HOSPITAL DE LA
SANTA CREU I
@ SANT PAU

FUNDACIO INSTITUT DE RECERCA?
UNIVERSITAT AUTONOMA DE BARCELONA

MINISTERIO -

DE CIENCIA, INNOVACION Instituto Unién Europea
Y UNIVERSIDADES de Salud Fonao Europoo
g0 Desarrolio Ragona!
Carlos “I “Una manava do hacer Europa”

PLIEGO DE PRESCRIPCIONES TECNICAS PARA REALIZAR LA PRESTACION DE
SERVICIOS DE SECUENCIACION DE TRANSCRIPTOMA MEDIANTE RNASEQ EN
EL MARCO DEL PROYECTO CON CODIGO PI22/01859 PARA LA FUNDACION
INSTITUT DE RECERCA HOSPITAL DE LA SANTA CREU | SANT PAU.

EXP. NEGSPIR 23/33

El expediente NEGSPIR 23/33 es objeto de cofinanciacién por el Instituto de Salud Carlos Il y
el Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER) “Una manera de hacer Europa”.



HOSPITAL DE LA
SANTA CREU I

Y SANT PAU

FUNDACIO INSTITUT DE RECERCA
UNIVERSITAT AUTONOMA DE BARCELONA

GOBIERNO  MINISTERIO -

DE ESPANA DE CIENCIA, INNOVACION Instituto Union Europea
Y UNIVERSIDADES de Salud o (;n»rry-:[:::-w
Carlos|ll  una macera do hacer Europs’

Barcelona, a 6 de junio de 2023

El objeto de este pliego de prescripciones técnicas es el de definir las caracteristicas
minimas a cubrir por la oferta y posterior contrato de servicios.

Este contrato es objeto de cofinanciacion por el Instituto de Salud Carlos Il y el Fondo
Europeo de Desarrollo Regional (FEDER) “Una manera de hacer Europa”, derivado del
proyecto de investigacibn con cédigo Pl122/01859 “Andlisis integrado de datos
gendémicos y transcriptébmicos para el avance en el conocimiento molecular y diagnostico
de las miopatias”.

A. DESCRIPCION DEL CONTRATO:
A.1. Antecedentes

El objetivo de la Fundacio Institut de Recerca de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau
(FIRHSCSP) es promover la investigacion basica, clinica, epidemiolégica y de servicios
sanitarios en el campo de las ciencias de la salud y la biomedicina, con el dltimo objetivo
de contribuir a la mejora de la salud de la poblacién.

Con este objetivo de contribuir a la mejora de la salud de la poblacién, el estudio
“Andlisis integrado de datos gendmicos y transcriptomicos para el avance en el
conocimiento molecular y diagnostico de las miopatias.” pretende explorar y desarrollar
las posibilidades de la tecnologia RNASeq, en cohortes de pacientes con patologias
neuromusculares concretas, para lograr su diagnostico genético definitivo y analizar las
causas moleculares que subyacen a este grupo de patologias.

Las miopatias constituyen un amplio grupo de patologias, clinica y genéticamente
heterogéneas, que afectan el musculo esquelético y cursan con debilidad muscular
como rasgo principal. A menudo, el musculo respiratorio y cardiaco también se ven
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comprometidos. Alrededor del 50% de los casos debutan en la edad infantil, aunque los
sintomas iniciales pueden aparecer en cualquier etapa de la vida desde el nacimiento
hasta la edad adulta, y en la mayoria de los pacientes provocan una progresiva debilidad
y atrofia muscular que conduce a una discapacidad de gravedad variable con un alto
impacto familiar y social. Desafortunadamente, no existe un tratamiento curativo para
la gran mayoria de estas entidades. Sin embargo, gracias al desarrollo de las
herramientas moleculares, estamos comenzando a ser testigos de la traduccidn clinica
sin precedentes de las terapias génicas Esto hace que sea esencial que cada paciente
haya sido genéticamente diagnosticado. Hasta la fecha se han identificado mas de 450
genes implicados en estas patologias y gracias a la secuenciacion masiva, se ha logrado
un enorme progreso en la caracterizacion genética de las enfermedades musculares,
en términos de tiempo y coste-efectividad. No obstante, alrededor del 50% de pacientes
con enfermedades mendelianas raras contindan sin diagnéstico genético preciso tras
aplicar la secuenciacién masiva (panel de genes, exoma o0 genoma). Ademas, el
resultado de la secuenciacion masiva de ADN conlleva inevitablemente la identificacion
de variantes de significado incierto (VUS) que requieren estudios funcionales para
confirmar o excluir su patogenicidad, y por tanto poder establecer un diagnéstico certero.

Como el Grupo de Investigacion en Enfermedades Genéticas de la FIRHSCSP ya
observd en anteriores trabajos, el estudio de RNA mensajero extraido de biopsia
muscular permite observar los efectos, inesperados a priori, que pueden tener
determinadas mutaciones de tipo missense y sinénimas sobre la transcripcién génica.
Dado que es habitual disponer de muestra de biopsia muscular de los pacientes que
sufren enfermedades neuromusculares, es factible estudiar el transcriptoma en el tejido
diana y entender mejor cuales son los eventos moleculares que dan lugar al desarrollo
de la patologia. En este sentido, la secuenciacion del transcriptoma completo mediante
tecnologia RNASeq resulta particularmente interesante debido a la observacién del
efecto que tienen las variantes identificadas en el ADN a nivel de los transcritos
generados, los cuales seran posteriormente traducidos a proteina. Asi, el estudio del
transcriptoma permite una validacién funcional de muchas de las VUS identificadas en
ADN ya que permite profundizar en mecanismos moleculares que no podrian ser
identificados mediante otro tipo de aproximaciones genéticas.

En el anterior proyecto con codigo PI118/01585 vy titulo “Analisis del transcriptoma
mediante RNA-Seq en pacientes con patologia neuromuscular no resuelta tras
secuenciacion de exoma: optimizacion del algoritmo diagnéstico” (Convocatoria
Proyectos de investigacion en salud, AES 2018), llevado a cabo por el mismo grupo de
investigacion, se tuvo la oportunidad de evaluar la tecnologia RNASeq como
herramienta diagnéstica para un grupo de pacientes, que, a pesar de haberse sometido
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a diversos estudios moleculares, seguian sin causa genética identificada. Mediante el
citado proyecto pudimos establecer la metodologia apropiada para obtener RNAs de
calidad, algoritmos de andlisis de datos e interpretacion de los mismos. Se obtuvieron
resultados muy prometedores que permitieron diagnosticar a un porcentaje notable de
pacientes e identificar mutaciones genéticas que no se hubieran podido detectar
mediante otros métodos gendmicos.

Por todo ello, y actualmente con una mejor comprensién y habilidad para tratar la técnica
y el manejo de datos procedentes de la secuenciacion del transcriptoma, queremos
seguir desarrollando esta tecnologia aplicada al estudio de las enfermedades
neuromusculares, en esta ocasion dirigida a cohortes especificas de pacientes, para
aumentar la potencia diagnéstica y explorar mas a fondo las vias genéticas implicadas
en el desarrollo de estas enfermedades.

En definitiva, la aplicacién de la tecnologia RNA-Seq a pacientes con patologias
neuromusculares especificas permitir&:

- Visualizar los efectos de las variantes localizadas en regiones no codificantes
del genoma y no detectadas mediante secuenciacién de DNA gendmico, lo que
nos permitird identificar la mutacion responsable de la enfermedad, tanto en
genes ya relacionados previamente con la patologia, como en nuevos genes.

- Mejorar la interpretacion de la variacién observada en DNA gendmico integrando
la informacion funcional obtenida mediante RNA-Seq, aprovechando que ésta
tltima permite mostrar las alteraciones y consecuencias a nivel transcripcional
como consecuencia de variantes en el genoma. Por consiguiente, se podra
hacer una reclasificacion de las variantes que a nivel genémico no aportaban
informacién suficiente sobre su implicacion en la patologia.

- Establecer patrones concretos de expresion génica que correlacionen con un
fenotipo o rasgos clinicos concretos y puedan ser utilizados como biomarcador
de la progresién de la enfermedad o para la estratificacién de pacientes de cara
a su inclusién en ensayos clinicos.

Por ultimo, cabe resaltar que hoy en dia se estima que la aplicacién de RNA-Seq puede

mejorar y aumentar hasta un 30% la tasa de diagndstico molecular en pacientes con
enfermedades mendelianas.

A.2. Objetivos del proyecto:
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Mejorar la identificacion del defecto genético responsable de las enfermedades
musculares raras, mediante el desarrollo y validacion una estrategia genética
que combine el andlisis de datos gendmicos y transcriptémicos, que permita
complementar y mejorar las tasas diagnésticas de las enfermedades
neuromusculares de origen genético.

Reclasificar variantes de significado incierto detectadas a nivel de ADN
genomico, mediante su interpretacion funcional a nivel transcriptomico.

Establecer patrones de expresion diferenciales que puedan ser utilizados como
biomarcadores de diagnéstico y/o prondstico en ausencia de biomarcadores
séricos especificos.

Profundizar en el conocimiento de las bases moleculares y la fisiopatologia de
las enfermedades neuromusculares de origen genético para la identificacion de

dianas de accion terapéutica.

Descubrir nuevos genes y/o mecanismos moleculares responsables de

enfermedades neuromusculares de origen genético.

A.3. Objeto del Contrato:

El objeto del contrato es el servicio de secuenciacion de transcriptoma (NGS de RNA
total; 100M/muestra) y el andlisis bioinformatico de RNA-Seq (expresion diferencial y
alineamiento) para la Fundacio Institut de Recerca de I'Hospital de la Santa Creu i Sant

Pau.

La prestacion de este servicio es esencial para desarrollar el proyecto con cédigo
P122/01859 “Analisis integrado de datos gendmicos y transcriptémicos para el avance
en el conocimiento molecular y diagndstico de las miopatias”.

A.4. Necesidades a cubrir:

]
W
W

Cuantificacion fluorimétrica de los RNAs.
Generacion de librerias y Secuenciacion de total RNA
Analisis bioinformatico de RNASeq (expresion diferencial y alineamiento).

B. PLAZO DE EJECUCION
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El plazo de ejecucion del contrato tendra una duracion de 3 afios, a contar desde el dia
siguiente a la formalizacion contractual. Puede ser necesaria la prérroga de un afio
segun el ritmo de reclutamiento del estudio, siempre que se cuente con la previa
autorizacion del Instituto de Salud Carlos Il para prorrogar la duraciéon del Proyecto, y
sin ampliacién presupuestaria.

Los resultados de cada secuenciacion de transcriptoma deberan ser entregados en un
plazo no superior a 45 dias naturales des de su realizacion.

C. CARACTERISTICAS TECNICAS

El servicio secuenciacién, anteriormente especificado, que necesita el Institut de
Recerca implica una serie de especificaciones técnicas que se enumeran a
continuacién. Estas especificaciones técnicas se han fijado con el objetivo de mantener
unas condiciones de secuenciacion y andlisis idénticas a las aplicadas a las muestras
procedentes del proyecto desarrollado anteriormente (P118/01585). La idea es agrupar
los datos de transcriptoma obtenidos del proyecto anterior con los que se obtengan en
el presente proyecto, alcanzando asi una N de analisis mucho mayor. Para que los
resultados sean fehacientes es imperativo minimizar la variabilidad técnica y analitica
entre las diferentes muestras procesadas.

Para ello, debe desarrollarse el mismo protocolo que se aplicé a las muestras ya
procesadas anteriormente:

a. Generacién de librerias: TruSeq Stranded Total RNA, Illumina. Secuenciacion
del trasncriptoma en plataforma NovaSeq, lllumina. Las lecturas obtenidas se
alinearan contra el genoma de referencia mediante HISAT2. Posteriormente, el
ensamblado de los transcritos y la cuantificacion de su abundancia se realizara
mediante StringTie y Ballgown. Tras el filtrado de transcritos y genes con poca
cobertura de lecturas y un analisis exploratorio de los datos, se realizara el
andlisis de expresion diferencial mediante el paquete de R DESeq2.

b. Ademds de un primer analisis global a nivel de expresion génica, se identificaran
por un lado outliers de expresién en las muestras mediante el paquete de
R/Bioconductor OUTRIDER (OUTlier in RNA-Seq fInDER) y, por otro, eventos
de splicing aberrantes presentes en las muestras incluidas en el estudio con el
paguete FRASER (Find RAre Splicing Events in RNA-seq). El analisis de
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expresion diferencial y en la deteccion de outliers de expresién y de splicing
alternativo se realizara conjuntamente con las muestras de RNAseq de biopsias
musculares obtenidas en el anterior (proyecto P118/01585, n=37) aportando asi
mayor potencia estadistica al estudio.

c. Aplicar un protocolo técnico (preparacion y secuenciacion de librerias) idéntico y
un analisis informético unificado permitira a los investigadores aumentar la
potencia estadistica de los resultados y medir las variables de estudio.

D. METODOLOGIA DE TRABAJO

La empresa adjudicataria es la responsable de prestar los servicios que se detallan en
las caracteristicas técnicas en el plazo de ejecucién previsto.

Ademas, la empresa adjudicataria debera asumir los siguientes compromisos:

- Compromiso a proporcionar soporte en el andlisis bioinformatico de datos y a su
interpretacion.

- Compromiso de almacenamiento de datos durante la vigencia del contrato (3
afios), y optativamente indefinido una vez que acabe este plazo.

- Compromiso de garantia sobre el servicio: En caso de fallo técnico, se repetira
la prueba sin coste adicional para la Fundacié Institut de Recerca. El plazo
minimo de garantia es de 6 meses.

La facturacion del servicio se realizard a medida que se hagan las pruebas, con la opcién
de hacer una Unica factura anual o facturas mensuales, bajo peticion del solicitante.

E. RESPONSABILIDADES Y OBLIGACIONES DEL ADJUDICATARIO

El contratista asumird las responsabilidades y obligaciones que se exponen a
continuacion:

- El contratista sera responsable de la calidad técnica del servicio asi como de las
consecuencias que supongan para la Fundacio Institut de Recerca o terceros,
las omisiones, errores, métodos inadecuados o conclusiones incorrectas a la
hora de ejecutar el contrato.

El expediente NEGSPIR 23/33 es objeto de cofinanciacién por el Instituto de Salud Carlos Il y
el Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER) “Una manera de hacer Europa”.



HOSPITAL DE LA
SANTA CREU I

Y SANT PAU

FUNDACIO INSTITUT DE RECERCA
UNIVERSITAT AUTONOMA DE BARCELONA

GOBIERNO  MINISTERIO -

DE ESPANA DE CIENCIA, INNOVACION Instituto Union Europea
Y UNIVERSIDADES de Salud o (;n»rry-:[:::-w
Carlos|ll  una macera do hacer Europs’

- El contratista no podra ceder o subcontratar las prestaciones del servicio del
presente contrato sin autorizacion previa del centro.

- El contratista garantizara el cumplimiento de la normativa comunitaria, estatal,
autonémica y local aplicable en el momento de realizar las tareas objeto del
contrato y cualquier otra disposicion oficial que se publique durante la vigencia
del contrato.

F. PROCEDIMIENTOS GENERALES
El contratista asumir& los procedimientos generales que se exponen a continuacion:

{1 La Fundacid Institut de Recerca no reconocera ningun trabajo realizado fuera de
los procedimientos indicados en el presente Pliego de Condiciones Técnicas o
de las normas complementarias que se establezcan, o que no cuenten con su
previa conformidad, aunque hayan sido solicitados por cualquier persona
relacionada con ella, a cualquier nivel de responsabilidad.

(1 La Fundacio Institut de Recerca no se hara cargo de ningun gasto producido
como consecuencia de una intervencion no autorizada, reservandose la facultad
de reclamar — si procediese — compensacion por dafios y/o perjuicios que se
pudieran derivar.

1 La Fundacié Institut de Recerca ejercera en todo momento las funciones de
seguimiento, inspeccién y control de la prestacion del servicio, tomando las
medidas que considere oportunas para el correcto cumplimiento de las
obligaciones a que se debera someter el contratista como consecuencia del
presente Pliego de Condiciones, asi como del contrato que se deriva.

G. OTROS COMPROMISOS DEL CONTRATISTA

El contratista se compromete al correcto desarrollo del servicio, con el uso de todos los
medios necesarios para su adecuada calidad. El contratista se compromete a la correcta
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y adecuada realizacion del servicio con la calidad necesaria y con la incorporacién de
todas las medidas técnicas que sean precisas para prestar un servicio de esta
naturaleza.

H. CONFIDENCIALIDAD Y PROTECCION DE DATOS

Toda la informacion facilitada por la Fundacién Institut de Recerca de I'Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau es confidencial y de su propiedad, por lo cual el licitador y
cualquier persona dependiente del mismo que ejerza los funciones objeto de este
contrato tendra que mantener la confidencialidad plena sobre la informacién inherente.

En relacién con los datos personales a los que pueda tener acceso en ocasion del
contrato, la empresa contratista, debera cumplir todo aquello que se establece en el
Reglamento (UE) 2016/679, del Parlamento Europeo y del Consejo, de 27 de abril de
2016, relativo a la proteccion de las personas fisicas en lo relativo al tratamiento de
datos personales y libre circulacion de estos datos y por el cual de deroga la Directiva
95/46/CE, en adelante el RGPD, a la Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de
proteccion de datos y garantia de los derechos digitales y al resto de normativa vigente
en materia de proteccion de datos.
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