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Convenio 15/051

CONVENIO DE COLABORACION ENTRE ROCHE
FARMA, S.A Y LA FUNDACION PUBLICA ANDALUZA
PARA LA INVESTIGACION BIOSANITARIA EN
ANDALUCIA ORIENTAL - ALEJANDRO OTERO.

En Granada a 17 de Diciembre de 2015
REUNIDOS

De una parte
en calidad de Director Gerente de la Fundacion Publica Andaluza para la
Investigacion Biosanitaria en Andalucia Oriental — Alejandro Otero (en adelante
‘FIBAO”), referenciada con C.I.LF. G-18374199 y domicilio en Calle Doctor
Azpitarte, 4-4? Planta, 18012 Granada, con facultades suficientes para la
suscripcion del presente,

De otra parte , en calidad de
representante de ROCHE FARMA S.A.(en adelante ROCHE), referenciada con
C.LF. A-08023145, y domicilio social en Madrid, C/ Eucalipto N° 33, y con
facultades suficientes para la suscripcion del presente convenio.

Las Partes, manifiestan tener y se reconocen, mutua y reciprocamente, la
capacidad legal necesaria para otorgar el presente documento, a cuyos efectos

MANIFIESTAN

Primero.- Que FIBAO es un fundacién del entorno publico de la Junta de
Andalucia, inscrita en el Registro de Fundaciones Andaluzas con el n°® GR 546,
siendo su objeto fundacional promover y llevar a término la investigacion
biosanitaria en su ambito de actuacion, asi como la promocion y el desarrollo de
innovaciones en las tecnologias sanitarias, y potenciar la promocion profesional
y la docencia de los profesionales de la salud.

Que FIBAO actia como Entidad Gestora del Centro y del Instituto de Investigacion
Biosanitaria de Granada -ibs.GRANADA-. Dicho Instituto esta constituido en el seno de
FIBAO que ostenta su titularidad juridica, se configura como un espacio de
investigacion multidisciplinar con la participacion de los Hospitales Universitarios
Virgen de las Nieves y San Cecilio de Granada junto con la Universidad de Granada.
La mision del ibs.GRANADA es la de desarrollar y potenciar un espacio cientifico
multidisciplinar en biomedicina donde se desarrollen proyectos de investigacion que
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integren a grupos basicos con otros cuyos objetivos transcienden hacia una
investigacion traslacional.

Segundo.- Que ROCHE tiene voluntad e interés firme de apoyar proyectos de
investigacion con organismos publicos y privados relacionados con sus
competencias.

Tercero.- Que ambas partes estan interesadas en suscribir un Convenio que
proporcione un marco adecuado para lograr el vinculo necesario para el
establecimiento de una colaboracién que garantice la consecucion de los
objetivos comunes pretendidos.

En virtud de lo cual,
ACUERDAN

Primero.- Que el objeto. del presente convenio de colaboracion es la creacién de
las bases juridico-administrativas de referencia necesarias para el
establecimiento de cuantas acciones de colaboracion entre la FIBAO y ROCHE
que sean legalmente posibles.

Segundo.- Que dichas acciones de colaboracién hacen referencia a la
participacion conjunta en Proyectos de investigacion, desarrollo e innovacion en
las areas o lineas de investigacion siguientes:

“"Proyecto de determinacion de exosomas tumorales en muestras
de plasma sanguineo".

Tercero.- Que en el presente convenio de colaboracion participaran de forma
abierta las siguientes instituciones, centros y grupos participantes:

» Hospital Universitario San Cecilio
» Instituto de Biotecnologia de la Universidad de Granada
» Centro Nacional de Biotecnologia.

Cuarto.- El objeto del presente Proyecto es Determinar exosomas tumorales en
muestras de plasma sanguineo.

Quinto.- No obstante lo anterior, cualquier otro ambito de actuacion vy
colaboracion no especificamente recogido en este convenio de cooperacion
podra ser suscrito a él sin mas que las partes manifiesten documentalmente su
mutuo interés e intencién, en cuyo caso dicha documentacion debera ser
expresamente anadida a este convenio, como anexo al mismo.
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Sexto.- Comision de seguimiento.
Se establece una “Comision de seguimiento” del presente convenio de
colaboracion, la cual estara constituida por los siguientes miembros:

Por parte de FIBAO:

Por parte del Centro de realizacion: | . .
La Comisién de Seguimiento se reunira al menos una vez al afio o a peticion de
un tercio de sus miembros. La Comision tendra caracter paritario, con un solo
voto por cada una de las partes.

El coordinador del presente Proyecto sera:

Los Investigadores Principales seran:

Séptimo.- Entrada en Vigor y Duracién del Convenio.

El presente Convenio entrara en vigor el dia de su firma y finalizara en un
periodo de 12 meses. En el caso de que por mutuo acuerdo se decida la
prorroga, dicha decision debera contar previamente con un informe en el que se
ponga de manifiesto los beneficios de dicha prérroga en relaciéon con el
desarrollo del convenio.

Octavo.- Posibilidad de Cancelacion.

Tanto FIBAO como ROCHE previa reunion de la Comisién de seguimiento a la
que se refiere la Clausula quinta, podra interrumpir en cualquier momento
cualquier proyecto o estudio amparado por el presente Convenio; ello, si se
valorara que el desarrollo de la investigacion no es satisfactorio en el modo o
manera, asi como podra tomar la decision en cualquier momento de dar por
finalizado el Convenio por considerar que no es necesaria su continuacion.

Noveno.- Relacion laboral entre las partes.

La colaboracion no implica relacion laboral alguna con cualquiera de las partes
que firman este convenio, y se basa en los principios de buena fe y de eficacia
para que la labor investigadora pueda ser realizada con éxito.

Décimo.- Propiedad de los Resultados, Confidencialidad de la informacién y
publicacién de los datos.

La propiedad intelectual/industrial de los resultados que se obtengan como
consecuencia de la ejecucion de los trabajos realizados al amparo del presente
convenio correspondera a las instituciones a las que estén vinculados
contractualmente los Investigadores/inventores. Los porcentajes de invencion se
repartiran en funcion de las aportaciones y trabajos realizados por cada uno de
los investigadores que participen en el resultado final susceptible de algun tipo
de proteccion Industrial/Intelectual, segun la legislacion actual.
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Los resultados susceptibles de algun tipo proteccion que puedan surgir del
proyecto de investigacion, deberan ser evaluados previo a su publicacion,
pudiéndose publicar previo acuerdo expreso de las partes.

Toda publicacion que recoja datos obtenidos a partir de los proyectos de investigacion
contemplados en el presente convenio, hara constar, en los agradecimientos, la
colaboracion entre TODAS las partes. Cuando dichos datos, resultados,
descubrimientos, invenciones, métodos e informacion se presenten en reuniones
cientificas o se publiquen en revistas profesionales se hara mencion del Hospital

Universitario San Cecilio como centros en el que se ha realizado el proyecto.

Si durante la realizacién del convenio fuese necesario el tratamiento de datos de
caracter personal, ambas partes se comprometen a observar en todo momento,
y bajo su responsabilidad, las exigencias de la legislacion vigente en Esparia en
materia de proteccion de datos de caracter personal y especialmente en relacion
con el deber de informacion al afectado, los derechos de acceso, rectificacion y
cancelacion de sus datos y la obtencion de su consentimiento para el
tratamiento de sus datos de caracter personal.

En todo caso, ROCHE no tendra acceso a datos de caracter personal que no
hayan sido previamente disociados, impidiendo la identificacion de individuos
concretos.

Decimoprimero.- Precio y forma de pago

Se acuerda realizar por ROCHE una aportacion de 12.600€ destinados a
recursos necesarios para el buen fin del proyecto y tendra el caracter de
irrevocable en la medida en que éste efectivamente se realice con el alcance
previsto. Asimismo, ROCHE podra solicitar a FIBAO un informe justificativo del
desarrollo del proyecto, para justificar el buen fin de los fondos.

La citada cantidad, a la que no resultara de aplicacion el IVA de acuerdo con la
legislacion vigente al ser la Fundacion una entidad de las beneficiarias de
mecenazgo, sera facturada a ROCHE por la Fundacion segun el siguiente calendario:

8.820€ a la firma del contrato
3.780€ a la entrega de la memoria de actividades, que se estima que tendra lugar a lo
largo del 2016

ROCHE abonara las facturas en los 60 dias siguientes a su recepcion, sin asumir
mas obligacién o responsabilidad que la de aportar la cantidad aqui fijada al n° de
cuenta de la que es titular la Fundacion FIBAO BMN-Caja Granada: IBAN: ES87
0487.3295.21.2000019694 SWIFT: GBMNESMMXXX
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Esta aportacion sera publicada a partir de 2016 en la web de Roche conforme a lo
establecido en el Cadigo de Buenas Practicas de la Industria Farmacéutica, dado que
se trata de una aportacion a una Organizacion Sanitaria.

El presente Convenio podra ser modificado mediante acuerdo entre las partes.

Y en prueba de conformidad, firman los intervinientes a un solo efecto y por
duplicado ejemplar en lugar y fecha indicados en el encabezamiento.

~ FIBAO

A \\ Dr. Azpitarte, 4-4° Planta
]»80] 2 Granada
P E \ CIF: G-18374199

El coordinador y representante de los Investigadores Principales

et

V°B°y Conforrr4e del Gerente del Centro
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TEMPLATE DE PROYECTOS PARA SOLICITAR UN CONVENIO DE COLABORACION

Titulo de Proyecto

Proyecto de determinacion de exosomas tumorales en muestras de plasma sanguineo.

Justificaci
Los exosomas constituyen una serie de exovesiculas que forman parte del secretoma normal de
cualquier célula de funciones biologicas no del todo conocidas y entre las que se han demostrado
la inmunomodulaciéon y la capacidad de transformacién celular, es decir constituyen un
mecanismo de comunicacion intercelular y del que las células tumorales no son ajenas(1,2). Entre
los componentes de dichas vesiculas se encuentran lipidos procedentes en su mayoria de los
dominios Raft de las membranas celulares, proteinas de superficie de las células (CD9, CD63, y
CD81) y diversas proteinas entre las que se encuentran actina, Enolasa, Hsp70 y otras que actian
de proteinas marcadoras de la procedencia celular, junto a SARN y complejos enziméticos.
Pueden provenir directamente de la membrana en cuyo caso se denominan ectosomas o
procedentes del directamente del aparato de Golgi, de los cuerpos multivesiculares,
denominandose en este caso exosomas (3,4). Aunque los exosomas son liberados por muchos
tipos celulares, pero son secretados especialmente en altas concentraciones por las células
tumorales (5). La microvesiculacion, el proceso de produccion de exosomas, resulta tras la
formacién de pequefias vesiculas inferiores a los 100 nm de didmetro derivadas de la membrana
celular y que se liberan al espacio extracelular por el proceso de exocitosis (6). La membrana que
los conforma por tanto es un complejo lipidico que integra proteinas, mientras que la carga
interior esta compuesta por proteinas y acidos nucleicos. Estas nanovesiculas pueden viajar a
tejidos distantes donde se pueden fusionar con membranas de otras células e inducir cambios. En
los ultimos afios se han visto implicaciones en el funcionamiento celular y particularmente de
células tumorales (7). Los exosomas contribuyen a la génesis tumoral por dos procesos, el de
modulacién y restructuracion del microambiente celular para generar nichos metéstasicos (9) y el
de modulacion de la respuesta inmune (10).

Las proteinas transportadas por los exosomas han sido estudiadas en muestras de pacientes y en
lineas celulares in vitro. Los estudios muestran que lo exosomas transportan proteinas del
citoesqueleto, del complejo mayor de histocompatibilidad, traductores de sefiales, proteinas de
choque térmico y una gran variedad més hasta haberse descrito mas de 4000 proteinas diferentes
(10). Algunas de estas proteinas se encuentran en la mayoria de los exosomas, incluyendo genes
supresores como las procedentes del gen 101 supresor de tumores, la proteina por choque
térmico Hsp 70 y las tetraspaninas CD9, CD63, y CD81, mientras que otras son especificas del
tipo de tejido. Algunas de estas proteinas como factores involucrados en la regulacién del ciclo
celular, p53, el factor de crecimiento epidérmico y el factor de crecimiento de fibroblastos
sugieren un papel de los exosomas en la transformacién celular asi como en la angiogénesis (11).
La carga de los exosomas es interesante porque los exosomas se pueden fusionar con otras células
y asi promover respuestas en estas otras células. Esto es muy relevante en la génesis tumoral tanto
en los tejidos circundantes como en la de las metéstasis. Hay estudios que han demostrado la
acciéon de proteinas de exosomas en ambos procesos, como la oncoproteina MET, KRAS
mutado o el Factor Tisular (11). El microambiente celular puede ademds por si mismo promover
la integracion de los exosomas en las células. La membrana lipidica de los exosomas puede
cambiar de composicién y rigidez en respuesta a los descensos de pH, como ocurre en la hipoxia
tumoral (12).



En exosomas derivados de tumores se ha encontrado un amplio rango de acidos nucleicos, la
mayoria microRNA o RNA mensajero (mRNA). Estos exosomas pueden transferir su carga a
otras células e inducir cambios fenotipicos en ellas (15). Se ha visto que los exosomas derivados
de tumores contienen distintos perfiles de microRNA en distintos cénceres, incluidos prostata
(15), pulmén (16), mama (17) y ovario (13). Hay estudios que demuestran que la transferencia de
onco-microRNAs a células diana puede modular respuestas en los tejidos huéspedes. Estos
estudios muestran que las funciones oncogénicas del microRNA van desde las protumorales hasta
las antitumorales. Hay estudios que revelan que los exosomas contienen mRNA mutado y
fragmentos de DNA que pueden contribuir al crecimiento y proliferacién de muchos tumores
primarios y de metéstasis (18).

2 . Frie

Algunos eventos en la formacién del nicho pre-metastésico han sido asociados con los exosomas,
incluidos el aumento de la permeabilidad, proliferacion y angiogénesis endotelial pulmonar (19).

El seguimiento in vivo de exosomas marcados inyectados via intravenosa a ratones ha
demostrado que los exosomas circulantes son captados de la circulacién sistémica a los tejidos
como el higado, pulmén, rifién y bazo (20). Exosomas derivados de células renales tumorales
tienen un amplio rango de factores protumorales, ratones a los que se les inyectan estos exosomas
han presentado un aumento de las metéstasis pulmonares (21).

Objeti
OBJETIVO PRIMARIO:

- Determinar niveles de EXTC en muestras de sangre.
OBJETIVOS SECUNDARIOS:

= Valorar la evolucion de los niveles de ExTC.

- Comprobar que los EXTC remedan inmunofenotipicamente a la célula de la que proceden:
-Identificacion de nuevos marcadores mediante secuenciacion del perfil proteico de los EXTC
-Comprobar la presencia de ki-67 en los EXTC

Metodoloia/Descrineis

Se obtendréan las muestras de plasma desde otras muestras de sangre procedente del biobanco del
Hospital Universitario San Cecilio de Granada.

Tras la obtencién del plasma, se procedera a:

- Aislamiento exosomas.

- Purificacion .

- Estudio ultraestructural de exosomas

- Caracterizacion de los exosomas por citometria de flujo y western blot

Desarrollando los puntos anteriores:

En el laboratorio del Instituto de Biotecnologia de la Universidad de Granada, Grupo de
investigacion Bioquimica y Parasitologia Molecular grupo CTS 183 se procedera al aislamiento,
purificacion y caracterizacion de los EXTC.

La purificacién de los exosomas se llevard a cabo tras una centrifugacién del plasma inicial a
1500 g durante 20 minutos para eliminar restos celulares, después se procederda a una
ultrafiltracién del sobrenadante por 0.22 um y el resultado de la filtracion se centrifugard a
150.000 g en una ultracentrifuga durante 2 horas. El pellet recogido se centrifugard a la misma



velocidad en gradiente de sacarosa a 150.000 g  discontinuo, y recogiéndose la banda
correspondiente a 0.25 M se obtienen los exosomas. Estos se lavan con PBS y ya se obtienen
puros.

Una vez aislados y purificados se procedera a verificar su integridad. Para ello, llevaremos a cabo
un estudio ultraestructural. Las muestras seran prefijadas con glutaraldehido al 2.5 % en tampén
cacodilato (0.1 M, pH7.4), 60 minutos a 4°C, fijadas con tetréxido de osmio (OsO4, Merck) al
1% en tampén cacodilato (0.1 M, pH7.4), 60 minutos a 4°C, deshidratadas con mezclas crecientes
de etanol e incluidas en resina EMbed 812. Después, se realizaran cortes ultrafinos de las
muestras que se recogerdn en rejillas de 200 mallas (Electron Microscopy Science, Hatfield,
USA) y éstas serdn contrastadas con acetato de uranilo y nitrato de plomo. Finalmente, las rejillas
seran estudiadas en un microscopio electronico de transmisién Zeiss EM902.

Seguidamente llevaremos a cabo la caracterizacion de los exosomas con objeto de discriminar los
exosomas tumorales de los que no lo son y procedan de otras células. Analizaremos la expresion
de marcadores caracteristicos, tanto de exosomas tumorales como el CD63, CD9, CD81, HSP70,
lamp1 ,entre otros, como de los marcadores que permiten establecer los diferentes subtipos de
cancer de mama, receptor de estrogenos, de progesterona, her-2 y ki-67.

El perfil proteico de las diferentes proteinas de los EXTC serd secuenciado en los servicios de
protedmica del Centro Nacional de Biotecnologia

El estudio de la expresién de marcadores se realizard lavandose dicha banda por citometria de
flujo y western blot. Para la citometria de flujo utilizaremos anticuerpos primarios conjugados
con fluorocromos (inmunofluorescencia directa). Las muestras seran incubadas con 0.1-10 pg/ml
del anticuerpo durante 30 min a temperatura ambiente, y seguidamente serdn analizadas por
citometria de flujo (FACScalibur, Becton Dickinson). Para el western blot, el pellet de exosomas
sera resuspendido en tampén RIPA suplementado con un cocktail de inhibidores de proteasas. Las
proteinas serdn separadas mediante electroforesis en geles SDS-PAGE y transferidas a
membranas Immobilon-P (Millipore). Posteriormente se llevard a cabo el bloqueo, el lavado e
incubaciones de las membranas de nitrocelulosa con los anticuerpos primarios (a las diluciones
recomendadas) durante 2 horas a temperatura ambiente. A continuaciéon se incubard con el
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa, para finalmente visualizar las bandas por
quimioluminiscencia y cuantificar las mismas por densitometria (Quantity One; Bio-Rad).

D -
3 aflos

M. o ——
Reactivos de laboratorio de preparacion de muestras biolégicas 12000 euros
Medios de cultivo y aislamiento de exosomas 4000 euros

Caracterizacion de exosomas y proteinas 28000 euros:

- Anticuerpos primarios: antiactina, antienolasa, antitranspaninas, CD63, CD9, CD81, HSP70,
lamp1, receptor estrégenos, receptor progesterona, her-2, ki-67, entre otros.

-Anticuerpos secundarios conjugados con HPR o fluorocromos.

- Sistemas de concentracién de exovesiculas

- Electroforesis SDS-PAGE

-Enzimas vy reactivos de inmunoblott y secuenciacion de proteinas

Material de laboratorio de un s6lo uso 6000 euros
Se ha solicitado una ayuda al INSTITUTO CARLOS III ( ICIII )

La partida solicitada a Roche son 12.600€ para financiar el presupuesto de caracterizacion de
exosomas y proteinas.
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