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RESUMEN

Introduccion:

Los tumores cerebrales y otros tipos de tumores del sistema nervioso central (SNC) son
el tipo de tumor sélido mas frecuente en la infancia. Dentro de estas neoplasias el glioma
difuso infantil es un tumor altamente invasivo y letal con un prondéstico infausto.
Actualmente, no existe un tratamiento capaz de aumentar la supervivencia, por lo que

es necesario realizar estudios para conocer su comportamiento.

Material y métodos:

El estudio se basa en el analisis celular y molecular del tumor en la zona de infiltracién.
Para el analisis inmunohistoquimico se emplearon un total de 92 muestras de glioma
difuso infantil (GDI) obtenidas de 4 pacientes y procesadas para microscopia éptica
con diaminobencidina y para inmunofluorescencia con marcadores fluorescentes a fin
de analizar la expresion de IL13Ra2, NG2/CSPG4 y CD19.

Resultados:

El analisis de muestras histolégicas evidencia la expresion de l113Ra2 en las células
tumorales del GDI, asi como de NG2/CSPG4 y CD19 en los pericitos condicionados
por ellas. De igual modo, se corrobora la existencia de un contacto directo entre
células tumorales y pericitos clave para la angiogénesis anormal asi como para la

generacion de inmunotolerancia.
Conclusiones:

Este trabajo muestra la relevancia de estudiar las interacciones celulares y moleculares
en la zona de infiltracién del glioma difuso infantil como puntos clave para comprender
los mecanismos invasivos y el condicionamiento inmunolégico que permiten la

progresion tumoral.

PALABRAS CLAVES/DESCRIPTORES

Glioma infantil, pericitos cerebrales, NG2/CSPG4, CD19, inmunotolerancia glioma






ABSTRACT

Background:

Brain tumors and other types of central nervous system (CNS) tumors are the most
common type of solid tumors in childhood. Among these neoplasms, pediatric diffuse
glioma is a highly invasive and lethal tumor with a poor prognosis. Currently, there is no
treatment capable of increasing survival, making it necessary to conduct studies to better

understand its behavior.
Material and methods:

The study is based on the cellular and molecular analysis of the tumor in the infiltration
zone. For the immunohistochemical analysis, a total of 92 infantile diffuse glioma (IDG)
samples obtained from 4 patients were used and processed for light microscopy with
diaminobenzidine, as well as for immunofluorescence using fluorescent markers to
analyze the expression of IL13Ra2, NG2/CSPG4, and CD19.

Results:

The analysis of histological samples reveals the expression of IL13Ra2 in tumor cells of
infantile diffuse glioma (IDG), as well as the expression of NG2/CSPG4 and CD19 in
pericytes influenced by them. Likewise, the existence of direct contact between tumor
cells and pericytes is confirmed, which is key to abnormal angiogenesis and the

development of immunotolerance.
Conclusion:

This study highlights the importance of investigating the cellular and molecular
interactions in the infiltration zone of infantile diffuse glioma as key factors in
understanding the invasive mechanisms and immunological conditioning that enable

tumor progression.

KEY WORDS

Childhood glioma, brain pericytes, NG2/CSPG4, CD19, glioma immunotolerance






1. INTRODUCCION

Los tumores cerebrales y otros tipos de tumores del sistema nervioso
central (SNC) son el tipo de tumor sélido mas frecuente en la infancia y la
principal causa de muerte asociada al cancer en pacientes entre los 0 y los 19
afos (1).

Dentro de este tipo de neoplasias, el glioma pontino intrinseco difuso
(DIPG) es un tipo de tumor cerebral derivado de las células de la glia, altamente
invasivo y letal, que afecta predominantemente a nifios y adolescentes (1,2). El
DIPG ha sido recientemente renombrado por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS-clasificacion CNS5 de 2021) como el glioma difuso de linea media
(GDM), que reconoce la importancia de la clasificacién molecular en detrimento
de la histologica (3,4). En la infancia un quinto de los tumores cerebrales
infantiles y cuatro de cada cinco tumores de tronco encefalico pueden clasificarse
como GDM, suponiendo hasta un 15% de la mortalidad infantil debida a tumores

cerebrales (2). Nuestro trabajo se centrara en el glioma difuso infantil (GDI).

El GDI tiene distintas presentaciones clinicas en funcion de la localizacion
del tumor, con sintomas que incluyen déficits neurolégicos focales como disartria
y disfagia, alteraciones del equilibrio (2), hipertension intracraneal y signos

piramidales (5).

Para su diagnostico la Resonancia Magnética sigue siendo el gold
estandar. En ella se observa una sefial hipointensa o isointensa en T1 e
hiperintensa en T2 sin realce de contraste (2,5). El diagnostico definitivo se
consigue con la toma de biopsias o la reseccion quirdrgica, lo que permite un

estudio anatomopatoldgico, molecular e inmunohistoquimico (2).

En el examen histoldgico del GDI se describe una neoplasia maligna glial
de celularidad muy aumentada, compuesta por ceélulas pobremente
diferenciadas con atipias y multiples mitosis. Caracteristicamente se observan
regiones necroticas rodeadas de vasos sanguineos hiperplasicos e infiltraciéon

difusa del parénquima cerebral (6).

19



Con respecto a la fisiopatologia, para aproximadamente el 80% de los GDI
estan descritas mutaciones en las histonas H3.3 y H3.1, siendo la mas frecuente
H3K27M. De igual modo, se han observado mutaciones en TP53, ATRX y
PDGFRA, entre otras (1,2,4,6).

Aunque es necesaria mayor investigacion en el origen de las neoplasias
gliales, se ha propuesto que la expresion por parte de las células tumorales de
la subunidad alfa 2 del receptor de IL13 (IL13Ra2) junto con la expresion en los
peritos (PC) de NG2/CSPG4 (antigeno presente en células precursoras de
oligodendrocitos y pericitos) podria estar asociada a la patogénesis de los
gliomas y posteriormente jugar un rol clave en la proliferacion vascular de estos
(7). Un posible mecanismo subyacente a la progresion tumoral es la cooptacion
vascular, fenomeno descrito en el Glioblastoma Multiforme (GBM). Este proceso
se define como el uso por parte del tumor de las estructuras vasculares
preexistentes para la migracion tumoral (8,9). Asi, las células tumorales invaden
siguiendo los espacios perivasculares, interactuando con los PC, células que
intervienen en la angiogénesis, en la barrera hematoenceféalica y en la regulaciéon
inmunologica de SNC (8,10). Como resultado de esta interaccion, los PC
modifican la morfologia de los vasos ya existentes e inducen la angiogénesis de
nuevos vasos, facilitando el crecimiento tumoral (8,9). Si bien es cierto que estos
procesos han sido descritos previamente con relacion al GBM en adultos (8,9),

actualmente se desconoce su participacion en el GDI.

Ademas, el GDI tiene un microambiente tumoral (TME por sus siglas en
inglés) inmunoldgico Unico caracterizado por un fenotipo inmunosupresor similar
al descrito en GBM (2,11). Se desconoce si el angiotropismo e
inmunorregulacién descrito en el GBM est4d implicado también en la
inmunotolerancia generada por el GDI, actuando mediante el condicionamiento

de los PC tras la cooptacion vascular.
Por otro lado, un estudio realizado por Parker et al. demostré que CD19

(un miembro especifico de las células B perteneciente a la superfamilia de las

inmunoglobulinas (12)) se expresa de manera especifica en los PC cerebrales
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(13), lo que sugiere que podria ser una diana terapéutica atractiva para dirigirse

a los PC del microambiente del GDI, como se ha propuesto para GBM (14).

En cuanto al tratamiento, la localizacion de la masa tumoral y su
naturaleza infiltrativa suelen comprometer la cirugia (1,4), por lo que la practica
clinica habitual se basa en la radioterapia, si bien la supervivencia global apenas
se ve afectada, situandose en torno a los 11 meses después del diagnostico, con
un 5% de supervivencia a los dos afios (1,2). Por otro lado, la barrera
hematoencefélica (BHE) compromete la efectividad de las distintas pautas
quimioterapicas, que tampoco han demostrado aumentar la supervivencia global
(4). De este modo, la alta tasa de mortalidad unida a la falta de opciones
terapéuticas eficaces hace del GDI un desafio en el ambito de la neurooncologia

pediétrica (2).

Como se ha planteado anteriormente, el andlisis molecular de células
tumorales y el estudio de alteraciones patogénicas en PC abre las puertas al uso
de nuevos tratamientos dirigidos a células tumorales y al TME, tales como
farmacos especificos contra la metilacion y acetilacion de histonas y la
inmunoterapia con células CAR-T contra antigenos especificos de células
tumorales/peritumorales y linfocitos infiltrantes de tumores (TILS) (2). Por ello se
considera que la determinacion de la presencia especifica de NG2/CSPG4 y
CD19 en el tumor y/o el TME del GDI puede contribuir a arrojar luz en materia

terapéutica.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Se plantea que mediante el estudio de la interaccion entre las células
tumorales del GDI y los PC del frente de infiltracion se pueden identificar
proteinas implicadas en la agresividad tumoral y revelar nuevas dianas

terapéuticas.

Por lo tanto, como objetivos del presente estudio se establecen:
O1 - Estudiar la expresion de la subunidad alfa 2 del receptor de IL13 (marcador

de células gliales malignas) en GDI.
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02 - Analizar la presencia de NG2/CSPG4 en el microambiente tumoral del GDI.
O3 - Describir histologicamente la malformacion vascular caracteristica del GDI
y estudiar la presencia de una interaccion fisica entre las células tumorales y los
PC que explique la existencia de un nicho inmunosupresor como el propuesto en
GBM.

O4 - Analizar la presencia de CD19 en el microambiente tumoral del GDI.
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2. MATERIAL Y METODOS

3.1. Tipo de estudio

Este trabajo consiste en un analisis descriptivo histopatolégico de
regiones cerebrales de 4 casos diagnosticados de GDI, 3 obtenidas por

necropsia y 1 mediante biopsia.

3.2. Muestras y técnicas utilizadas

Para la realizacion del estudio se analizaron las muestras de 4 pacientes
diagnosticados de GDI, 3 obtenidas mediante necropsia y una muestra obtenida
mediante biopsia. Las muestras fueron obtenidas del Instituto Murciano de
Investigacion Biosanitaria (IMIB-Arrixaca) con la aprobacion del comité Etico de
Experimentacion del Instituto de Neurociencias UMH-CSIC y cumplen con los
requisitos de consentimiento informado, aleatorizacion de datos y adecuada

calidad de la muestra.

Del primer paciente (GDI 18) se obtuvieron muestras del talamo y
mesencéfalo (tumor) e hipocampo (no tumor); del segundo (GDI 19) del puente
y bulbo (tumor) y del hipocampo e hipotalamo (no tumor); y del tercero (GDI 76)
del bulbo y protuberancia (tumor) y de hipocampo (no tumor). De cada una de
estas muestras (n=9) se realizaron secciones de parafina de 7 micras de
espesor, y se seleccionaron diez portas de cada muestra, siendo procesadas
para Hematoxilina-Eosina (H&E) una de ellas y siete para inmunohistoquimica/
inmunofluorescencia (IHQ/F), dos portaobjetos se guardaron como reserva, o
gue supone 88 secciones procesadas de las necropsias. La muestra de biopsia
fue obtenida por una consulta para determinar la expresion de IL3Ra2,
recibiendo cuatro secciones histolégicas (B1). Lo que hace un total de 92

secciones procesadas.

Se utilizaron IHQ/IF simple y doble para conocer la expresion de las
proteinas de interés y para visualizar la relacion entre las células del GDI y los

PC, usando marcadores fluorescentes, en las que se efectué un marcaje de los
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PC con anticuerpos frente a NG2 (color rojo) y PDGR (verde), asi como un
marcaje de la célula tumoral con anticuerpos frente la subunidad alfa 2 del
receptor de IL13 (IL13Ra2) y la proteina &cida fibrilar glial (GFAP) en
fluorescencia verde. Todos los antigenos especificos de cada una de estas
células, lo que permite analizar un posible contacto entre ellas.

Finalmente, se analizé la expresién CD19 con anticuerpo especifico en IF.

3.3. Procesamiento de las muestras y visualizacién al microscopio

Materiales

Ademas de los compuestos habituales, se emplearon PBS (tampon
fosfato en solucion salina isotonica pH 7, 0.1M), Triton (detergente
permeabilizador de membrana), Citrato sédico (solucion desenmascaradora de
antigenos), H202 (catalizador de la reaccién de precipitado de DAB), BSA
(albumina sérica bovina), DAKO (diluyente de anticuerpos), Diaminobencidina
(sustrato de la peroxidasa marcador de antigenos), DAPI (4 ',6- diamidino-2-
fenilindol), Eukitt (para el montaje en microscopia convencional), Mowiol (para el
montaje en microscopia de fluorescencia) y anticuerpos primarios y secundarios
(Tabla 1).

Inmunohistoguimica convencional con luz visible

Tras realizar los cortes de las muestras incluidas en parafina, se deben
calentar en estufa y rehidratar a temperatura ambiente con bafos progresivos en
Xilol y etanol. Se sigue con lavados con PBS y Triton al 0.2% (PBS-T) y se
procede a desenmascarar con tampoén citrato sodico (pH 6.0, 0.01M), a fin de
exponer los antigenos que hayan podido quedar ocultos con los procedimientos
anteriores. Asi, se hierven las muestras cuatro veces en tampoén citrato sodico.
Se continda con tres lavados con PBS-T y se realiza el blogueo de la peroxidasa
enddgena incubando la muestra con PBS-T y H202 al 3% para evitar falsos
positivos generados por esta enzima. Acto seguido se repiten los lavados con
PBS-T y se realiza el bloqueo con BSA, buscando evitar la formacion de uniones
entre anticuerpos y antigenos inespecificos. Finalmente, se diluyen los
anticuerpos primarios comerciales en solucion ABCAM y se dejan incubar sobre

los portaobjetos durante dos noches, en oscuridad y a temperatura ambiente.
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Transcurridos los dos dias se reinicia con lavados de PBS-T en las
muestras con anticuerpos anti-NG2 y anti-ILR3a2 y con PBS en aquellas con
anticuerpos anti-CD19 y anti-PGDFRf, para mantener la membrana libre del
detergente Tritbn en el segundo caso. Se continla con la preparacion e
incubacion del anticuerpo secundario conjugado con biotina diluido en PBS-T
(anti-NG2 y anti-ILR302) y PBS (anti-CD19 y anti-PGDFRf). Pasada una hora,
se repiten los lavados de PBS-T y PBS y se aplica el complejo ABC (avidina-
biotina-peroxidasa), que se une al anticuerpo secundario de manera especifica.
Tras otra hora se repiten los lavados, primero con PBS-T y PBS y posteriormente
con PBSy se procede al revelado con DAB (diaminobencidina). Para el revelado
se introducen las preparaciones en un medio con PBS, 1% DAB y 0,002% de
H202, donde la diaminobencidina reacciona con la enzima peroxidasa del
complejo ABC, resultando un producto de color marron. Finalmente, se detiene
la reaccion introduciendo los portaobjetos en PBS, se deshidratan las muestras
y se montan en Eukitt.

Inmunofluorescencia

El protocolo es inicialmente igual a la inmunohistoquimica visible. Sin
embargo, tras la incubacién del anticuerpo secundario, que esta conjugado a un
fluorocromo, las muestras deben mantenerse en oscuridad. Finalizada la
incubacion, se realizan lavados en PBT o PBS y seguidamente en PBS. Para
finalizar se aplica el DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol), marcador fluorescente
que se une a adenina y timina del ADN, permitiendo marcar el ndcleo celular.

Tras ello se vuelven a realizar lavados con PBS y se monta con Mowiol.

Visualizacion y andlisis al microscopio

Finalizado el protocolo, se procedio a la visualizacion de las muestras al
microscopio, se analiz6 la calidad y especificidad del marcaje y se pasoé a la

obtencion de las imagenes y su interpretacion.
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3. RESULTADOS

3.1. Expresién de la subunidad alfa 2 del receptor de la IL13 (IL13RA2)

En las regiones infiltradas por células tumorales se puede observar zona
de avance tumoral por la gran celularidad del tumor con relacion al tejido sano
(Fig. 1 A, D; G). La expresion de IL13Ra2 en las células tumorales se ha
detectado por IHQ revelada con DAB (Fig. 1 B, E, H), e inmunofluorescencia (IF;
Fig. 1 C, F, I). Mientras que las secciones de las necropsias 1 y 5 de los casos
GDI 18 y 19, respectivamente, muestran en intensa expresion de IL13Ra2, la
necropsia 6 del caso GDI 78 muestra escasa expresion de esta proteina.

En muestras con doble IF (Fig. 1 1) se objetiva que las regiones
perivasculares en el borde tumoral, en contacto con las células que expresan
IL13Ra2 (verde) expresan NG2/CSPG4 (rojo), y que son compatibles con ser
PC. Cabe plantear si esta IF verde se debe a la expresion de IL13Ra2 exclusiva

de las células tumorales.

3.2. Expresiéon de NG2/CSPG4

Agrupaciones de vasos, con apariencia sinuosa y glomeruloide, son
detectables en la proximidad del borde de avance tumoral en contacto con
células de GDI que expresan IL13Ra2 (Fig. 2 A, B, G-I, L, V, X). Los PC de estos
vasos expresan NG2 (Fig.2 C, D, J, K, P, R, S, Y2, Y3). Se puede apreciar
también que las zonas de tejido sano no expresan IL13Ra2 ni se detecta la

expresion de NG2 en sus zonas vasculares (Fig. 2 E, F, T, U, Z1, Z2).

3.3. Malformacién vascular, microambiente tumoral e interaccion células
tumorales-pericitos

Se ha estudiado la malformacion vascular en la zona de interaccion entre
las células del GDI y el tejido sano, utilizando la expresion de NG2/CSPG4 como
marcador de PC condicionados por el tumor. En las zonas de contacto e
infiltracion del GDI se puede apreciar la presencia de vasos Sinuosos y
abundantes, con aspecto glomeruloide, lo que sugiere la presencia de
cooptacion vascular por las células tumorales (Fig. 2C, D, I, K, L, R, S). Estos
vasos contorneados con PC NG2/CSPG4 positivos, estan mayoritariamente

cooptados por células de GDI que expresan IL13Ra2 (Fig. 2 D, K, P, S, Y3).

27



La expresion de IL13Ra2 marca con claridad la masa tumoral y la
presencia de células tumorales que infiltran de forma aislada y dispersa el
parénquima cerebral vecino (Fig. 3 A). La expresion de NG2/CSPG4 por los PC
permite observar la malformacion y proliferacion celular de los vasos cooptados
en el GDI (Fig. 3 B, C). La expresion de NG2/CSPG4 en PC se demuestra por
la co-localizacion de la expresion de NG2/CSPG4 y PDGR que es un marcador
especifico de PC (Fig. 3 B, insert). A grandes aumentos se aprecian los perfiles
celulares de las células IL13Ra2 positivas con prolongaciones hacia los PC,
alrededor de los vasos deformados (Fig. 3 E-G), que son mas evidentes y claras
cuando las células de GDI son marcadas con GFAP (Fig. 3 H), mostrando el
sustrato celular de la cooptacion vascular por el tumor. En algunos casos se
pueden ver NG2/CSPG4 positivos migrando de forma libre desde la pared de los

vasos malformados (Fig. 3 G)

3.4. Expresion de CD19

Como se ha descrito anteriormente, los PC de los vasos tumorales
presentan una intensa expresion de NG2/CSPG4 (Fig. 4 A). En la IF con anti-
CD19 se detecta la presencia de inmunopositividad en la membrana de las
células del glioma, de forma dispersa (Fig. 4 B), asi como en la membrana de los
PC (Fig. 4). La expresion en los PC es de menor intensidad que en las células
tumorales. Esto demuestra que los PC en el GDI también expresan de forma
selectiva CD19, y esta no esta presente en regiones no infiltradas por el glioma
(Fig. 4 D-F).
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4. DISCUSION

4.1. Expresion de la subunidad alfa 2 del receptor de la IL13 (IL13RA2)

El manejo actual del GDI supone un reto terapéutico, con un prondéstico
infausto a pesar del tratamiento con radioterapia (1,2). Asi, ante la escasa
efectividad de los protocolos actuales la inmunoterapia emerge como una
alternativa prometedora con distintos enfoques terapéuticos como son el uso de
células CAR-T e inmunotoxinas recombinantes dirigidas contra antigenos
especificos (15, 16, 17).

En este contexto, diversos estudios describen la sobreexpresion de la
subunidad alfa 2 del receptor de IL13 (IL13Ra2) en gliomas de alto grado,
incluyendo GBM y un elevado porcentaje de GDI. En estas células tumorales, la

unién a IL13Ra2 evita la apoptosis y favorece la proliferacion tumoral (15, 17).

Tal y como se expone en los resultados, este trabajo confirma
histolégicamente la expresion heterogénea de IL13Ra2 en las células del GDI
mediante analisis inmunohistoquimicos de manera similar a lo descrito para el
GBM (15). Se observa también que el tejido cerebral sano no expresa este

antigeno, en congruencia con estudios anteriores (16).

Acerca de esta materia se han realizado estudios con inmunotoxinas
quiméricas dirigidas frente a IL13Ra2 que demuestran un aumento de la
supervivencia en gliomas de alto grado (15). Es por ello por lo que se puede
considerar IL13Ra2 como un antigeno especifico frente a estas neoplasias,
constituyendo una diana terapéutica de gran relevancia en el tratamiento de
GDI. De hecho, recientemente se ha publicado que la administracion
locorregional de células CART-T dirigidas contra IL13Ra2 en pacientes con
gliomas recurrentes de alto grado se ha asociado a un incremento de la

supervivencia de los pacientes tratados (18).
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4.2. Expresion de NG2/CSPG4

Mediante el andlisis IHQ/IF del presente estudio se demuestra la
expresion de NG2/CSPG4 en los PC condicionados de los vasos cooptados en
contacto con las células de GDI. Este hallazgo estd en consonancia con los
estudios que describen su expresion en gliomas de alto grado (7). Por el
contrario, esta inmunorreactividad de NG2/CSPG4 no se aprecia en las zonas
vasculares del tejido sano, hecho que plantea la posibilidad de que esta
expresion sea especifica de PC condicionados. Para confirmar si la expresion de
NG2/CSPG4 es exclusiva de PC se ha realizado doble IF con PDGR@ y
NG2/CSPG4, verificando que NG2/CSPG4 se expresa exclusivamente en
células PDGR} positivas.

Como se ha planteado anteriormente, NG2/CSPG4 es un proteoglicano
de superficie implicado en la adhesion celular, la migracion y la invasion tumoral
cuya expresion en glioma de alto grado se asocia con la agresividad del tumor y
un prondstico desfavorable (7, 18). Aunque su estudio en GDI sigue siendo
limitado, se plantea que su expresion pueda contribuir a la naturaleza infiltrativa

de manera similar al GBM.

En la actualidad existen lineas de investigacion en GBM que estudian
terapias dirigidas contra NG2/CSPG4 con resultados prometedores, incluyendo
inmunoterapia con anticuerpos monoclonales y células CAR-T (7). Entre ellos,
un articulo publicado en 2014 registré la reduccion tumoral de GBM tras el
tratamiento con anticuerpos monoclonales en combinacion con células natural

killer mediante resonancia magnética (18).

Dado que los resultados parecen indicar que NG2/CSPG4 se expresa de
manera similar especificamente en los PC condicionados de GBM y GDI, los
estudios conducidos en GBM dirigidos contra este proteoglicano podrian ofrecer

nuevas oportunidades terapéuticas en GDI.
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4.3. Malformacién vascular, microambiente tumoral e interaccion células
tumorales-pericitos

El microambiente tumoral del GDI continla siendo un area poco
estudiada, si bien se comienza a reconocer su implicacion en la proliferacion y el
mantenimiento tumoral, con las consiguientes implicaciones prondsticas y
terapéuticas (2,4,11). Al igual que el GBM, el GDI se considera una neoplasia
inmunolégicamente “fria”, con baja infiltracion de linfocitos T, baja inflamacion e
inmunosupresion. Sin embargo, estudios recientes sefialan que el GDI exhibe un
microambiente (nico, con menor infiltracibn celular y menos actividad

inmunosupresora que el GBM (11).

En lo que respecta a la patogenia de este ambiente de inmunotolerancia,
diversos articulos describen que el contacto directo entre las células tumorales
del GBM y los PC induce un cambio de fenotipo en estos ultimos que seria crucial
para evadir la respuesta inmune y permitir la progresion tumoral (8,9). En el
presente estudio se ha objetivado la presencia de prolongaciones de las células
del GDI dirigidas hacia los PC perivasculares, lo que demuestra que el contacto
entre estas células puede ser el sustrato de la cooptacién vascular. Esta
interaccion fisica se ha demostrado en GBM mediante prolongaciones de la
célula tumoral nombradas flectopodia por Caspani et al. (19), y provoca un
cambio del secretoma de los PC con aumento de la secrecion de citoquinas
antiinflamatorias y reduccion de las proinflamatorias. Ademéas, aumenta la
expresion de PDL1 y disminuye la expresion del complejo mayor de

histocompatibilidad tipo Il, impidiendo la accion de los linfocitos T (8).

Los resultados del andlisis IHQ/IF realizado en este trabajo objetivan un
contacto directo entre las células tumorales del GDI y los PC en la zona de
infiltracion, que a pesar de las diferencias entre el microambiente tumoral del GDI
y el GBM, permite plantear que en el GDI este contacto es esencial para generar

el TME protumoral, como ya ha sido demostrado en GBM (8,9).

El mecanismo que subyace a la transformacion funcional de los PC

contactados en el caso del GBM es una activacién de la autofagia mediada por

31



chaperonas (20). En consecuencia, seria interesante estudiar si este mecanismo
se reproduce también en el GDI.

Por otro lado, los resultados demuestran la existencia de abundante
vascularizacion con morfologia glomeruloide en la zona de infiltracién del GDI,
similar a la descrita en GBM. En la actualidad se considera que la vascularizacion
anomala estudiada en el GBM es resultado de la cooptacion vascular, mediante
la cual las células tumorales emplean la vascularizacion preexistente para

obtener irrigacion, dando lugar a vasos de aspecto glomeruloide (8-10).

Por ello, impedir la interaccién células tumorales-PC y/o imposibilitar el
condicionamiento de los PC a fin de exponer al GDI al sistema inmune activo

puede suponer un objetivo terapéutico prometedor.

4.4. Expresion de CD19

Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con lo publicado
hasta el momento en relacion con la expresion de CD19 en el SNC y en el TME,
verificando su expresion de forma selectiva en PC condicionados. Si bien son
escasos los estudios al respecto en GDI, un estudio realizado por Kong et al.
propuso que el empleo de terapias con CART-células NK (natural killer) dirigidas
contra CD19 podrian resultar seguras y eficaces en el tratamiento de GBM (14),

una neoplasia con escasa respuesta a las terapias convencionales.

Por ello, y conociendo el rol de los PC condicionados en la angiogénesis
y el crecimiento tumoral (8,9) se plantea que CD19 puede ser una diana
terapéutica prometedora para futuras estrategias de tratamiento en GDI, al igual
que en GBM (14).

4.5. Ventajas y limitaciones del estudio

Entre las ventajas del presente trabajo se encuentra aportar nuevos datos
sobre el comportamiento del GDI, una neoplasia escasamente estudiada hasta
el momento. Las abundantes publicaciones sobre nuevos datos celulares y

moleculares en el GBM pueden ayudar a abordar el estudio del GDI de forma
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mas profunda, para conocer mejor su fisiopatologia y desarrollar tratamientos

especificos eficaces.

Como principal limitacion se presenta el reducido tamafio muestral. La
baja disponibilidad de tejido para estudio responde tanto a la baja incidencia del

tumor como a la escasez de biopsias y necropsias.
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5. CONCLUSION

En este proyecto de investigacion queda patente la relevancia de
examinar el comportamiento de las células tumorales y su interaccion con los
pericitos, asi como de estudiar el microambiente tumoral en el frente de
infiltracion tumoral en busca de nuevas dianas terapéuticas. En el caso del GBM
y posiblemente también en el GDI, las células del microambiente tumoral ayudan

al tumor a escapar de la respuesta inmune y a crecer infiltrado el tejido sano.

Ademas, en relacion con los objetivos planteados se ha constatado que:

1. Las células tumorales del GDI expresan la subunidad alfa 2 del receptor de
IL13

2. Los pericitos condicionados por las células tumorales de GDI, presentes en la
vascularizacién de la zona de infiltracion, expresan NG2/CSPG4.

3. Existe un contacto directo entre las células tumorales del GDI y los pericitos
que condiciona una malformacion vascular caracteristica y un microambiente

tumoral en sentido protumoral.

4. CD19 se expresa tanto en las células tumorales del GDI como en los pericitos
condicionados por estas.

Mientras que la heterogeneidad molecular de las células tumorales hace
complejo el encontrar antigenos que especificamente se expresen en todas
ellas, el identificar dianas terapéuticas en células protumorales del
microambiente tumoral puede significar dianas terapéuticas estables y
homogéneas. Disefiar inmunoterapia contra ellas puede permitir acabar con el
tumor. En nuestro estudio NG2/CSPG4 y DC19 en los los pericitos
condicionados por el GB podria ser una diana para combatir el GDI.
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6. ANEXOS

ANEXO 2: DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA

Las muestras experimentales usadas en el trabajo experimental desarrollado por
Elena Rodriguez Montero para el desarrollo de su TFG titulado: Estudio de la
expresion de NG2/CSPG 4 y CD19 en glioma infantil, han sido obtenidas del
Banco de Cerebros del IMIB-Arrixaca, dentro de la Red Espafiola de Biobancos
del Instituto de Salud Carlos Ill. Los procedimientos experimentales han sido
evaluados y aprobados por el Comité de Experimentacion Clinica del Hospital
General de Elche, en el contexto del analisis molecular de tumores gliales
malignos del SNC.

Se adjunta PDF de este informe asi como el MTA del IMIB firmado por el director
del TFG.
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INFORME DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS

Diia. Leticia Soriano Irigaray, Secretaria del Comité de Etica de la Investigacion con
medicamentos del Hospital General Universitario de Elche.

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado la propuesta referida al proyecto de investigacion titulado
“Analisis del potencial de crecimiento tumoral del glioblastoma IDH Wild-Type mediada por la
accion inmunosupresora en pericitos peritumorales. Estudio de cohortes retrospectivo en los
diagnosticos realizados desde 2015 hasta 2022 en el Hospital General Universitario de Elche” con
codigo de registro PI 95/2022, cuyo investigador principal es el Dr. Jesus Jaramillo Merchan, MIR
Anatomia Patoldgica en el Hospital General Universitario de Elche.

Que en este estudio:

e Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los objetivos
del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

e Esadecuado el procedimiento para obtener el consentimiento informado (si aplica).

e La capacidad del investigador y los medios disponibles son adecuados para llevar a cabo el
estudio.

Los miembros del CEIm, en su reunion del 26 de octubre de 2022 (acta 12/2022), tras la
lectura y evaluacion del proyecto de investigacion, acuerdan emitir Informe Favorable a la realizacion
del mismo.

*Se aprueba la exencion del consentimiento informado.

Lo que firmo en Elche a 02 de noviembre de 2022

Firmat per Leticia Soriano Irigaray el
02/11/2022 12:37:03

Fdo.: Dna. Leticia Soriano Irigaray
Secretaria CEIm HGU de Elche

CEIm Hospital General Universitario de Elche
Camino de la Almazara,n° 11 - 03203 ELCHE - Tel. 966 61 61 74

Ceim_elx@gva.es

CSV:RLXJA27H:USDF962M:1C2JHIJE  URL de validaci6:https://www.tramita.gva.es/csv-front/index faces?cadena=RIXJA2 TH-U9DF962M:1C2JH1JE
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Composicion actual del CEIm del Hospital General Universitario de Elche:

Presidente

Dr. Andrés Navarro Ruiz — S. Farmacia

Vicepresidenta

Dra. Maria del Mar Masia Canuto- S. Medicina Interna (UEI)
Jefatura técnica

Dia. Leticia Soriano Irigaray — S. Farmacia

Vocales

Facultativos Especialistas

Dr. Félix Gutiérrez Rodero- S. Medicina Interna (UEI)

Dr. Alvaro Rodriguez Lescure — S. Oncologia médica

Dra. Rosa Martin Gomis — S. Farmacia

Dra. Vazquez Gomis- S. Pediatria

D? Eva de Miguel Balsa — S. Medicina Intensiva
Farmacologia

Dr. Pedro Zapater Hernandez

Enfermeria

Diia. Carmen Rufete Cabrera

Bioestadistica

D. José Vicente Segura Heras - Profesor titular Bioestadistica
Miembros independientes del Centro

D. Alberto Martin Hidalgo - Miembro independiente del Centro
D. Fernando Vargas Torcal - Miembro independiente del Centro
Miembro Lego

D?. Manuela Angeles Peral Guilabert - Miembro ajeno a la profesion sanitaria y al Centro

Ldo. Derecho
D. Francisco Reyes Sansano Medina - Licenciado en Derecho

Anexo I

En el caso de que algiin miembro participe en el estudio o declare algiin conflicto de interés no
habra participado en la evaluacion, ni en el dictamen de la solicitud de autorizaciéon del mismo. Para

que conste donde proceda.

CEIm Hospital General Universitario de Elche
Camino de la Almazara, n° 11 - 03203 ELCHE - Tel. 966 61 61 74

Ceim_elx@gva.es

CSV:RLXJA27H:UIDF962M:1C2JHIJE  URL de validacié:https://wvww.tramita.gva.es/csv-front/index faces?cadena=RI XJA2 TH-U9DF962M:1C2JHIJE
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ACUERDO DE CESION DE MUESTRAS BIOLOGICAS HUMANAS Y/O DATOS CLINCO
ASOCIADOS PARA INVESTIGACION BIOMEDICA

De una parte,

D?. Maria Fuensanta Martinez Lozano , con DNI 34796656W, representante legal de la Fundacion para
la Formacién e Investigacion Sanitarias de la Region de Murcia (FFIS), con domicilio en Pabellon
docente del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca C/ Campo, 12, 30120, El Palmar, Murcia,
que actua como érgano gestor del Instituto Murciano de Investigacion Sanitara Pascual Parrilla (IMIB),
organismo que cuenta entre sus Plataformas con el Biobanco en Red de la Region de Murcia (en
adelante BIOBANCO IMIB), con nimero B.0000859 en el Registro Nacional de Biobancos del Instituto
de Salud Carlos lll, actuando en nombre y representacion del citado instituto, con domicilio, a estos
efectos, con sede en el Campus de Ciencias de la Salud edificio LAIB, y Don Luis Vicente Garcia-Marcos
Alvarez, como Director Cientifico del citado BIOBANCO, con domicilio en Edificio Laib, laboratorio 0.25,
Ctra. Buenavista, s/n, 30120, El Palmar, Murcia, y DNI 21404891X.

De otra parte,

Don/Diia. (nombre del representante legal de la institucion del receptor), en nombre y
representacion de (nombre de la institucion) con domicilio en (domicilio completo de la
institucion receptora) y NIF (numero de NIF), en virtud de las atribuciones y facultades que tiene
conferidas y otorgadas, y

El investigador Salvador Martinez Pérez (en adelante RECEPTOR), afiliado a Universidad Miguel
Hernandez de Elche (en adelante UMH), con DNI 051520372

EXPONEN

Que el BIOBANCO es una entidad publica

Que el BIOBANCO conforme a lo establecido en la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion
Biomédica y su desarrollo, es un establecimiento publico, sin animo de lucro, que acoge muestras
biolégicas humanas con fines de investigacion biomédica.

Que el BIOBANCO es miembro de la Plataforma ISCIII Biobancos y Biomodelos y dicha Plataforma
constituye un marco cooperativo armonico en beneficio de la Comunidad Cientifica, promoviendo el
incremento de la produccion cientifica de excelencia en Biomedicina, garantizando los derechos de
los pacientes y donantes en materia de donacion, gestion y cesién de muestras biolégicas e

informacion asociada, en el marco de los estandares éticos y legales vigentes.

IV. Que el RECEPTOR es una entidad publica/ privada (tachar lo que no proceda) (afiadir algun atributo
o descripcion de la actividad de la entidad)
FECHA DE APROBACION: 23/06/2023 PR04.05/vs05 Paginaldeé6
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ACUERDO DE CESION DE MUESTRAS BIOLOGICAS HUMANAS Y/O DATOS CLINCOS
ASOCIADOS PARA INVESTIGACION BIOMEDICA

V. Que el RECEPTOR ha solicitado las muestras y/o datos asociados (MATERIAL) al BIOBANCO que
constan en el formulario de solicitud de muestras y datos (ANEXO ) e incluidos en la solicitud con
codigo IMIB/2024/10, para la realizacion del proyecto de investigacion UNA POSIBLE DIANA
TERAPEUTICA PARA BLOQUEAR LA PROGRESION DEL GLIOMAS: LA AUTOFAVIA MEDIADA
POR CHAPERONAS EN PERICIOS (en adelante PROYECTO), descrito en el ANEXO |I, disponiendo
de la experiencia y los recursos necesarios para poder llevar a cabo dicho PROYECTO.

VI. Que el BIOBANCO tiene capacidad de suministrar el MATERIAL requerido para el PROYECTO, y que
este acuerdo se formaliza para que el BIOBANCO le ceda al RECEPTOR el MATERIAL, habiéndose
evaluado favorablemente dicha cesion por los comités ético y cientifico a los que esta adscrito el
BIOBANCO, y cuenta con el informe favorable del Director Cientifico del Biobanco.

VII. De acuerdo con lo anterior, y segun lo dispuesto en la normativa vigente, las partes convienen lafirma
del presente acuerdo, de conformidad segun las siguientes clausulas.

CLAUSULAS

PRIMERA. OBJETO

El objeto del presente acuerdo es establecer las condiciones para la cesion del MATERIAL, por el
BIOBANCO al RECEPTOR, para la ejecucion del PROYECTO presentado.

Son parte integral de este Acuerdo el ANEXO I, con la Solicitud de las muestras; el ANEXO |I, PROYECTO
para el que se han solicitado las muestras; el ANEXO Il (Registro de Transaccion de Muestras), relativo al
MATERIAL que se proporcionaran al RECEPTOR; y el ANEXO 1V, con el presupuesto detallado de los
servicios a realizar por el BIOBANCO. Este acuerdo suscribe la solicitud realizada a través de la pagina
web del Biobanco IMIB con cédigo IMIB/2024/10, solicitada por el RECEPTOR, con un coste asociado de
101,16 € (tarifa B).

SEGUNDA. OBLIGACIONES DEL BIOBANCO
EI BIOBANCO se compromete a las siguientes obligaciones:

I.  Que la obtencién y suministro del MATERIAL cumple con todas las garantias de proteccion,
seguridad y confidencialidad establecidas en la normativa aplicable (REGLAMENTO UE 2016/679
del Parlamento Europeo y del Consejo de 27 de abril de 2016, normativa espariola sobre proteccion
de datos de caracter personal vigente, LEY 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion biomédicay LEY
41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora de la autonomia del paciente y de derechos y
obligaciones en materia de informacion y documentacion clinica, asi como sus desarrollos
normativos).

Il.  Suministrar el MATERIAL de forma disociada de los datos identificativos del donante (seudonimizada
o anonimizada, segun estos términos se definen en la legislacion de proteccion de datos vigente,
segun lo indicado en el ANEXO |lI, protegiendo la identidad del donante, y cumpliendo los requisitos

legales vigentes para dicha cesion.

FECHA DE APROBACION: 23/06/2023 PR04.05/vs05 Pagina2 de6
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ACUERDO DE CESION DE MUESTRAS BIOLOGICAS HUMANAS Y/O DATOS CLINCO
ASOCIADOS PARA INVESTIGACION BIOMEDICA

Il

VI.

Suministrar el MATERIAL al RECEPTOR en condiciones optimas de utilizacion experimental, de
acuerdo con los estandares de calidad del BIOBANCO, no pudiéndose garantizar la idoneidad del

mismo para un propdsito particular o con ninguna otra garantia, implicita o explicita.

Suministrar el MATERIAL de forma gratuita, pudiendo tan sélo repercutir en la cesion los gastos de
obtencién, mantenimiento, manipulacion, envio y otros gastos de similar naturaleza relacionados con
el MATERIAL, detallados en el presupuesto aceptado por el RECEPTOR e incluido en el ANEXO
V.

Una vez transferido el material, EI BIOBANCO no tendra ningun tipo de responsabilidad derivada del
uso que el RECEPTOR haga del MATERIAL suministrado, transfiriéndose también todas las
obligaciones y responsabilidades descritas en el presente acuerdo, no pudiéndose reclamar

responsabilidades al Biobanco del mal uso del material y datos clinicos cedidos.

Poner el MATERIAL a disposicion del RECEPTOR para su recogida en la fecha acordada

previamente entre las Partes.

TERCERA. OBLICACIONES DEL RECEPTOR

EIRECEPTOR se compromete a las siguientes obligaciones:

VI.

VIL.

Utilizar el MATERIAL suministrado exclusivamente para la ejecucion del PROYECTO presentado y
previamente evaluado y aprobado por su Comité de Etico correspondiente. En el caso de que se
produzca un cambio sustancial en el desarrollo del PROYECTO que afecte al uso del MATERIAL el
RECEPTOR debera comunicarlo al Biobanco con caracter previo y por escrito, y éste decidira de

forma expresa sobre la autorizacion de nuevo uso del MATERIAL.
Custodiar y garantizar la trazabilidad del MATERIAL.

No ceder el MATERIAL a terceros, investigadores y/o instituciones, no contemplados en el
PROYECTO inicial.

Garantizar en todo momento la confidencialidad del MATERIAL. EI compromiso de confidencialidad
y de limitacion en el uso subsiste durante todo el periodo en que se mantenga el MATERIAL, y éste
no puede prolongarse mas alla del necesario para cumplir los fines de investigacion sefialados en el

PROYECTO y las obligaciones vinculadas al mismo.
EIRECEPTOR, cuando trate datos seudonimizados, se compromete a no intentar identificar al sujeto.

Asumir la responsabilidad y eximir de cualquier responsabilidad al BIOBANCO, respecto del manejo
y almacenamiento adecuado y seguro del MATERIAL bajo las condiciones de bioseguridad
apropiadas y por personal capacitado en su laboratorio para garantizar una contencién adecuada
del riesgo. EI MATERIAL transferido puede contener virus, genomas virales latentes y otros agentes

infecciosos.

Si en el curso de la investigacion se obtuviese algun hallazgo relevante para la salud del sujeto
donante o de sus familiares, informara al BIOBANCO garantizando el acceso a los correspondientes
datos y resultados.

FECHA DE APROBACION: 23/06/2023 PR04.05/vs05 Pagina3de6
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ACUERDO DE CESION DE MUESTRAS BIOLOGICAS HUMANAS Y/O DATOS CLINCO
ASOCIADOS PARA INVESTIGACION BIOMEDICA

VIII.

XI.

XII.

XII.

Mencionar la procedencia del MATERIAL en todas las comunicaciones y publicaciones cientificas

que se deriven de la investigacion con dicho MATERIAL, con las siguientes formulas conjuntamente:

En Materiales y Métodos:

“Las muestras y datos de pacientes incluidos en este estudio fueron proporcionados por el Biobanco
IMIB (Registro Nacional de Biobancos B. 0000859) (PT20/00109), integrado en la Plataforma ISCIII
Biobancos y Biomodelos, con la aprobacion de sendos Comités Etico y Cientifico, y han sido
procesados siguiendo procedimientos normalizados”

“Samples and data from patients included in this study were provided by the Biobank IMIB (National
Registry of Biobanks B. 0000859) (PT20/00109), integrated in the Platform ISCIIl Biobanks and
Biomodels and they were processed following standard operating procedures with the appropriate
approval of the Ethics and Scientific Committees”, y

En Agradecimientos:

“Agradecemos particularmente a los pacientes y al Biobanco IMIB (PT20/00109) integrado en la
Plataforma ISCIII Biobancos y Biomodelos su colaboracion”

“We want to particularly acknowledge the patients and the Biobank IMIB (PT20/00109) integrated in
the Platform ISCIII Biobanks and Biomodels for their collaboration”.

Una vez publicados los resultados derivados de la utilizacion del MATERIAL, enviara al BIOBANCO
una copia de todas las comunicaciones y articulos cientificos publicados. Del mismo modo,
depositara en el BIOBANCO los datos de interés derivados del proyecto realizado con el MATERIAL,
tras su conclusion y publicacion, quedando a disposicion de futuros investigadores que requieran el
mismo MATERIAL. Por su parte el BIOBANCO informara al RECEPTOR de los proyectos en los que
se solicite y cedan esos datos.

EI BIOBANCO se reserva el derecho de recabar informes al RECEPTOR acerca de la utilizacion del
MATERIAL, y realizar un seguimiento de los resultados obtenidos con el mismo para garantizar el
derecho de informacion al donante.

Una vez finalizado el PROYECTO o extinguido el contrato, el RECEPTOR devolvera al BIOBANCO
o destruira a decision de este ultimo y a coste del RECEPTOR los excedentes de MATERIAL

utilizado para dicha finalidad.

Sufragar al BIOBANCO los gastos generados segun el presupuesto previamente aceptado, asi como
los costes de envio si los hubiera, e incluidos en el ANEXO V. En ese caso, el investigador se haria
cargo de contratar a una empresa transportista que garantice el transporte adecuado del MATERIAL
cumpliendo estandares de calidad y seguridad requeridos. EI BIOBANCO no se hace responsable

de los darios o pérdida que pudiera ocasionarse al MATERIAL durante el transporte.

Cumplir el Reglamento intero del Biobanco en lo referente a cesiones. Dichos aspectos se
encuentran ya clausulados en este acuerdo.

CUARTA. CONFIDENCIALIDAD
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ACUERDO DE CESION DE MUESTRAS BIOLOGICAS HUMANAS Y/O DATOS CLINCOS
ASOCIADOS PARA INVESTIGACION BIOMEDICA

Cada una de las partes se compromete a no difundir sin permiso de la otra parte, las informaciones
cientificas o técnicas pertenecientes a la otra parte a las que hayan podido tener acceso, siempre que esas
informaciones no sean de dominio publico o su revelacién sea requerida por Ley o por autoridad publica.

Esta obligacion se mantendra en vigor con independencia de la vigencia del presente acuerdo y mientras
dicha informacion mantenga su caracter confidencial.

QUINTA. DERECHOS DE PROPIEDAD INTELECTUAL E INDUSTRIAL

Salvo que las partes acuerden lo contrario, la aportacion del BIOBANCO en el presente PROYECTO de
Investigacion queda limitada a la aportacion del MATERIAL. EI RECEPTOR ostentara los derechos de
Propiedad Industrial y/o Intelectual que se puedan derivar de los resultados del PROYECTO.

SEXTA. RESOLUCION DE CONFLICTOS, LEY APLICABLE Y JURISDICCION

Las partes se comprometen a resolver de manera amistosa cualquier desacuerdo que pueda surgir en el

cumplimiento del presente acuerdo.

En el caso de conflicto por divergencias en la interpretacion o ejecucion del presente acuerdo, o cualquier
cuestion que pudiera derivarse de la aplicacion, cumplimiento y efectos del presente acuerdo, las partes se
comprometen a someterse a la jurisdiccion competente al domicilio del BIOBANCO, con renuncia expresa

a cualquier otro fuero y jurisdiccion.

Las partes acuerdan someterse a la normativa especificamente aplicable mencionada en el cuerpo del
presente Contrato y supletoriamente lo dispuesto en el Cédigo Civil. El presente Acuerdo se regira segun
la legislacién espariola.

Cualquier controversia que surja con motivo de su aplicacion sera resuelta por los juzgados y tribunales de

Murcia

SEPTIMA. VIGENCIA DEL ACUERDO Y EXTINCION DEL CONTRATO
El presente acuerdo entra en vigor en fecha de la ultima de las firmas que lo suscriben.
Este acuerdo podra quedar extinguido, mediante escrito dirigido a la otra parte:
a) Tras la conclusion del PROYECTO para el que se ha solicitado el MATERIAL.
b) Por mutuo acuerdo de las partes.

c) Clausura, o disolucién o liquidacion de cualquiera de las entidades/instituciones que suscriben el
presente acuerdo.

d) Incumplimiento de las obligaciones del presente acuerdo.

No obstante, la extincién del presente acuerdo por cualquier motivo, no se extinguiran las obligaciones de
los firmantes en materia de confidencialidad, devolucion o destruccion de excedentes, reconocimiento de
procedencia, retorno de resultados y todas las que establezca la ley aplicable.

OCTAVA: INVALIDEZ PARCIAL
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ACUERDO DE CESION DE MUESTRAS BIOLOGICAS HUMANAS Y/O DATOS CLINCOS

ASOCIADOS PARA INVESTIGACION BIOMEDICA

En caso de que cualquier clausula o parte del presente acuerdo resulte ilegal, invalida o no ejecutable, las

clausulas restantes permaneceran con plena eficacia.

Y, para que conste a todos los efectos, afirmandose y ratificandose en el contenido del presente acuerdo,

con promesa de cumplimiento estricto y fiel a los contenidos, las partes lo firman por duplicado y a un solo

efecto.
Por parte del BIOBANCO: Por parte de la Institucion RECEPTORA:
Representante Legal del Biobanco™: Representante Legal de la Institucion™:
Firmado: Maria Fuensanta Martinez Lozano Firmado: (Nombre y Apellidos)
Fecha: Fecha:

Fecha:

Director/a Cientifico/a del Biobanco: Investigador/a Responsable del Proyecto:

Firmado: Luis Garcia-Marcos Alvarez

Firmado: Salvador Martinez Pérez
Fecha: 29/11/2024

* Si el Representante Legal es el mismo en ambas instituciones, no es necesaria la firma.

ANEXOS

ANEXO I: Formulario de solicitud de las muestras.

ANEXO II: Memoria del PROYECTO para el que se solicitan las muestras.

ANEXO lli: Registro de transaccion de muestras. Descripcion detallada de las muestras e informacion
que se proporcionaran al RECEPTOR, incluyendo el tipo de disociacion de la informacion.

ANEXO IV: Presupuesto detallado de los servicios a realizar por el BIOBANCO.
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8. TABLAS, GRAFICOS Y FIGURAS

Tabla 1. Anticuerpos primarios y secundarios

Técnica

Anticuerpo primario

Anticuerpo secundario

Objetivos

Inmunohistoquimica

Goat polyclonal

Anti-goat IgG donkey

Marcador de células tumorales de GDI

doble anti-NG2 y
anti-IL3Ra2

Human anti-IL-13
Ra2 antibody
polyclonal goat IG

F33 (red)

Anti-goat F27 (green)

anti-IL3Ra2 anti-IL-13 Ra2 ab6880 O1- Andlisis de la expresion de
IL13RA2 por las células tumorales
Marcador de PC
. 0O2- Analizar la presencia de
Inmunohistoquimica : Rabot Anti-rabbit IgG goat | NG2/CSPG4 en el microambiente
anti-NG2 anti-NG2/CSPG4 BA-1000 tumoral del GDI
polyclonal IgG 03- Descripcion de la malformacion
vascular e interaccion células
tumorales-PC en la zona peritumoral
Marcador de PC (NG2)
Marcador de células tumorales
Rabbit (IL3Ra2)
anti-NG2/CSPG4 O1- Andlisis de la expresion de
Inmunofluorescencia polyclonal IgG Anti-rabbit F14 (red)/ | |L13RA2 por las células tumorales.

0O2- Analizar la presencia de
NG2/CSPG4 en el microambiente
tumoral del GDI

O3- Descripcién de la malformacion
vascular e interaccion células
tumorales-PC en la zona peritumoral

Inmunofluorescencia
doble anti-NG2 y
anti-PDGFRB

Rabbit
anti-NG2/CSPG4
polyclonal IgG

Human
anti-PDGFR
antibody polyclonal
goat IG

Anti-rabbit F14 (red) /
F33 (red)

Anti-goat F27 (green)

Marcador de PC (NG2, PDGFRB)

0O2- Analizar la presencia de
NG2/CSPG4 en el microambiente
tumoral del GDI

O3- Descripcion de la malformacion
vascular e interaccion células
tumorales-PC en la zona peritumoral

Inmunofluorescencia
anti-GFAP

Rat monoclonal IgG
anti-GFA

Anti-rat Alexa F44
(green)

Marcador de células tumorales de GDI

O3- Descripcién de la malformacion
vascular e interaccion células
tumorales-PC en la zona peritumoral

Inmunofluorescencia
anti-CD19

Rabbit anti-CD19
recombinant
monoclonal IgG

Anti-rabbit F14 (red) /
F33 (red)

Posible marcador de células tumorales
y PC condicionados

0O4-Analisis de expresion de CD19 y
su interaccién con PC
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Figura 1. Expresion de IL13Ra2 en GDI.
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GDI 18, muestra 1 de la necropsia: Glioma difuso infantil de tronco. Seccién transversal de protuberancia.

A) Tincion estructural con H&E mostrando la masa celular del GDI (tumor). Las flechas indican la zona de avance del tumor
sobre el tejido sano. Se aprecia la alta densidad celular del tumor comparado con el tejido sano. B) IMH: Expresion de IL13Ra2
en las células tumorales, coincidiendo la expresion con el frente de avance tumoral (flechas) C) IF: Expresion de IL13Ra2 en
las células tumorales, coincidiendo la expresion con el frente de avance tumoral (flechas).
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GDI 19, muestra 5 de la necropsia: Glioma difuso infantil de tronco. Seccion transversal de protuberancia.

D) Tincién estructural con H&E mostrando la masa celular del GDI (tumor). Las flechas indican la zona de avance del tumor
sobre el tejido sano. Se aprecia la alta densidad celular del tumor comparado con el tejido sano. E) IHQ Expresion de IL13Ra2
en las células tumorales, coincidiendo la expresion con el frente de avance tumoral (flechas) F) IMF: Expresion de IL13Ra2 en
las células tumorales, coincidiendo la expresion con el frente de avance tumoral (flechas).
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GDI 78, pieza de necropsia 6: Glioma difuso infantil de tronco. Seccion transversal del mesencéfalo.

G) Tincién estructural con H&E mostrando la masa celular del GDI (tumor). Las flechas indican la zona de avance del tumor
sobre el tejido sano. Se aprecia la alta densidad celular del tumor comparado con el tejido sano. H) IHQ: Débil expresion de
IL13Ra2 en las células tumorales, coincidiendo la expresion con el frente de avance tumoral (flechas) I) Inmunofluorescencia:
Débil expresion de IL13Ra2 (verde) en las células tumorales y NG2 (rojo) en los PC, coincidiendo la expresion con el frente de

avance tumoral (flechas).
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Figura 2. expresion de NG2 en la zona de avance de GDI
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GDI 18, muestra 1 de la necropsia: Glioma difuso infantil de tronco.Seccion transversal de protuberancia.

A) IF: expresion de IL13Ra2 en las células tumorales, coincidiendo la expresion con el frente de avance tumoral (flechas). El
recuadro rojo (zona de avance tumoral) se amplia en B. El recuadro violeta (zona de cerebro no infiltrada) se amplia en E. Las
células tumorales expresan IL13Ra2 (verde). B) Aumento de la zona de avance tumoral expresando IL13Ra2. C) Intensa
expresion de NG2 en los vasos peritumorales, con aspecto glomeruloide (flechas). D) Se aprecia la activacion de NG2 en PC
contactados por células de GDI (flechas). E, F) En la zona de tejido cerebral no infiltrado no se observa expresion de IL13Ra2
ni NG2.
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GDI 18, muestra 9 de la necropsia. Seccion transversal del mesencéfalo.

G) Tincion estructural con H&E mostrando la masa celular del GDI. Las flechas indican la zona de avance del tumor sobre el
tejido sano. Se aprecia la alta densidad celular del tumor comparado con el tejido sano. H) IHQ: Expresion de IL13Ra2 en las
células tumorales, coincidiendo la expresion con el frente de avance tumoral (flechas) . El recuadro muestra la zona mostrador
en I-K. I, J, K) IF mostrando la expresion de IL13Ra2 (verde) en las células tumorales y NG2 (rojo) en los pericitos,
coincidiendo la expresion con el frente de avance tumoral (puntas de flecha). L) Tincion estructural con H&E mostrando la
region de malformacion vascular peritumoral (flechas y asteriscos). M) Region sefalada en la imagen L (recuadro) donde se ha
detectado la expresion de NG2 en los vasos peritumorales.
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Figura 2. expresion de NG2 en la zona de avance de GDI
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GDI 78, muestra 6 de la necropsia. Seccion transversal de bulbo con mucha necrosis.

N) Tincion estructural con H&E mostrando la masa celular del GDI. Las flechas indican la zona de avance del tumor sobre el
tejido sano. Se aprecia la alta densidad celular del tumor comparado con el tejido sano. B) IMH: Expresion de IL13Ra2 en las
células tumorales, coincidiendo la expresion con el frente de avance tumoral (flechas). P) IF: Expresion de IL13Ra2 en las
células tumorales, coincidiendo la expresion con el frente de avance tumoral (flecha). Q, R, S) IFde la zona de avance tumoral
(recuadro en O) con células de GDI IL13Ra2 positivas (verde, flechas) que infiltran difusamente el tejido adyacente y coaptan
los vados peritumorales, donde activan la expresion de NG2 en los pericitos (rojo, puntas de flecha). T, U) En la zona no
infiltrada (recuadro en O) no se observa expresion de IL13Ra2 ni NG2.
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GDI 19, muestra 5 de la necropsia: Glioma difuso infantil de tronco. Seccion transversal de protuberancia.

V) Tincion estructural con H&E mostrando la masa celular del GDI (tumor) y el tejido no infiltrado peritumoral. Las flechas
indican el frente de avance del tumor. X) IF con la expresion de IL13Ra2 en las células del GDI. Y 1, 2 y 3) Fotografias de IF
donde se mestras la zona de infiltracion (recuadros en V y X), las flechas sefialan las células de GDI con expresion de
IL13Ra2 (verde) y las puntas de flechas los PC expresando NG2 (rojo). Z 1, 2) Las zonas de tejido no infiltrado no presentan
expresion de IL13Ra2 ni NG2.
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Figura 3. Cooptacion vascular por el GDI

GDI 23 muestra de biopsia. Secciones transversales de protuberancia.

A) IF: Deteccion de la expresion de IL13Ra2 en el tumor, dondes se aprecia el margen de la masa tumoral (flechas grandes) y
la presencia de células aisladas de GDI (IL13Ra2 positivas) en el tejido peritumoral (flechas pequenas; Insert). B) IF: Deteccion
de NG2 en las paredes de los vasos tumorales (puntas de flecha). Insert: vasos peritumorales expresando NG2 en los PC,
identificados por la expresion de PDGFR. C) IF: deteccion combinada de IL13Ra2 y NG2 donde se muestra la coincidencia
de la activacion de NG2 en las zonas de cooptacion vascular por parte de células tumorales (flechas y puntas de flecha). En el
insert se muestra como células infiltradas a distancia del margen tumoral son capaces de cooptar vasos y activar la expresion
de NG2 (puntas de flecha). D) La expresion de IL13Ra2 coindice con la expresion de GFAP (flecha) demostrando el caracter
glial de las células de GDI.E-G) la expresion de IL13Ra2 en las células de GDI nos permite observar las prolongaciones que
estas células envian a los PC para activar los procesos de cooptacion vascular (flechas en E-F; puntas de flecha en H). 1) En
algunas regiones de la seccion se observan PC (NG2 +) migrando libremente por el espacio peritumoral (flechas).

Figura 4. Expresiéon de CD19 en el GDI

GDI 18 muestra 1 de la necropsia.

A) IF: Deteccion de la expresion de NG2 en pericitos alrededor de un vaso en la periferia del GDI (puntas de flecha). B) IF:
Expresion de CD19 en células sanguineas intravasculares (flechas blancas), en la membrana de células tumorales (puntas de
flecha) y en la membrana celular de PC (flechas amarillas). C) Doble IF mostrando la relacion de la localizacion de CD19 en la
membrana del PC (flechas amarillas). D-F) En la region no infiltrada se observan PC con débil expresion de NG2 (punta de
flecha en D y F), lo que permite localizar la expresion de CD19 exclusivamente en células intravasculares (flechas en E, F).
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