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CONVENIO DE COLABORACION EMPRESARIAL EN ACTIVIDADES DE INTERES
GENERAL
, ENTRE _ ]
LA FUNDACION PARA LA INVESTIGACION BIOMEDICA DEL HOSPITAL
UNIVERSITARIO LA PAZ
Y
LA FUNDACION LA SONRISA DE ALEX

Y

LA FUNDACION MARI PAZ JIMENEZ CASADO

En Madrid, el dia 15 de Marzo de 2016

REUNIDOS

De una parte Dofia Ana Coloma Zapatero, en su calidad de Directora de la Fundacién
para la Investigacion Biomédica del Hospital Universitario La Paz (en adelante FIBHULP)
con C.I.LF G83727057 y domicilio en Paseo de la Castellana, n® 261 de MADRID, con
facultades suficientes para la suscripcion del presente.

De otra parte, Don Javier Carrasco Santiago, con N.LF 46.885.927J, en calidad de
Presidente de la Fundacion La Sonrisa de Alex para la Investigacion y Tratamiento del
Sarcoma de Ewing (en adelante FSA) con domicilio social en C/ de las Cortes n°® 7, 6°
Izquierda, de Pamplona (NAVARRA) y con C.I.F G71198675, con facultades suficientes
para la suscripcién del presente.

Y de otra parte, Don Javier Martinez Gutiérrez y Don Alberto Martinez Gutiérrez, con DNI
51.614.327G y 51.607.421K respectivamente, en representacion en calidad de
apoderados de la Fundacion Mari Paz Jiménez Casado (en adelante FMPJC) con
domicilio social en Plaza Valparaiso, n° 4 - Escalera Derecha - 5° G — de Madrid (28016)
y con C.I.F G86630852, con facultades suficientes para la suscripcién del presente.

Las Partes, manifiestan tener y se reconocen, mutua y reciprocamente, la capacidad legal
necesaria para otorgar el presente documento, entendiendo que el mismo tiene su encaje
legal dentro de lo que el articulo 25 de la Ley 49/2.002 denomina “Convenios de
colaboracién empresarial en actividades de interés general”, a cuyos efectos

EXPONEN

Primero.- Que la Fundacién para la Investigacion Biomédica del Hospital Universitario La
Paz ha presentado a la consideracién de la Fundacién La Sonrisa de Alex y la Fundacién
Mari Paz Jiménez Casado la solicitud de colaboracién para la realizacién del proyecto
cientifico titulado: “Inmunoterapia en sarcomas: combinacién del anticuerpo antiCXCR4 y
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la terapia celular NK”. Dicho proyecto no incluye analisis de utilizacién de farmacos en
pacientes. El investigador principal es el Dr. Antonio Pérez Martinez.

Segundo.- Que la FUNDACION MARI PAZ JIMENEZ CASADO (FMPJC) es una
Fundaciéon de nacionalidad espafiola con fines no lucrativos, legalmente constituida que
tiene como fines de interés general en los términos mas amplios posibles:

e Ayudar en todo tipo de limitaciones, pero particularmente en casos de emergencia,

a las personas y familias necesitadas para que puedan acceder a servicios
educativos, culturales, sociales y sanitarios con especial preferencia por las
personas que, como ella, sufran una situacién de necesidad, ya sea por
enfermedad, desplazamiento, carencias afectivas o econémicas.

e Fomentar la cultura del voluntariado e impulsar el ejemplo de vida y comprension
iniciada por Mari Paz en la ayuda a los desfavorecidos y necesitados.

¢ La investigaciéon en el ambito de la enfermedad humana, en particular, sin ser
excluyente, en el ambito oncolégico, y de forma especial en el Sarcoma.

Tercero.- Que la FUNDACION LA SONRISA DE ALEX (en adelante FSA) es una
Fundacién de nacionalidad espafiola con fines no lucrativos, legalmente constituida que
tiene como fines de interés general en los términos mas amplios posibles:

e Contribuir al desarrollo del estado actual de conocimiento cientifico y la experiencia
clinica para el tratamiento del cancer infantil, y especialmente el del sarcoma de
Ewing.

¢ La prestacion de asistencia médica, social, psicologica, pedagogica o de cualquier
clase, a personas afectadas directa o indirectamente por el cancer infantil.

Cuarto.- Que la FMPJC y la FSA estan incluidas entre las que se citan como beneficiarias
del mecenazgo en el articulo 16 de la Ley 49/2002, de 23 de diciembre, de régimen fiscal
de las entidades sin fines lucrativos y de los incentivos fiscales al mecenazgo.

Quinto.- Que FMPJC y FSA tienen vocacion y voluntad firmes de apoyar proyectos de
investigaciéon con organismos publicos y privados, y esta interesada en llevar a cabo este
Convenio especifico de colaboraciéon con la Fundacion para la Investigacion Biomédica
del Hospital Universitario La Paz.

Sexto.- Que la Fundacién para la Investigacion Biomédica del Hospital Universitario La
Paz posee la infraestructura necesaria, para abordar el proyecto de investigacion
cientifica mencionado.

Séptimo.- Que la situacion apuntada proporciona un marco adecuado para lograr el
vinculo necesario para el establecimiento de una colaboracion que garantice la
consecucion de los objetivos comunes pretendidos, de acuerdo con las siguientes
CLAUSULAS

Primera.- Objeto del convenio
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Este Convenio tiene como finalidad preferente el fomento y el desarrollo de la
investigacion en las Ciencias de la Salud, dentro de cuyo ambito se incluye el proyecto de
investigacion "Inmunoterapia con células natural Killer en el cancer Infantil" que se adjunta
en el Anexo | del presente convenio.

Por ello a través del presente convenio se regulan los derechos y obligaciones que
regularan la relacién entre las Partes para asegurar el correcto uso de la financiacion y el
cumplimiento del Proyecto.

Segunda. Naturaleza.

Las partes declaran el presente como convenio de colaboracién. En ninglin caso, debe
considerarse que persigue los fines de los contratos de patrocinio publicitario recogidos en
el articulo 24 de la Ley 34/1988, de 11 de noviembre, General de Publicidad.

Tercera .- Responsabilidad, seguimiento e informacién

El Doctor Antonio Pérez Martinez se compromete a hacer cumplir las normas que regulan
los trabajos de investigacion y, para el objeto del presente convenio, dispone de las
autorizaciones de la Direccién del Hospital y del Comité Etico de Investigacion Clinica
(CEIC) del hospital. A la firma del presente contrato se entregara a FMPJC Y FSA los
certificados que justifican que los proyectos desarrollados por el Dr. Antonio Martinez
Pérez en el Hospital Universitario La Paz, cuentan con las aprobaciones pertinentes.

Siempre que la FMPJC y la FSA lo soliciten, FIBHULP se compromete a informar sobre el
desarrollo del proyecto cientifico mediante un informe del estatus del mismo.

El investigador principal enviara con caracter semestral y con una antelaciéon de al menos
15 dias a la realizacién de los pagos, un informe a la FMPJC y a la FSA, en el que conste
la evolucién del proyecto, y que cuente con el visto bueno de la FIBHULP.

Cuarta.- Condiciones econémicas

La colaboracién en el proyecto de investigacion referido, se traducira en la financiacion de
una cuantia total de SESENTA MIL EUROS (60.000€) cuya distribuciéon y plazos de pago
se detalla en el Anexo [l del presente Convenio.

Tanto la FMPJC como la FSA, aportaran cada una de ellas las cantidad de TREINTA MIL
EUROS (30.000¢€).

A la citada cantidad, no sera aplicable el IVA ya que este convenio se acoge a la
regulacién prevista en la Ley 49/2002 de 23 de diciembre, regulandose por lo aqui
expresamente pactado y, en [o previsto, por lo establecido en la citada Ley y en la demas
legislacién aplicable.

La Fundacion para la Investigacién Biomédica del Hospital Universitario La Paz remitira a
FMPJC vy la FSA los certificados correspondientes a las aportaciones realizadas.
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Quinta- Finalidad

La finalidad especifica de la colaboracion se refiere a la financiacién del proyecto
explicitado en la clausula primera y en el Anexo |.

Sexta.- Duracion

La colaboracion en el proyecto cientifico referido se concedera por el periodo de dos afios
finalizando en Marzo de 2018, iniciando su vigencia en el momento de su firma.

El presente convenio se extinguira por el incumplimiento de las obligaciones derivadas del
presente acuerdo

Al término de dicho plazo, y en el caso en que el proyecto de investigaciéon a que se hace
referencia en la clausula primera no hubiera finalizado las partes firmantes del presente
convenio podran de mutuo acuerdo prorrogar el convenio de colaboracién durante otro
afio o hasta la finalizacién del proyecto de investigacién en el caso en que se estime que
éste terminara en un plazo de tiempo inferior.

En el caso de que por mutuo acuerdo se decida la prérroga, dicha decisién debera contar

previamente con un informe en el que se ponga de manifiesto los beneficios de dicha
prérroga en relaciéon con el desarrollo del proyecto.

Séptima.- Posibilidad Cancelacion

FMPJC y la FSA podran interrumpir en cualquier momento previo aviso de dos meses su
aportacion econémica objeto del presente Convenio; ello, si valoran que el desarrollo de
la investigacion no es satisfactorio en el modo o manera, de tal forma que no considere
necesaria la continuacién del proyecto. La Fundacién para la Investigacion Biomédica del
Hospital Universitario La Paz podra resolver de igual manera si FMPJC y la FSA no
cumplieran lo establecido en el presente Convenio de colaboracién.

En estos casos, se hara un ajuste de pagos pendientes por parte de FMPJC vy la FLSdA
en relacion con el trabajo desarrollado hasta la fecha de rescision del contrato y quedaran
cancelados los pagos que se habian previsto en relacién con el trabajo previsto con
posterioridad a la fecha de cancelacién del convenio. En ningun caso esto supondra que
la colaboracién econémica global quede por debajo de la cifra de 1.000 Euros.

En el supuesto de que el proyecto objeto de este convenio no pudiese llevarse a cabo por

incumplimiento de los compromisos adquiridos por FIBHULP, la FMPJC y la FSA
quedaran relevados de sus obligaciones.

Octava.- Relacién laboral entre las partes
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La colaboracién no implica relacién 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.

Novena.- Propiedad intelectual e industrial

Los derechos intelectuales de todo el material, informacién y conocimiento aportados por
cada una de las PARTES e incluso por terceras, no se veran modificados y perteneceran
a todos los efectos y por tiempo indefinido a cada una de las PARTES o tercero que los

aporté.

Décima.- Confidencialidad de la informacién y publicacién de los datos

Toda publicacién que recoja datos obtenidos a partir del proyecto contemplado en el
presente convenio, hara constar, en los agradecimientos, la aportaciéon de FMPJC y la
FSA.

El presente convenio esta basado en la confianza y total transparencia entre las partes,
por tanto para garantizar su uso adecuado podra ser dado a conocer a quien se interese
por el mismo.

En reconocimiento a la colaboracién prestada, LA FUNDACION hara constar en la
informacién y publicidad que realice, el nombre de la FMPJC y la FSA, asi como en su
web, newsletters, publicaciones y en eventos realizados para presentar este proyecto.

Por su parte, la FMPJC y la FSA, podran informar de esta aportacién econdémica
destinada a financiar este proyecto donde estimen oportuno y podran figurar en sus
Memorias de Actividades y paginas web.

Undécima.- La Fundacién para la Investigacion Biomédica del Hospital Universitario La
Paz se compromete a respetar la normativa vigente y a cumplir con las obligaciones que
le imponen las disposiciones aplicables a la realizacion del Proyecto cientifico
comprendiendo la cumplimentaciéon de cualquier notificacion y/o comunicacion preceptiva
y obtencion de cualquier autorizacion que deba recabarse, ya sea de las autoridades
sanitarias o de los responsables de los centros sanitarios. Si asi se fija en el proyecto,
sera imprescindible la firma del Consentimiento informado previo de cada paciente.

La FIBHULP procurara la asistencia de los miembros del equipo investigador que llevara a
cabo el Proyecto objeto del presente convenio, a aquellos actos 0 eventos que sean
organizados por la FMPJC y la FSA, teniendo en cuenta siempre la disponibilidad de las
personas participantes. Asi mismo facilitara el concierto de visitas de aquellas personas
que la FMPJC y la FSA designen, a los centros donde se desarrolla el Proyecto, siempre
gue sea posible y no altere el normal funcionamiento de los citados centros.

Duodécima.- Cualquier conflicto que pueda surgir de la interpretacion, ejecucion o validez
del presente Convenio, las partes se someteran a arbitraje de acuerdo con las Normas y
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Tribunales de Arbitraje de Madrid. Las partes aceptan dicho arbitraje y se comprometen a
acatar la resolucién final adoptada.

Décimotercera.- Comunicaciones

Las partes sefialan como domicilio a efectos de comunicaciones los que se derivan de la
comparecencia del presente convenio.

Las modificaciones al presente convenio tendran que formalizarse en adenda que
deberan firmas todas las partes.

Habiendo leido el presente documento y hallandolo conforme, lo firman las partes por

duplicado y a un solo efecto en el lugar y fecha al inicio indicados

Por la Fundacioén para la Por la Fundacién La Sonrisa de Alex y
Investigaciéon Biomédica del
Hospital Universitario La Paz

Fdo.: D2 Ana Coloma Zapatero Fdo.: Don Javier Carrasco Santiago

Por la Fundacién Mari Paz Jiménez Casado

Fdo: Don Javier Martinez Gutiérrez Fdo. Don Alberto Martinez Gutiérrez

Enterado y Conforme El Investigador

Fdo.: Dr. Antonio Pérez Martinez



Proyecto de investigacion:
“Inmunoterapia en sarcomas: combinacion del anticuerpo
antiCXCR4 y la terapia celular NK”.

Investigador Principal: Antonio Pérez Martinez.
Servicio de Hemato-Oncologia Pediatrica del Hospital Universitario La Paz, Madrid.
Grupo de Investigacion de Immunidad Innata, Instituto de Investigacidn Sanitaria La Paz



1. INTRODUCCION:

A pesar de los progresos alcanzados en el tratamiento de los sarcomas en la poblacién
pedidtrica/adultos jovenes, la presencia de metastasis asi como las recaidas implican sin
embargo una tasa de supervivencia de apenas el 20%, sin que dicho dato haya experimentado
ninguna mejoria en las Ultimas décadas.

Durante los ultimos afios las quimioquinas y su interaccién con sus correspondientes
receptores han demostrado jugar un papel fundamental en los mecanismos del desarrollo del
cancer y la aparicién de metastasis. Los niveles de expresién de las quimioquinas y sus
receptores se alteran en las células malignas. Es el caso de CXCR4, el receptor de quimioquinas
mas frecuentemente sobreexpresado en las células tumorales. La interaccién de CXCR4 con su
ligando, CXCL12, activa una cadena de mecanismos celulares que promueven la supervivencia,
proliferacion, adhesidn y/o migracion de las células tumorales que lo expresan (1). Todo ello
puede desembocar no sélo en el desarrollo del tumor primario, sino en el incremento de la
capacidad de generar metastasis a distancia en drganos en los que se secreta el ligando.

Recientemente, el equipo del doctor Khune (Bristol-Myers Squibb) desarrollé un

anticuerpo monoclonal (BMS-936564/MDX-1338) a partir de la inmunizacién de ratones
transgénicos para los genes de las inmunoglobulinas humanas mediante transduccién de
células de ratén transfectadas con CXCR4 humano. Comercializado como Ulocuplumab, es un
mAb de alta afinidad, e isotipo IgG4, que bloquea CXCR4 e impide la interaccién con su ligando
CXC12, inhibiendo los mecanismos celulares a través de los cuales esa interaccion promoveria
la proliferacidn y migracion celular (2).

Antecedentes:

El eje CXCR4 — CXCL12 y su papel en la patogénesis del cancer y las metastasis:

El receptor CXCR4 se expresa de forma fisioldgica en células del linaje hematopoyético,
incluyendo células natural killer (NK), y en menor medida en células endoteliales y epiteliales,
astrocitos, y neuronas. Sélo se ha identificado un ligando de CXCR4: CXCL12 o SDF1 (stromal
cell-derived factor 1) (3), quimioquina que ha mostrado inducir migracion y proliferacidn
celular y estimular la angiogénesis (4). Por su parte, CXCR4 se sobreexpresa en el 75% de todos
los cénceres, incluyendo sarcomas. En algunos casos, incluso se ha demostrado una
correlacién inversa entre la expresiéon de CXCR4 en un determinado tumor y su prondstico (5).

ooy Se ha demostrado la presencia de
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células tumorales con alta expresion de
CXCRA4. La interaccion de ambos daria lugar a
fenémenos de angiogénesis y de activacion de
integrina Pl y metaloproteasas, que
desembocarian en la generacion de las
metdstasis en los érganos diana. Varios
estudios han demostrado una disminucion en

Papel del eje CXCR4/SDF1 en el proceso de metdstasis. la aparicion de micrometastasis en modelos

Gelmini et al, 2008



murinos a traves del bloqueo de CXCR4 (6, 7).
El eje CXCR4 — CXCL12 en los sarcomas:

La sobreexpresion de CXCR4 ha sido como decimos estudiada en diversos tipos de
tumores sélidos, incluyendo los sarcomas.

El sarcoma osteogénico (osteosarcoma) es el tumor 6seo mas frecuente en la infancia
y la poblacidon adolescente, y se caracteriza por una alta agresividad local, sumada a una
tendencia a metastatizar en pulmdn y otras regiones del esqueleto. El fracaso de las terapias
actuales en los casos metastaticos y las recaidas podria estar relacionado con la incapacidad de
aquéllas a la hora de eliminar las TICs (células iniciadoras de tumor) (8), descritas por su
capacidad para crecer formando esferas (sarcosferas) (9) y sus marcadores de superficie, entre
los que se encuentra CXCR4. La expresiéon de este receptor en el osteosarcoma esta

relacionada de forma inversa con el prondéstico (5,
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de quimioquinas en este tipo de tumores.

Recientemente se ha publicado un estudio al respecto, comprobando la expresion de
receptores de quimioquinas y sus ligandos en 15 muestras de tumor derivadas de 9 pacientes
(11 primarios y 4 recaidas). Se identificd la expresién de CXCR4 y CXCR7, y sus respectivos
ligandos CXCL12 Y CXCL11, en todas las muestras estudiadas. En correspondencia con
publicaciones anteriores, que referenciaban la mayor expresion de CXCR4 y CXCR7 en
rabdomiosarcoma alveolar (RMSA) que en el embrionario (RMSE), el ratio CXCL12/CXCR4 y
CXCL11/CXCR7 fue significativamente menor en el RMSA (en las muestras de xenoinjertos
estudiadas) (7). En la misma linea, otro estudio anterior evidenciaba la expresion del receptor
en dos de las cinco lineas de rabdomiosarcoma estudiadas (SJICRH30 y RH30), ambas de estirpe
alveolar, estando ausente en las lineas de RMSE (11). Este equipo desarrollé un anticuerpo
monoclonal antiCXCR4, el CF172, y, tras comprobar el a primary tumor X-ray

incremento de la migracion celular en las lineas que
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El papel antitumoral de las células NK:

Las células Natural Killer (NK) constituyen una subpoblacion de células linfoides con
capacidad citotéxica innata, capaces de destruir células infectadas por virus y células
tumorales (12), y de intervenir en la inmunidad adaptativa a través de la secrecién de

citoquinas, como INF Y. En cuanto a la actividad antitumoral de las células NK, se han
relacionado los niveles bajos de NK en sangre periférica con un mayor riesgo de desarrollo de
cancer (13), asi como la asociacién entre la infiltracion de células NK en el tumor y un mejor
prondstico (14).

Como ya se ha comentado, las células NK, al igual que otras células del sistema
hematopoyético, expresan CXCR4, y su interaccion con el ligando CXCL12 parece estar
implicada en el mantenimiento de estas células en la médula ésea. De hecho, algunos estudios
han demostrado un incremento en el numero de
NK circulantes en sangre periférica tras
administracion de AMD3100 (bloqueante de
CXCR4), posiblemente por reclutamiento desde
la médula ésea al impedir la interaccidn con el
ligando (15).

Comportamiento de células de osteosarcoma
formando sarcosferas, en ausencia (izquierda) y con
células NK (derecha). Ferndndez et al, 2015

Recientes estudios realizados por nuestro grupo han demostrado la especificidad de
las células NK a la hora de reconocer y eliminar las TICs CXCR4+ de osteosarcoma , a través del
receptor activador tipo tectina NKG2D. Asimismo, se pudo comprobar que la citotoxicidad
aumentaba cuando las células NK actuaban en combinacion con un anticuerpo antiCXCR4 en
comparacion con células cultivadas con IgG2 inespecifica (lo que indicaria que no es un efecto
mediado por ADCC - citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo) (16). Partiendo de esta
premisa, en el estudio que se propone se evaluard la hipotética sinergia en el efecto
antitumoral de las NK junto al anticuerpo antiCXCR4 Ulocuplumab (subclase [gG4).

Evolucién de xenosarcoma, sin
(derecha) y con tratamiento con
células NK (+ IL2). Ferndndez et al,
2015.

2. OBJETIVO Y UTILIDAD DEL PROYECTO:

Por un lado, se pretende estudiar la relacion entre la expresidon del receptor de
quimioquinas CXCR4 en muestras de sarcoma (osteosarcoma, sarcoma de Ewing, vy
rabdomiosarcoma) de pacientes diagnosticados y/o tratados en la Unidad de Hemato-
Oncologia del Hospital Infantil La Paz, y la respuesta al tratamiento en términos de
supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad.

Por otra parte, se pretende evaluar la sinergia entre la terapia celular con NK y la
inmunoterapia con el anticuerpo monoclonal antiCXCR4 (Ulocuplumab) (independiente de la
citotoxicidad mediada por anticuerpos - ADCC) como efectores antitumorales y a fa hora de
impedir la aparicién de metéstasis en sarcomas.



La meta final del estudio es aportar datos que permitan el desarrollo de un ensayo
clinico que pudiera evaluar la efectividad del uso de Ulocuplumab en combinacién con la
terapia con células NK para el tratamiento y prevencion de las metéstasis en pacientes
pediatricos y adultos jévenes afectos de sarcomas.

3. MATERIAL Y METODO:

- Estudio retrospectivo:
Se estudiara la expresion de CXCR4 en muestras procedentes de biopsias de pacientes

diagnosticados de osteosarcoma, rabdomiosarcoma y sarcoma de Ewing en la Unidad de
Hemato-Oncologia Pedidtrica del Hospital Infantil La Paz de Madrid desde el afio 1995, previa
firma para su utilizacion con el citado objetivo del correspondiente consentimiento informado
por parte del paciente y/o sus padres/tutores legales. Se emplearan muestras embebidas en
parafina para determinacién mediante técnicas de inmunohistoquimica de la presencia y grado
de expresion de CXCR4. Asimismo, se recogerdn datos referentes a la respuesta del tumor al
tratamiento recibido, la presencia de metastasis, y la supervivencia.

-> Lineas celulares:

Se utilizaran lineas celulares primarias de osteosarcoma humano, procedentes de hueso y
de metastasis dseas/pulmonares (143B, 595M, 531MII, 588M y 716M,); linea A4573 (sarcoma
de Ewing); lineas A673 (sarcoma) y RH30 de rabdomiosarcoma alveolar; y linea celular de NK
NK92MlI.

= Anticuerpos y andlisis por citometria de flujo:

Se utilizaran los siguientes anticuerpos monoclononales contra antigenos humanos unidos
a fluorocromo (Mabs): CD56-APC (clon NACM16.2), CD16 APC-Cy7 (clon 3G8), CD45-FITC (clon
MEM-28), CD19-PE (clon J33), CD20-PE (clon BYEY), CD3-PE-Cy7 (clon UCHT1), CD117 (c-kit)-
APC (clon 104D2), Stro-1-FITC (clon Stro-1), CD184 (CXCR4)-APC (clon 12G5). Se utilizard
asimismo anticuerpo monoclonal 1gG1 antiNKG2D de ratdn (clon 1D11), a concentracion de 10
mcg/mL. Los analisis de citometria de flujo se realizardn en FACSCanto Ii (de Becton Dickinson).
El ratio de intensidad media de fluorescencia (MFI} se calculard por MFI de la tincién relativa
especifica respecto a MFI de la tincion del isotipo control. Los datos serdn procesados
mediante el software FlowJo v10. Ulocuplumab/BMS936564, anticuerpo monoclonal humano
IgG4 antiCXCR4, serd aportado por Bristol-Myers Squibb.

=» Ensayos de citotoxicidad in vitro:

La citotoxicidad contra las células de sarcoma sera evaluada a diferentes ratios Efector-
Diana o Effector-Target (E:T) mediante ensayos convencionales de liberacién de europium-TDA
de 4 horas (Perkin-Elmer, Wallac Turku, Finland).

= Ensayos de formacidn de esferas:

Se evaluard en primer lugar la habilidad de las células de sarcoma para crecer formando
esferas, cultivdndolas en medios enriquecidos sobre placas de fijacion ultrabaja. Los
marcadores de células iniciadoras de tumor (TICs) (c-Kit, CD133, Stro-1) y el marcador CXCR4
se analizardn mediante citometria de flujo.



Para evaluar la capacidad de ulocuplumab y de las células NK a la hora de reducir el
compartimiento de TICs, se cultivardn las esferas obtenidas de las distintas lineas celulares con
dicho anticuerpo y con células NK (juntos y por separado) durante 4 y 24 horas, analizando
después el porcentaje de expresion de c-kit y de CXCR4 por parte de las células mediante
citometria de flujo. Por su parte, para evaluar la capacidad del tratamiento combinado con
ulocuplumab y NK a la hora de impedir la formacion de esferas por parte de las células
tumorales, alguna de estas lineas (aln por determinar) serda transducida con un vector
lentiviral que codifique GFP {green fluorescent protein). A continuacion se cultivaran las células
obtenidas (GFP +) con ulocuplumab, células NK, y con ambos, durante 4 y 24 horas, tras las
cuales se estudiara la expresidon de GFP. Se incubardn en un medio de sarcosferas a una
concentracion de 1x10ES cél/mL, y tras 7 dias se contabilizaran las esferas.

- Ensayos de quimiotaxis:

Para realizar los ensayos de quimiotaxis, se utilizaran placas transwell ChemoTx de 96
pocillos (6 mm de diametro, poros de 8 um). Se afadird en cada pocillo un medio con distintas
concentraciones celulares y distintas concentraciones de CXCL12, para determinar la capacidad
de migracion celular en funcién de la variacién de dichas condiciones a las 4 y a las 24 horas.
Cada experimento se llevard a cabo por triplicado. Posteriormente, se repetirdan los
experimentos afiadiendo ulocuplumab y células NK, en combinacién y por separado.

-> Modelo de xenosarcoma:

Para la generacidn de un modelo ortotdpico de osteosarcoma, se inyectara un total de
5x10ES células de la linea 531MIl en la esponjosa de ambas tibias de ratones de 10-12
semanas de edad NOD/SCID. Dichos ratones seran tratados con ulocuplumab y células NK por
separado y en combinacion, registrandose los datos de supervivencia y de volumen tumoral
desarrollado en las distintas condiciones, recogiéndose muestras de tibia y pulmén que seran
fijadas e incluidas en parafina, para descartar la presencia de micromestdastasis pulmonares
(mediante tinciéon con H&E). Los experimentos se repetiran dos veces esta vez para la
confirmacion de los resultados.

4. RESULTADOS ESPERABLES.

Se estima un plazo para el desarrollo de los experimentos in vitro de aproximadamente 12-15
meses, y 6-9 meses para el desarrollo del modelo in vivo. En los Gltimos 3 meses se realizara el
analisis de los datos con el objetivo de escribir una publicacidn, tesis docotoral y poner las
bases para escribir un ensayo clinico.
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