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SERVICIO DE GESTION INTEGRAL DEL PROYECTO: MONITORIZACION Y SEGURIDAD,
SECUENCIACION GENOMICA Y POSTERIOR ANALISIS ASi COMO CREACION MODELOS
AVATARES DEL ENSAYO CLINICO ERCAVATAR2015 (PNSP S 19/002)

1. LINEAS DE SERVICIO

En el proyecto se contemplan tres lineas de Servicio:

2.1 Monitorizacién y seguridad del ensayo clinico

2.2 Coordinaciéon de secuenciacion gendmica y posterior analisis
2.3. Coordinacién de creaciéon modelos avatares

2.1. MONITORIZACION Y SEGURIDAD DEL ENSAYO CLINICO
2.1.1. OBJETIVO
Monitorizacion del Ensayo Clinico ERCAVATAR2015, de acuerdo a la legislacion actual.

El estudio debe ser monitorizado de manera adecuada segln el RD 1090/2015 por el que se rige
la aplicacidon de los ensayos clinicos se debe hacer un seguimiento adecuado de todos los
procedimientos en todos los centros donde se va a desarrollar el ensayo clinico. Es obligatorio
reportar los efectos adversos graves y se debe hacer monitorizaciones:

a) Segun el nuevo RD 1090/2015:

En el articulo 38, 39 y 40, donde describen las responsabilidades del promotor:

Articulo 38. Normas de buena prdctica clinica.

1. El promotor de un ensayo clinico y el investigador garantizaran que el ensayo clinico se lleva
a cabo de conformidad con el protocolo y con los principios de la buena practica clinica.

2. Sin perjuicio de otras disposiciones, el promotor y el investigador, al elaborar el protocolo y
aplicar este real decreto y el protocolo, tendran debidamente en cuenta las normas de calidad
y las directrices de la Conferencia Internacional de Armonizacion (ICH) sobre buena practica
clinica.

Articulo 39. Promotor.

1. Son responsabilidades del promotor:

a) Establecer y mantener un sistema de garantias y control de calidad, con procedimientos
normalizados de trabajo escritos, de forma que los ensayos sean realizados y los datos
generados, documentados y comunicados de acuerdo con el protocolo, las normas de buena
practica clinica y lo dispuesto en este real decreto. Deberd disponer de procedimientos
normalizados de trabajo que garanticen estandares de calidad en todas las fases de la
documentaciéon de un acontecimiento adverso, recogida de datos, validacién, evaluaciodn,
archivo, comunicacién y seguimiento.

h) Designar el monitor que vigilara la marcha del ensayo.

i) Comunicar las sospechas de reacciones adversas graves e inesperadas de conformidad con lo
establecido en los articulos 49 a 53.

Articulo 40. Monitor.

1. Son responsabilidades del monitor:

a) Trabajar de acuerdo con los procedimientos normalizados de trabajo del promotor, visitar al
investigador antes, durante y después del ensayo, en funcién del tipo de estudio, para
comprobar el cumplimiento del protocolo, garantizar que los datos son registrados de forma
correcta y completa, asi como asegurarse de que se ha obtenido el consentimiento informado
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de todos los sujetos antes de su inclusion en el ensayo.

b) Cerciorarse de que los investigadores y el centro donde se realizara la investigacion son
adecuados para este propodsito durante el periodo de realizacién del ensayo.

c) Asegurarse de que tanto el investigador principal como sus colaboradores han sido
informados adecuadamente y garantizar en todo momento una comunicacion rapida entre
investigador y promotor, especialmente en materia de supervisién de la seguridad del ensayo.
d) Verificar que el investigador cumple el protocolo y todas sus modificaciones aprobadas.

e) Comprobar que el almacenamiento, distribucidn, devolucidén y documentacién de los
medicamentos en investigacion es seguro y adecuado.

f) Remitir al promotor informes de las visitas de monitorizacion y de todos los contactos
relevantes con el investigador.
b) Segun las normas de Buenas Practica Clinicas (CPMP/ICH/135/95):

En el punto 5.18 que hablan de las monitorizaciones como responsabilidad del promotor:

5.18 Monitorizacion
5.18.1 Objetivos

Los objetivos de la  monitorizacion de un ensayo son verificar que:
a) Los derechos y bienestar de los sujetos humanos estan protegidos.

b) Los datos obtenidos en el ensayo son exactos, completos y verificables con los documentos
fuente.

c) La realizacion del ensayo esta de acuerdo con el protocolo y las enmiendas aprobadas, con la
BPCy con la normativa vigente.

5.18.3 Alcance y naturaleza de la monitorizacion

El promotor se asegurara que la monitorizacién de los ensayos sea adecuada. El promotor
debera determinar el alcance y naturaleza apropiados de la monitorizacién. La determinacién
del alcance y la naturaleza de la monitorizacién deberan basarse en consideraciones tales como
el objetivo, propdsito, disefio, complejidad, enmascaramiento, tamafio y variables principales
del ensayo. En general, es necesaria la monitorizacién en el lugar del ensayo antes, durante y
tras la finalizacién del mismo. Sin embargo, en circunstancias excepcionales, el promotor puede
determinar que la monitorizacidn centralizada junto con otros procedimientos tales como la
formacidn de los investigadores y reuniones con ellos y una guia detallada por escrito, puedan
garantizar la realizacién adecuada del ensayo de acuerdo con la BPC. La seleccién aleatoria
puede ser un método aceptable para seleccionar los datos que van a ser verificados.

2.1.2. CARACTERISTICAS TECNICAS

Con el fin de alcanzar los estandares maximos de calidad, y dado que en la Host Institution previa

utilizé este método para los primeros 22 pacientes incluidos en el estudio, es por ello que se

requiere una Contract Research Organization (CRO) con experiencia previa monitorizacién de

proyecto Advanced Grant (AdG), ERC-2014-ADG, que incluye monitorizacion de proyectos en

tumores de pancreas traslacionales con modelos animales y clinicos, asi como la gestion de

secuenciaciéon y analisis de la misma y creacidn de modelos Avatares.

Se requiere:

1. Actualizacidn del Registro del Ensayo Clinico en el Registro Espafiol de EECC asi como en la
pagina web clinicaltrial.gov

2. Elaboracién y envio a los centros participantes del Informe personalizado del tratamiento
seleccionado basado en el resultado de la Secuenciacidon genética y modelo Avatar, de

PNSP S 18/007 GESTION INTEGRAL DEL PROYECTO: MONITORIZACION Y SEGURIDAD, SECUENCIACION GENOMICA Y

POSTERIOR ANALISIS ASI COMO CREACION DE MODELOS AVATARES DE ENSAYO CLINICO ERCAVATAR2015 A

ADJUDICAR POR PROCEDIMIENTO NEGOCIADO SIN PUBLICIDAD

Laautenticidad de este documento se puede comprobar en Www.madrid.or\ct);/cw ”l""l
mediante el siguiente codigo seguro de verificacion:  1258505080786598185275



‘;_qm Hospital Universitario
o 1€ FUuenlabrada

acuerdo a la opinion del Comité Médico.

3. Apertura de dos Hospitales que se incorporan al Ensayo Clinico:

Hospital Miguel Servet (Zaragoza)
Hospital Beth Israel Deaconess Medical Center (Boston, USA)

4. Visitas de inicio ( N =2)

5. Monitorizacion de presencia fisica: 1 visita cada 6 meses/centro

6. Monitorizacién “on line” 100% SDV (del inglés Source Data Verfication, Verificacién Datos
Fuente) con herramienta con tracking de e-CRF (cuaderno de recogida de datos electrénico)

7. Actualizacién archivos generales del estudio y archivos por centro y promotor siguiendo
PNTs (Procedimientos normalizados de trabajo)

8. Formacién continuada a los investigadores y personal implicado en manejo de kits, biopsia
tumoral y sangre periférica

9. Coordinacion comité de tumores para evaluacidn de casos individuales

10. Coordinacién recogida muestra tumoral y de sangre el mismo dia de la extraccidén para
asignacion de tratamiento

11. Coordinacién creacién modelos de ratdén Avatar para implantacion biopsia

12. Coordinacidn transporte de muestra para posterior secuenciacién genémica

13. Coordinacidn para analisis del resultado de la secuenciacion genémica

14. Envio de informes sobre los resultados obtenidos tanto de secuenciacion como de modelos
Avatar a los médicos participantes en el estudio para seleccién individualizada de
tratamiento.

15. Mantenimiento de e-CRF durante 12 meses en servidor seguro con audit trial de 1500
variables

16. Soporte técnico investigadores “on line” 24h/365d e-CRF y gestidn de acontecimientos
adversos

17. Hosting aplicacién segura de recogida datos durante 24 meses con firewall y copias diarias
de la informacién

18. Disefio aplicacién recogida datos clinicos compatible con recogida datos bioldgicos

19. Gestidn de SAEs del estudio: Preparacion de Base de datos, actualizacion y evaluacidn de
SAEs; Reconciliacién mensual de SAEs con Base de datos clinica y de seguridad

20. Preparacion de informes mensuales de reclutamiento y status estudio.

21. Ejecucién y preparacién plan gestidn datos, seguridad y control de calidad.

2.2 COORDINACION DE SECUENCIACION GENOMICA Y POSTERIOR ANALISIS

2.2.1. OBJETIVO
Coordinar las tareas de secuenciacion gendmica y posterior andlisis de los resultados obtenidos
en la base de datos utilizada previamente para seleccion de tratamiento individualizado.

2.2.2. CARACTERISTICAS TECNICAS

a) Secuenciacion genémica:

Con el fin de alcanzar los estandares maximos de calidad, y dado que en la Host Institution previa
utilizé este método para los primeros 22 pacientes incluidos en el estudio, es por ello que se
llevara a cabo la coordinacién del analisis gendmico en las muestras de sangre y células
tumorales del paciente con el fin de identificar las mutaciones presentes. Se procedera a la
extracciéon del DNA para la construccion de bibliotecas enteras de exoma o genoma para
posterior secuenciacion de acuerdo a la tecnologia Next Generation Sequence (NGS) siguiendo
los mismos protocolos utilizados con los 22 primeros pacientes incluidos en el ensayo:
Preparacion de librerias y secuenciacion
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El material inicial que se utiliza son 50 ng de DNA total de alta calidad, habiendo previamente
verificado su integridad y pureza con geles de agarosa y analisis en el nanodrop
respectivamente. Para la realizacidn de las librerias se utiliza el kit comercial “SureSelectQXT
Target Enrichment for lllumina Multiplexed Sequencing” (Agilent Technologies). Con este Kit se
realiza una fragmentacion enzimatica del DNA gendmico obteniéndose fragmentos a los que se
les unen adaptadores especificos en los extremos en una Unica reaccién. Posteriormente se
procede a hibridar estos fragmentos con las sondas especificas para exoma y a su captura
mediante bolas de estreptavidina. Finalmente se procede a la amplificacion de los fragmentos
capturados mediante una reaccién de PCR, en la que se une un index especifico a cada muestra
para su posterior identificacion. Una vez realizadas las librerias, son verificadas y normalizadas
a una concentracidn de 10 nM, para su posterior secuenciacion en la plataforma HiSeq2500
(Hlumina). Las carreras de secuenciacion se realizan en modo Rapid Run y se incluyen 4 muestras
por calle generandose un minimo de 30 millones de reads paired end por muestra. La longitud
de estas reads es de 100 pares de bases (2x100) por lo tanto las muestras son secuenciadas a
una profundidad 100x. Tras la secuenciacidn, las secuencias generadas son demultiplexadas
utilizando el programa CASAVA (lllumina).

b) Analisis de secuenciacidn:

Se han desarrollado e implementado dos componentes esenciales para el analisis de datos del
paciente:

1) bases de datos, manejo de datos y sistema de distribucidn de datos

2) las herramientas de bioinformatica para identificar objetivos Utiles basadas en los datos
gendmicos recogidos de pacientes.

Bases datos: Con el fin de alcanzar los estdndares maximos de calidad, y dado que en la Host
Institution previa utilizé este método para los primeros 22 pacientes incluidos en el estudio, esto
es, se va a utilizar la misma base de datos ya creada, basada en el sistema de cddigo abierto
Biomart que permite organizar y almacenar tanto los datos como los metadatos generados
durante el analisis inicial, primario. El esquema de datos se disefiard teniendo en cuenta los
requerimientos del proyecto e incluira la posibilidad de almacenar datos de muestras humanas
y sus correspondientes datos de modelos AVATAR. Se anadird un sistema de seguridad para
garantizar el adecuado acceso a datos confidenciales. Este sistema se disefiara siguiendo las
directrices de seguridad de ICGC. El equipo de estudio serd también responsable de
proporcionar el mecanismo para acceder y consultar estos datos, incluyendo la base de datos e
interfaces de acceso a los datos a través de recursos computacionales (es decir, servicios web),
en consonancia con los avances en los proyectos mencionados.

Herramientas de bioinformdtica: Con el fin de alcanzar los estdndares maximos de calidad, y
dado que en la Host Institution previa utilizd este método para los primeros 22 pacientes
incluidos en el estudio, esto es, las herramientas de bioinformatica estaran enfocadas a: 1) la
seleccion de mutaciones patoldgicas; 2) la interpretacidn de las mutaciones a nivel de
pathways/nivel metabdlico y 3) la seleccién de los farmacos potencialmente relacionados con
dichas vias y procesos. Para cada uno de estos tres objetivos se desarrollardn métodos
bioinformaticos utilizando las herramientas adecuadas. El equipo investigador, junto con estas
herramientas bioinformdticas, también desarrollara otras estrategias que permitan visualizar y
ayudar en la interpretacion de los resultados descritos anteriormente, incluida la integracion de
servicios auxiliares y bases de datos disponibles en internet. Por ultimo, un componente clave
del flujo de trabajo conectara los datos gendmicos del paciente con el feedback obtenido a partir
de los modelos AVATAR del paciente en un contexto adecuado para ayudar a los médicos en la
tarea de clasificacion del tumor y la seleccién de los tratamientos farmacolégicos. Dedicaremos
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una infraestructura computacional compuesta de un cluster y un sistema de almacenamiento
para hospedar la base de datos y las herramientas bioinformaticas necesarias en este estudio.

2.3. COORDINACION DE CREACION MODELOS AVATARES
2.3.1. OBJETIVO

Xenoinjerto de biopsias tumorales para la creacion de modelos de ratén Avatar para posterior
administracion de tratamientos quimioterdpicos seleccionados en funcion de la secuencia
gendmica del tumoral

2.3.2. CARACTERISTICAS TECNICAS

a) Obtencion e implantacion de biopsia:

Con el fin de alcanzar los estandares maximos de calidad, y dado que en la Host Institution previa
utilizd este método para los primeros 22 pacientes incluidos en el estudio, por lo que se
procederd a coordinar el siguiente protocolo de actuacion: Obtencion del tejido fresco
quirdargico en el Hospital participante en el ensayo clinico, para posterior fragmentacion en
trozos de 3 mm de lado, seguido de la implantacidn subcutdnea en el flanco de un ratén
inmunodeficiente de la linea NOD scid gamma (NOD.Cg-Prkdc“® 112rg"™*"/Sz)) (NSG) en las
siguientes 24 horas a la obtencidn del tejido tumoral. De esta manera se obtendra la primera
generacion de ratones que alberga el tejido tumoral del paciente se denomina (FO') y las
generaciones posteriores se numeran consecutivamente (F1' F2' F3 y asi sucesivamente). La
cantidad de tiempo necesaria para que el xenoinjerto empiece a crecer (implantacién) es
variable segun el tipo de tumor, pero en general oscila entre 2 y 4 meses, aunque el fracaso en
la implantacion no debe evaluarse hasta al menos 6 meses después (Figura 1).

Figura 1. Generacion de los modelos AVATAR.
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Estos procedimientos se llevaran a cabo utilizando protocolos de trabajo aprobados por el
Comité de Bienestar Animal. Se observaran los ratones dos veces por semana para detectar el
crecimiento del tumor (Figura 3y 4).

b) Establecimiento del modelo AVATAR:

Una vez que los tumores hayan adquirido un tamafio adecuado se procedera a iniciar la fase de
expansion, para poder asi disponer de un conjunto de 50-60 ratones por paciente.

Figura 3. Implantacién del tumor. Figura 4. Xenoinjerto de tamano palpable.

c¢) Tratamiento de los modelos AVATAR:

Cada cohorte de ratones xenoinjertados con el tumor de un paciente recibiran tratamiento,
siendo su niumero maximo de diez (agentes Unicos o combinaciones clinicamente utilizables),
analizando como maximo 8-10 grupos de ratones (8-10 xenoinjertos por grupo) por
experimento. La eleccidn de los tratamientos sera llevada a cabo por el equipo investigador y se
basard en la informacion gendmica obtenida del tumor de cada paciente. Los farmacos se
administrardn en las dosis y esquemas convencionales durante aproximadamente 28 dias,
comenzando cuando los tumores alcancen un tamafio de aproximadamente 250 mm?3. El
tamafio del xenoinjerto se medird dos veces por semana para determinar la respuesta al
tratamiento incluyendo el calculo de T/C y TGIl. El tratamiento continuara hasta que los
xenoinjertos en los ratones control no tratados alcancen un tamafio de 1500 mm?3. El
crecimiento del tumor se medird dos veces a la semana con calibre (pie de rey) para determinar
el TGl mediante la ecuacidn T/C x 100. Estos parametros oscilan entre 0 si hay una respuesta
completa y 100 si no hay actividad. Los farmacos se consideraran activos si el TGl es < 40%. Los
farmacos activos se clasificaran de acuerdo al parametro T/C: Mayor actividad (menor T/C) a
menos activos (mayor T/C). Todos los datos obtenidos a partir de los xenoinjertos se
introduciran en una pdagina web de gestién animal. La herramienta M.I.C.K.E.I proporciona datos
en tiempo real de todos los parametros relevantes, genera las curvas de crecimiento del tumor
y calcula los parametros TGl y T/C.

d) Elaboracion de listado de tratamientos potencialmente activos:

Al final del proceso se generara un listado de los tratamientos potencialmente activos para el
paciente, ordenado segun eficacia, basado en la respuesta al tratamiento observado en el
modelo AVATAR, y que podran ser administrados al paciente una vez la enfermedad progrese.

2.4: PROTECCION DEL MEDIO AMBIENTE

Dentro de las actividades del HUF, ocupa un lugar destacado la proteccion del Medio Ambiente
y pasa a ser un importante objetivo mas alla de la propia actividad.
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Por este motivo, es fundamental que las empresas que nos ofrecen sus productos y / o servicios
adquieran el compromiso de prevenir y reducir los impactos ambientales con una actitud
responsable frente al Medio Ambiente.

PROHIBICIONES Y OBLIGACIONES:

- Prohibido realizar cualquier tipo de vertido de productos peligrosos que no esté
autorizado.

- Obligacion de cumplir con los Requisitos Legales aplicables en el desarrollo de la
actividad.

- Obligacién de Informar de todos los incidentes con repercusion ambiental que tengan
lugar en el desarrollo de la actividad al HUF.

- Evitar las emisiones al aire, suelo y agua.
- Reduccidén de ruidos y olores.

- Realizar un uso controlado de la energia y optimizar el consumo de recursos naturales
no renovables.

- Minimizar y gestionar adecuadamente los residuos manteniendo un cuidado ambiental
durante el manejo, transporte, preparacion, utilizacion y eliminacion final de los mismos
fundamentalmente cuando se trate de residuos peligrosos.

- Reducir en lo posible y de forma continla los impactos ambientales importantes que
genere su actividad haciendo uso de unas buenas practicas ambientales.

CONDICIONES PARTICULARES SOBRE RESIDUOS

- Los residuos seran segregados en origen, los contenedores que los contienen estaran
perfectamente identificados y etiquetados.

- Los residuos urbanos (papel, cartén, organicos, etc.) serdn gestionados en los
contenedores municipales o a través de gestores autorizados.

- Promover el uso racional de los recursos naturales (agua, energia, etc) y la minimizacidn,
reutilizacion, reciclado de los residuos. (p.e no malgastar el agua, apagar las luces de
aquellas instalaciones que no vayan a ser utilizadas).

- No utilizar, en la medida de lo posible, productos de limpieza que estén considerados
como peligrosos (si son peligrosos, viene indicado en la etiqueta del envase mediante un
pictograma).

- En caso de utilizar productos peligrosos de limpieza, no realizar vertidos de los mismos
a la red de saneamiento que no esté autorizado en las especificaciones del producto.

BUENAS PRACTICAS AMBIENTALES
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- Retirada y adecuada gestidn de los residuos generados en el desarrollo de la actividad,
prestando especial atencion a los residuos peligrosos que pudieran generarse, como:
Envases de los productos quimicos utilizados que puedan ser peligrosos (productos de
limpieza).

- No malgastar el agua.

- Apagar las luces de aquellas instalaciones que no van a ser utilizadas y de aquellas donde
se terminan las tareas de limpieza.

2.5: INCORPORACION AL CONTRATO.

El presente Pliego, asi como el de Clausulas Administrativas Particulares, sera incorporado como
estipulacion al Contrato que se suscriba con el adjudicatario.

Fuenlabrada, 15 de marzo de 2019
Por el Hospital Universitario de Fuenlabrada

EL DIRECTOR GERENTE
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