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El objeto de este pliego de prescripciones técnicas es el de definir las caracteristicas
minimas a cubrir por la oferta y posterior contrato de prestacién de servicios de
secuenciacion mediante scRNAseq y TCRseq en el marco de los proyectos de
investigacion con cédigos IN0O0077 y PCN00914 para la Fundacio Institut de Recerca
de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau.

Este contrato es objeto de financiacién del proyecto de investigacion con codigo
INOOQ77 “Single cell transcriptomics of PBMCs and CSF cells in the SPIN Alzheimer
Disease cohort” por parte de la empresa Novo Nordisk mediante convenio de
colaboracién y por parte del proyecto con cddigo PCN00914 “Assessing the role of CSF
immune cells in ALS” por la Fundacion Luzén.

A. DESCRIPCION DEL CONTRATO:
A.1l. Antecedentes

El objetivo de la Fundacié Institut de Recerca de I’'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau
es promover la investigacion basica, clinica, epidemioldgica y de servicios sanitarios en
el campo de las ciencias de la salud y la biomedicina, con el tltimo objetivo de contribuir
a la mejora de la salud de la poblacion.

Con este objetivo de contribuir a la mejora de la salud de la poblacién, los siguientes
estudios pretenden conocer al maximo detalle las alteraciones en el sistema inmunitario
a nivel celular. Para ello, el estudio” Single cell transcriptomics of PBMCs and CSF cells
in the SPIN Alzheimer Disease cohort” se centra en la enfermedad de Alzheimer y el
estudio “Assessing the role of CSF immune cells in ALS” en la esclerosis lateral
amiotréfica (ELA). Explorar y desarrollar estas alteraciones mediantes la tecnologia
“single-cell RNA sequencing” (scRNAseq) y “T cell receptor sequencing” (TCRseq) en
cohortes de pacientes con Alzheimer, ELA y controles, permitira dar un salto en el
conocimiento de los procesos que se asocian a la neurodegeneracion y la
neuroinflamacién, haciéndolos mas personalizados en cada enfermedad
neurodegenerativa.

La enfermedad de Alzheimer (EA) y la esclerosis lateral amiotrofica (ELA) son
enfermedades neurodegenerativas caracterizada por la degeneracion de las neuronas.
La neuroinflamacibn es una caracteristica patoldgica de las enfermedades
neurodegenerativas y desempefia un papel importante en su patogénesis y progresion.
Este proceso se caracteriza por la expansion de microglia y astrocitos en el parénquima
del sistema nervioso central (SNC), que adquieren un estado reactivo.
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En este contexto, el desarrollo de tecnologias de secuenciacion de ARN unicelular
(scRNAseq) ha permitido a los investigadores perfilar el transcriptoma de miles de
células con resolucion celular individual, revelando una heterogeneidad sin precedentes
de los tipos celulares humanos con firmas de expresion Unicas. Usando esta tecnologia
no sesgada de alto rendimiento en modelos murinos de enfermedad de Alzheimer (EA),
se ha implicado a una subpoblacion de microglia (microglia asociada a enfermedad,
DAM por sus siglas en inglés) como principal reguladora de la neuroinflamacién en la
EA. De forma importante, nuestro equipo ha liderado recientemente un estudio que
identificd, por primera vez en el cerebro de pacientes con ELA, a DAM como el principal
impulsor de la neuroinflamacion y la disfuncién sinaptica en la corteza motora de casos
de ELA. Demostramos que esta subpoblacion microglial se caracteriza por expresar
altos niveles de marcadores del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (MHCII),
los cuales, en condiciones neurodegenerativas, son responsables de la presentacion de
antigenos a células T.

En este contexto, aunque tradicionalmente se ha considerado al SNC como una region
inmunoldgicamente privilegiada, estudios recientes han demostrado que la infiltracion
de células inmunes en el SNC es un evento comin que ocurre en el contexto
neuroinflamatorio de las enfermedades neurodegenerativas, aunque su papel ha sido
subestimado. Existe una compleja interaccién entre el sistema inmune central y
periférico que influye en la fisiopatologia de la EA y la ELA. En consecuencia, una
comprension adecuada del papel de las células inmunes periféricas en la
neuroinflamacion es crucial para descifrar la base molecular de estas enfermedades y
descubrir nuevos biomarcadores especificos en sangre para la neuroinflamacioén, asi
como estrategias terapéuticas.

Estudios previos han identificado aumentos en subpoblaciones de células T reguladoras
(Treg), asi como en células T CD4+, células asesinas naturales (NK) y monocitos, a
través de citometria de flujo de sangre periférica en pacientes con enfermedades
neurodegenerativas, o que demuestra la presencia de alteraciones en células inmunes
enla EAyla ELA. Sin embargo, ninguno de estos estudios ha utilizado scRNAseq para
caracterizar el compartimiento inmune de la sangre periférica con resolucion unicelular.
En este sentido, por primera vez en el campo, nuestro equipo ha caracterizado
recientemente el compartimento inmune de la sangre periférica en ELA mediante
secuenciacion de ARN unicelular utilizando fondos sin objetivos superpuestos con este
proyecto. Hemos detectado mas de 50 subtipos de células inmunes en sangre periférica,
y nuestros resultados muestran un notable aumento de una subpoblacion de células NK
en la sangre de pacientes con ELA, asi como alteraciones significativas en la expresion
génica y patrones deteriorados de comunicacién intercelular dentro del mismo subtipo
NK.

En este proyecto caracterizaremos el compartimento inmune de la sangre periférica y el
liquido cefalorraquideo con resolucién unicelular. Para ello necesitamos aplicar la
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tecnologia scRNAseq para caracterizar las células del sistema inmunitario periférico y
el liquido cefalorraquideo (biofluido que bafa el SNC). Ademas de ello, aplicaremos
TCRseq para determinar los distintos clonotipos de células T, permitiendo caracterizar
la diversidad de receptores de células T a resolucion celular. Es importante destacar
gue este estudio generara una plataforma para descubrir nuevos marcadores genéticos
y celulares de la disfuncién inmune relacionada con la EA y la ELA. Nuestros datos
proporcionaran conocimientos sobre la base molecular de estas enfermedades
neurodegenerativas, y facilitardn el desarrollo de nuevos biomarcadores y objetivos
terapéuticos.

A.2. Objetivos del proyecto:

En estos proyectos caracterizaremos el compartimento inmune de la sangre periférica
y el liquido cefalorraquideo con resolucién unicelular. Para ello necesitamos aplicar la
tecnologia scRNAseq para caracterizar las células del sistema inmunitario periférico y
el liquido cefalorraquideo (biofluido que bafia el SNC). Ademas de ello, aplicaremos
TCRseq para determinar los distintos clonotipos de células T, permitiendo caracterizar
la diversidad de receptores de células T a resolucion celular. Es importante destacar
gue estos estudios generardn una plataforma para descubrir nuevos marcadores
genéticos y celulares de la disfuncién inmune relacionada con la EA y la ELA. Nuestros
datos proporcionaran conocimientos sobre la base molecular de estas enfermedades
neurodegenerativas, y facilitaran el desarrollo de nuevos biomarcadores y objetivos
terapéuticos.

A.3. Objeto del Contrato:

El objeto del contrato es el servicio de generacién de librerias (expresiéon génica y
receptores de células T) y secuenciacibn masiva de muestras derivadas de células
inmunitarias de sangre y liquido cefalorraquideo. Para ello, se requiere de la utilizacién
del instrumento Chromium X (10x Genomics) para aislamiento y generacion de codigo
de barras a nivel celular. La preparacion de librerias para expresion génica se realizara
mediante el kit “GEM-X Universal 5° Gene Expression v3 4-plex” (10x Genomics),
permitiendo el pooling de hasta 4 muestras/plex y con un “target recovery” de 4,000-
5,000 células por muestra. Asimismo, para cada plex, se realizara la preparacion de
librerias de receptores de células T (TCRseq) mediante “Chromium Single Cell Human
TCR Amplification Kit" (10X Genomics). Una vez preparadas las librerias, se realizara
un control de calidad con “Agilent High Sensitivity DNA kit” en Agilent 2100 Bioanalyzer
(o equivalente).

La secuenciacion se realizara en la plataforma Illlumina (NovaSeq6000 o superior) con
28+10+10+90 bp “paired-end reads” y una profundidad de 800 millones de reads por
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libreria, correspondiendo a 40,000 reads/célula (scRNAseq) y 2,000reads/célula
(TCRseq).

La prestacion de este servicio objeto del contrato se divide en dos lotes:

- LOTE 1: Servicio de secuenciaciéon mediante scRNAseq y TCRseq en el marco
del proyecto de investigacion con codigo INO0077 “Single cell transcriptomics of
PBMCs and CSF cells in the SPIN Alzheimer Disease cohort”

- LOTE 2: Servicio de secuenciacion mediante scRNAseq y TCRseq en el marco

del proyecto de investigacion con codigo PCN00914 “Assessing the role of CSF
immune cells in ALS”

Las codificaciones CPV que corresponderan a este contrato son:

- 73111000-3 - Servicios de laboratorio de investigacion.
B. PRESUPUESTO BASE DE LICITACION
Se entiende por presupuesto base de licitacion el limite maximo de gasto que, en virtud
del contrato puede comprometer el érgano de contratacién. Dado que el presupuesto
de licitacién tiene que ser adecuado a los precios de mercado, teniendo que tener en
consideracion los costes directos e indirectos y otros eventuales gastos calculados para

su determinacion, se fija el siguiente presupuesto de licitacion:

Presupuesto base de licitacion (total):

Importe 0 Importe total
Concepto (IVA excluido) IVA (21%) (IVA incluido)
Presupuesto base de 219.200,00€  46.032,00 € 265.232,00 €

licitacion (por tres afos)

El presupuesto base de licitacion, se ir4 agotando de acuerdo con los servicios que se
realicen. La Fundaci6 Institut de Recerca Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, no esta
obligada a agotar el presupuesto descrito en atencion al hecho que el precio final se
determinard en funcion de las necesidades reales de la entidad y aplicando los precios
unitarios correspondientes.

Precio unitario de la secuenciacion por muestra mediante scRNAseq + TCRseq
estimado: 1.600.-€ (estimacién de 137 muestras).
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El objeto del presente contrato esta financiado con fondos provenientes para el

Lote 1, de un convenio de colaboracion con la empresa Novo Nordisk vy para el

Lote 2, de fondos de la Fundacién Luzén, evaluados por el Instituto de Salud

Carlos lll.

B.1. Presupuesto base de licitacién del LOTE 1: Servicio de secuenciacion
mediante scRNAseq y TCRseq en el marco del proyecto de investigacién con cédigo
INOOQ77 “Single cell transcriptomics of PBMCs and CSF cells in the SPIN Alzheimer
Disease cohort”

Importe 0 Importe total
Concepto (VA excluido) VA (21%) (IVA incluido)
Presupuesto base de
licitacion (por tres 155.200,00 € 35.592,00 € 187.792,00 €
afios)

El importe corresponde a una estimacion de 97 muestras (scRNAseq+TCRseq). Por
tanto, un precio estimado de 1,600€ por muestra.

B.2. Presupuesto base de licitacion del LOTE 2: Servicio de secuenciacion
mediante scRNAseq y TCRseq en el marco del proyecto de investigacién con cédigo
PCNO00914 “Assessing the role of CSF immune cells in ALS”

Importe 0 Importe total
Concepto (VA excluido) | VA 2L1%) (IVA incluido)
Presupuesto base de
licitacion (por tres 64,000.00 € 13,440.00 € 77,440.00 €
afios)

El importe corresponde a una estimacion de 40 muestras (SCRNAseq+TCRseq). Por
tanto, un precio estimado de 1,600€ por muestra.

C. PLAZO DE EJECUCION

El plazo de ejecucién del contrato tendra una duracién de 3 afios, a contar desde el dia
siguiente a la formalizacién contractual.
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Puede ser necesaria la prérroga de un afio segun el ritmo de reclutamiento del estudio,
sin ampliacién presupuestaria.

Las fechas para la realizacion de las diferentes operaciones integradas en el servicio
tendran que ser concertadas con la Fundacié Institut de Recerca de I'Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau.

D. CARACTERISTICAS TECNICAS

El servicio secuenciacién anteriormente especificado implica una serie de
especificaciones técnicas que se enumeran a continuacion:

a. Control del numero de células totales y su viabilidad en todas las muestras antes
de la preparacién de librerias.

b. Utilizacién del instrumento Chromium X (10x Genomics) para aislamiento y
generacion de cédigo de barras a nivel celular

c. La preparacion de librerias para expresion génica se realizara mediante el kit
“GEM-X Universal 5 Gene Expression v3 4-plex” (10x Genomics), permitiendo
el pooling de hasta 4 muestras/plex y con un “target recovery” de 4,000-5,000
células por muestra.

d. Por cada plex, se realizara la preparacion de librerias de receptores de células
T (TCRseq) mediante “Chromium Single Cell Human TCR Amplification Kit" (10X
Genomics)

e. Una vez preparadas las librerias, se realizara un control de calidad con “Agilent
High Sensitivity DNA kit” en Agilent 2100 Bioanalyzer (o equivalente)

f. La secuenciacién se realizard en la plataforma lllumina (NovaSeq6000 o
superior) con 28+10+10+90 bp “paired-end reads” y una profundidad de 800
millones de reads por libreria, correspondiendo a 40,000 reads/célula
(scRNAseq) y 2,000reads/célula (TCRseq).

g. Acceso a los datos de secuenciacion: se proporcionardn los archivos
correspondientes a los datos de secuenciacion en formato FASTQ. La
transmision de los archivos se hara de forma fiable y segura, mediante servidor
FTP.

Los resultados de cada secuenciacion del transcriptoma deberan ser entregados en un
plazo no superior de 40 dias naturales desde su realizacion.

El transporte de las muestras hasta el centro donde se realizardn los servicios de
secuenciacién correra a cargo del IR SANT PAU y se efectuara en condiciones que
garanticen su conservacion optima: Transporte a -80°C, con hielo seco y con un
termometro para el control de posibles desviaciones de temperatura.
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E. LIMITACION DE PROXIMIDAD

El objeto del contrato es la prestacion de servicios de generacion de librerias y
secuenciacion masiva de las células inmunitarias de sangre y liquido cefalorraquideo.
Este servicio implica el procesamiento de células altamente sensibles a cambios de
temperatura, especialmente las obtenidas del liquido cefalorraquideo.

Para garantizar la calidad de los resultados, es imprescindible que las células utilizadas
conserven una alta viabilidad y conserven su estado fisiolégico. Cualquier alteracion de
sus condiciones Optimas de criopreservacion, como un traslado prolongado, puede
comprometer su integridad y, en consecuencia, afectar negativamente a los resultados
del estudio. Cuanto mayor sea el tiempo de transporte o el intervalo hasta su
procesamiento, mayor sera la probabilidad de que se produzcan alteraciones en el
estado celular, lo que puede inducir sesgos en los datos obtenidos. En particular, la
expresion génica puede verse alterada, reflejando un estado no homeostético asociado
a disfuncion o activacion celular.

Este problema se ve agravado en el caso de las células procedentes del liquido
cefalorraquideo, dado que la cantidad de células obtenida por muestra es muy limitada.
Esto no solo incrementa la sensibilidad al deterioro, sino que convierte cada muestra en
un recurso Unico y de alto valor cientifico. Ademas, estas muestras son Unicas, ya que
no se dispone de réplicas de ninguna de ellas, lo que resalta ain mas su valor. Por
tanto, un traslado rapido y controlado es ain mas crucial, ya que cualquier demora fuera
del estado 6ptimo de criopreservacion puede derivar en una reduccién significativa de
la viabilidad celular y, por tanto, en un aumento de la muerte celular.

En conjunto, todos estos factores justifican la necesidad de que la empresa que
lleve a cabo el servicio objeto del contrato no se encuentre a mas de DOS HORAS
de transporte refrigerado a -80 °C desde el Institut de Recerca del Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau (ubicado en Carrer Sant Quinti, 77-79, 08041, Barcelona).
Esta proximidad resulta esencial para garantizar que el envio de las muestras al centro
gue realice los servicios se realice en el menor tiempo posible, o que no solo preserva
la calidad celular, sino que mejora de forma significativa la fiabilidad y precision de los
datos obtenidos en los servicios de secuenciacion.

F. 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:
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- Compromiso de almacenamiento de datos durante 1 afio después de obtener
los datos brutos.

- 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 desde la entrega de cada resultado.

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

G. RESPONSABILIDADES Y OBLIGACIONES DEL ADJUDICATARIO

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

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

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

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

H. PROCEDIMIENTOS GENERALES
El contratista asumird los procedimientos generales que se exponen a continuacion:

- 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.

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

- 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 deberda someter el contratista como consecuencia del
presente Pliego de Condiciones, asi como del contrato que se deriva.

. 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
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.

J. 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 informacion inherente.

En relacién con los datos personales a los que pueda tener acceso en ocasiéon 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 Orgénica 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.

Y

Dr. Oriol Dols-Icardo

Investigador Principal

Grupo de investigacion en Neurobiologia de las demencias

Fundacio Institut de Recerca de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau
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