Comprobacion de las mutaciones en las lineas celulares SPG1 y SPG2

Se ha realizado la reprogramacion de fibroblastos obtenidos de biopsias de piel a células
iPS tanto de una paciente con SPG52 como de su madre, la cual es portadora en
heterocigosis de la mutacién.

La paciente fue diagnosticada mediante NGS, en la cual se confirmé que es portadora
de homocigosis de la variante c.289C>T.

El andlisis del exoma mediante NGS en su muestra de sangre periférica, segin el informe adjunto, ha
evidenciado que Abril ES PORTADORA de la variante ¢.289C>T (p.R97*) en homocigosis en el gen AP4S1
clasificada como variante patogénica.

SPG1 - Paciente con SPG52, portadora en homocigosis 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 alineacién de secuencias, como en el
electroferograma.

» SPG1_1..01.seq 2  ATGCTCTAAAACCTGGACACTGACTGGGAAGTTCTATGTCTGGTTTACATGGGAAGCGACACTAAAATTG 71
FTEETEEEEr e e et et ee et e ee e e e b e e e e e e e rrtnd
¥ AP4s1 sequence 2061 ATGCTCTAAAACCTGGACACTGACTGGGAAGTTCTATGTCTGGTTTACATGGGAAGCGACACTAAAATTG 2130
2061 " 2070] " 2080/ " 2090/ " 2100/ T 2110] T 2120] T 2130]
412 bases
1 feature
» SPG1_1..01.seq 72 ATTGTACCTTTCTTCTTTTATTGTAGAACGAGATGGCTATTTATGAATTCATTCATAACTTTGTGGAAGT 141
FTEETEEE e et e ettt e e e e e e e e e e et
¥ AP4s1 sequence 2131 ATTGTACCTTTCTTCTTTTATTGTAGAACGAGATGGCTATTTATGAATTCATTCATAACTTTGTGGAAGT 2200
" 2140] T 2150] T 2160/ T 2170] " 2180] T 2190] T 2200/
412 bases
1 feature
» SPG1_1..01.seq 142 TTTAGATGAGTATTTCAGCTGAGTGGTAAGTCTAATGGCTAAAAAATGGTTTACTTCCTCAACCCAGTTT 211
FTEREEEEEr e et et e et ber e e e e e e e e e et
¥ AP4s1 sequence 2201 TTTAGATGAGTATTTCAGCCGAGTGGTAAGTCTAATGGCTAAAAAATGGTTTACTTCCTCAACCCAGTTT 2270
" 2210] T 2220] T 2230/ T 2240] " 2250] T 2260/ T 22701
412 bases
1 feature
Mutation
» SPG1_1..01.seq 212 CCCAGAAATTGAGTCTCTTTGGATCTATATCAAGAACATGTGTTAATACAGAGTTTTAATAAGTAAAAGT 281
FEEEEEET et e et e e et e e e e e e e e e e e et
¥ AP4s1 sequence 2271 CCCAGAAATTGAGTCTCTTTGGATCTATATCAAGAACATGTGTTAATACAGAGTTTTAATAAGTAAAAGT 2340
T 2280] T 2290] " 2300/ T 2310] T 2320] T 2330] T 2340]
412 bases
1 feature
» SPG1_1..01.seq 282 TAAAACTTAAGTGATGCCAAATTTTCTTTATCTTTCCTTCTGGTTTATCCAAAGTGTTACAAGCCTATAC 351
FEEETE Tt r e e e e et b e e e bbb e e et e bt
¥ AP4s1 sequence 2341 TAAAACTTAAGTGATGCCAAATTTTCTTTATCTTTCCTTCTGGTTTATCCAAAGTGTTACAAGCCTATAC 2410
" 2350/ T 2360/ T 2370] T 2380/ " 2390] T 2400/ T 2410/
412 bases
1 feature
» SPG1_1..01.seq 352 ATGCCTGAGATCTTTATAAAGAACTGGAAAAAAAAAAAAAAACC-CTTTAATACGGGGGGGGGGA 415
FLEEEEErer e rereer e e ee e et ree b e bl
v AP4s1 sequence 2411 ATGCCTGAGATCTTTATAAAGAACTGGAAAAAAAAAAAAAAACCTCTT--ATA-GCAGGGCGCGA 2472
T 2420] T 2430] T 2440] T 2450] ! 2460/ T 24700 12472
412 bases
1 feature
A T G A G T A T T T c A G c T G A
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SPG2 — Madre de la paciente con SPG52, portadora en heterocigosis de la mutacién
La linea SPG2 es portadora de la variante c.289C>T en heterocigosis. En la alineacidon de
secuencias podemos observar que aparece la mutacién, y en el electroferograma
confirmamos que se encuentra en heterocigosis al observar dos picos de la misma altura
para las bases C (alelo sano) y T (alelo mutado).

p SPG2_1..02.seq

V¥ AP4s1 sequence

447 bases
1 feature

p SPG2_1..02.seq

¥ AP4s1 sequence

447 bases
1 feature

p SPG2_1...02.seq

V¥ AP4s1 sequence

447 bases
1 feature

p SPG2_1...02.seq

¥ AP4s1 sequence

447 bases
1 feature

p SPG2_1..02.seq

V¥ AP4s1 sequence

447 bases
1 feature

p SPG2_1..02.seq

V¥ AP4s1 sequence

447 bases
1 feature

A T

3 GAG--TTCTT---TCACATTTTATCTGGGTCACTAAGGCCACATGCTCTAAAACCTGGACACTGACTGGG

I 10l FEEEE rerer e errrerr terrer et e e e

2023 GAGGCTACTTTCCTCACA--TTATC-GGTTCACTAA-GCCACATGCTCTAAAACCTGGACACTGACTGGG
2023[ " 2030] " 2040] ' 2050/ ! 2060( T 2070] " 2080l

68 AAGTTCTATGTCTGGTTTACATGGGAAGCGACACTAAAATTGATTGTACCTTTCTTCTTTTATTGTAGAA

FEELLEEEEr et e ettt e et et et e el
2089 AAGTTCTATGTCTGGTTTACATGGGAAGCGACACTAAAATTGATTGTACCTTTCTTCTTTTATTGTAGAA

2090] T 2100] T2110] T 2120] T 2130] T 21401 T 2150]

138 CGAGATGGCTATTTATGAATTCATTCATAACTTTGTGGAAGTTTTAGATGAGTATTTCAGCTGAGTGGTA

PP e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e 1t

2159 CGAGATGGCTATTTATGAATTCATTCATAACTTTGTGGAAGTTTTAGATGAGTATTTCAGCCGAGTGGTA
2160/ 21700 T 2180] T 2190( T 2200] 22100 22200

Mutation

208 AGTCTAATGGCTAAAAAATGGTTTACTTCCTCAACCCAGTTTCCCAGAAATTGAGTCTCTTTGGATCTAT

FLEEEEr et et et et e e e e el

2229 AGTCTAATGGCTAAAAAATGGTTTACTTCCTCAACCCAGTTTCCCAGAAATTGAGTCTCTTTGGATCTAT
2230] T 2240] T 2250] T 2260] T 22700 T 2280] T 2290]

278 ATCAAGAACATGTGTTAATACAGAGTTTTAATAAGTAAAAGTTAAAACTTAAGTGATGCCAAATTTTCTT

FLLEEEEEErr e e et e et e e e eer e e

22909 ATCAAGAACATGTGTTAATACAGAGTTTTAATAAGTAAAAGTTAAAACTTAAGTGATGCCAAATTTTCTT
2300] T 2310] T 2320] T 2330( T 2340] T 23501 T 2360] !

348 TATCTTTCCTTCTGGTTTATCCAAAGTGTTACAAGCCTATACATGCCTGAGATCTTTATAAAGAACTGGA
FELEEEEeerr ettt e et et et et et

2369 TATCTTTCCTTCTGGTTTATCCAAAGTGTTACAAGCCTATACATGCCTGAGATCTTTATAAAGAACTGG-
2370/ T 2380( T 2390] T 2400] T 2410l T 24201 T 24300
A G T A T T T C A G c T G
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