFLSTR®
Identifiler® Plus PCR Amplification Kit. La combinacid d'aquestes 15 regions constitueix el perfil genétic
(impressid digital genética)

. Electroforesi capil-lar = Lectura del perfil genetic de la mostra.

. Softwaore d"analisi = Assignacio del perfil genétic

Resultats
Marcadors Genétics Localitzacio cromosomica Al Ilez r;;&;m

DB51179 8 12 14
D21511 21gii.2-g21 30 31
D75E20 Tq11.21-22 10 12
CSF1FO 5g33.3-34 11 12
0351358 ip 15 16
THO1 11p15.5 3 9.3
D135317 13g22-31 9 14
0165539 16024 -gter 11 12
0251338 2g35-37.1 0 24
0195433 19g12-13.1 14 14

WIWA 12p12-pter 16 17

TROX 2p23-2per ] 9
D18S51 18g21.3 13 14
D55818 5g21-31 11 14

FiEA 428 12 27
AMELOGENINA® ¥:p22.1-22.3-¥:pll.2 X ¥

*Amelogenina: Aesultat ablel relativ al sexe cromasomic: XX (sexe femend); XY [sexe masculi)

L'Hospitalet del Liobregat, 09,/10/2023

Andlisis de microsatélites en la linea de hiPSC y en los fibroblastos de los que procede.
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Anexo 5

Ausencia de los transgenes de reprogramacion
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Sev (181 pb) C- Myc (532 pb)
RT-PCR SENDAI 2.0
22/11/23 1o 3 4 s 6 7 3 1 2 3 4 5 6
1. POSITIVE CONTROL
2. PKU PBiPS81-Sv4F-1 p6

KOS (528 pb
3. PKU PBiPS81-Sv4F-2 p6 (52810} Kb4.(410pb)
4. PKU PBiPS81-Sv4F-10 p7
5. PKU PBiPS81-Sv4F-14 p6 T 2053 4G T e 78 T s S O Dy iy
6. Sample NO RT !- =
7. NEGATIVE CONTROL s - - -
8. H20

GAPDH

Ausencia de los transgenes de reprogramacion. Analisis por RT-PCR de los niveles de expresion
de los transgenes indicados. Se muestra expresion relativa a GAPDH
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Anexo 6

Comprobacion de la presencia de la mutacion
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% BELL

c.728G>A

B 26781-pah-7a - Chromas

File Edit Options Help
an Sge E:Sort P%t ‘ Ngt F!nl:i En:\nce [ [somple: 1708
E 100 110
G G T T T [ c G [ [ T c [ A A [ c T T G G [ T G G
Fibroblastos
36781 '
I 36781_PAH_7A _premix - Chromas
File Edit Options Help
o?zn SEE E:i:rt P%t I‘::t #ﬁi En::\nce 1~ [sample: 230124806_premix
100 110 120
¢ ¢ t B T ¢ ¢ & ¢ & T e ca a e e T & T §& & ¢t & @
iPSC PAH
(PKU FiPS81- | /\
Sv4F-2) _
Confirmacion variante missense (NM_000277.3:¢c.728G>A) en gDNA (fibroblastos e iPSC)
pbs
Ref = —E >
4370 Dup — : {B—
3383
2201 1845 pb
1933 L{ 9.102,895,998_102,913,786dup -
1331
1150

FB: Fibroblastos 36781; iPSC PKU FiPS81-Sv4F-2; HLC: hepatocyte-like cells

Confirmacion variante Chr12(GRCh38):g.102895998 102913786dup en gDNA (fibroblastos,

iPSC y HLC del paciente)
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Anexo 7

Resultado test de micoplasma
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Mycoplasma test (VenorGeM Classic kit) 17/01/2024

12 13 C

2 3

' c+ 1
T s D s —— —— — — — —— —
J—

Mycoplasma 265-278 bp
Internal control 191 bp

4. PKU 81 #2: PKU-FiPS81-Sv4F-2 p7
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