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Resum 

El càncer de còlon és una de les grans causes de mortalitat arreu del món. Encara que hi 
ha moltes opcions de tractament, un alt nombre de pacients presenten resistència o 
recidiva, sobretot en tumors amb poca immunogenicitat. Davant d’aquest problema, 
aquest estudi analitza la possibilitat de desenvolupament d’una estratègia 
d’immunoteràpia personalitzada basada en vesícules de membrana externa (OMVs) 
d’Escherichia coli, millorades per expressar neoantígens tumorals a la seva superfície 
provinents dels gens MLH1, MSH2 i MSH6 mutats. A través d’eines in silico, es van escollir 
mutacions que provoquen proteïnes aberrants immunògenes amb alta afinitat pels al·lels 
HLA més comuns en la població caucàsica. A continuació es dissenyen construccions 
recombinants per expressar els neoantígens amb proteïnes de superfície externa de les 
OMVs. Es preveu avaluar l’expressió antigènica, l’activació de cèl·lules immunes in vitro i 
la resposta antitumoral en models murins humanitzats amb HLA transgènics. Aquest 
sistema vol presentar una nova estratègia vacunal adaptable al perfil genètic, en context 
de l’haplotip d’HLA del pacient, amb aplicació directa en tumors MSI-H. Els resultats 
esperats podrien assentar les basses d’una immunoteràpia segura, eficaç i personalitzada 
contra el càncer colorectal. A més, es presenta com una ajuda potencial antitumoral amb 
la combinació amb inhibidors de CheckPoints del sistema immune. 
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1. Antecedents  
El càncer colorectal (CRC, per les sigles en anglès) és el tercer Zpus de càncer més comú 
i representa la segona causa de mortalitat oncològica a escala mundial. Presenta una 
elevada taxa de morbiditat i mortalitat, així com mecanismes evoluZus propis i ben 
diferenciats (1–3). La supervivència mitjana se situa al voltant del 65% tot i que varia 
significaZvament segons l’estadi en el moment del diagnòsZc (4). El desenvolupament del 
CRC sol ser asimptomàZc en les primeres fases i segueix un procés mulZesglaonat. 
Habitualment s’inicia a parZr de pòlips benignes que, a causa de l’acumulació progressiva 
de mutacions genèZques i alteracions epigenèZques, deriven en transformacions 
histològiques i morfològiques malignes caracterísZques del CRC (3,5).  
 
Un dels grans reptes clínics és l’elevada heterogeneïtat biològica que presenta, tant en la 
seva progressió com en la resposta als tractaments, fins i tot entre pacients amb el mateix 
estadi de la malalZa. Aproximadament el 85% dels casos es caracteritzen per una 
inestabilitat cromosòmica (CIN/MSS), sovint associada a mutacions puntuals en gens 
supressors de tumors com TP53 i KRAS. El 15% restant presenta defectes en el sistema de 
reparació de l'ADN (MMR), originant tumors amb alta inestabilitat de microsatèl·lits (MSI-
H), els quals generen un elevat nombre de neoanhgens immunògens. Aquesta càrrega 
mutacional confereix als tumors MSI-H un fenoZp “calent”, més suscepZble a la resposta 
immune (3–6).  
 
El tractament convencional del CRC inclou combinacions de cirurgia, radioteràpia, 
quimioteràpia i immunoteràpia estàndard, ajustades a les caracterísZques de cada 
pacient i a la resectabilitat del tumor. Tot i aquest ampli arsenal terapèuZc, prop del 50% 
dels pacients acaben desenvolupant formes recurrents i incurables de la malalZa, amb 
una disminució progressiva de la supervivència. A més, s’observen casos de toxicitat 
elevada, resistència als fàrmacs i presència de tumors amb baixa immunogenicitat 
(“freds”), factors que limiten l’eficàcia dels tractaments actuals (2,4,7,8).  
 
Davant d’aquest escenari, resulta urgent desenvolupar estratègies terapèuZques més 
innovadores i eficients. Les immunoteràpies emergents com els inhibidors de CheckPoints 
(Pembrolizumab i Nivolumab), i les cèl·lules CAR-T específiques de tumors, han obert 
noves perspecZves clíniques més personalitzades (2,4). Paral·lelament, s’estan explorant 
enfocaments basats en vectors microbians, com bacteris o virus modificats genèZcament, 
per esZmular una resposta immune específica contra les cèl·lules tumorals (8,9).   
 
A causa de la seva facilitat amb la manipulació genèZca i la seva capacitat per produir 
vesícules de membrana externa (OMVs), un dels bacteris més explorats per al 
desenvolupament de vacunes i immunoteràpies és Escherichia coli. Aquestes OMVs 
mencionades es defineixen com a nanoparhcules amb forma esfèrica, d’entre 2 i 200 nm 
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de diàmetre, que contenen components de la membrana externa i del periplasma de la 
bactèria, inclòs lipopolisacarids (LPS), proteïnes de membrana i altres molècules 
immunoesZmulants. Diversos estudis demostren el potencial de les OMVs com a eina en 
la immunoteràpia contra el càncer. Per exemple, s’ha vist que poden esZmular respostes 
immunitàries adaptaZves mitjançant l’acZvació de limfòcits T CD8+ específiques per 
anhgens tumorals (9–12).  
 
Una línia d’invesZgació prometedora consisteix a aprofitar la forta immunogenicitat dels 
tumors MSI-H per dissenyar immunoteràpies capaces d’induir respostes anZtumorals. 
Aquest enfocament, basat en la idenZficació de neoanhgens específics i la seva 
presentació de manera exògena a parZr de OMVs produïdes per Escherichia coli, pot 
donar lloc a vacunes personalitzades capaces de reprogramar el sistema immunitari i 
millorar la resposta en tumors amb baixa immunogenicitat (9,13–15).  

2. Resultats previs 
2.1. IdenNficació de mutacions candidates a neoanQgens.  

Per la recerca de mutacions potencialment generadores de neoanhgens, es va uZlitzar la 
plataforma bioinformàZca cBioPortal for Cancer Genomics, aquesta permet l’anàlisi d’una 
àmplia selecció de dades genòmiques obZngudes de diferents consorcis (16). 
Específicament, es va seleccionar l’estudi “Colorectal Adenocarcinoma (TCGA, PanCancer 
Atlas)” per l’ampli número mostral que presenta i l’elevada qualitat genòmica. A través del 
mòdul de mutacions del portal, es van filtrar les mostres classificades com MSI-H.  
 
Es van prioritzar les mutacions de Zpus missense i frameshiG localitzades en gens 
associats al CRC MSI-H, com són MLH1, MSH2 i MSH6. Són aquestes les mutacions que 
es consideren potencials fonts de proteïnes aberrants pel seu impacte directe en la 
seqüència d’aminoàcids, i per tant les més immunògenes (3,17,18).  
 

2.2. Validació in silico dels neoanQgens  
Un cop idenZficades les mutacions més prometedores a generar neoanhgens, es va 
procedir a la seva validació in silico mitjançant eines de predicció d’afinitat pephdica als 
al·lels HLA més freqüents en la població caucàsica. Com ara HLA-A02:01, HLA-A01:01, 
HLA-BO7:02, HLA-B08:01 (Zpus I) i HLA-DRB107:01 i HLA-DRB115:01 (de Zpus II). Aquest 
son els més prevalent descrits en estudis recents de seqüenciació massiva d’HLA i que es 
poden validar amb els mètodes bioinformàZcs descrits a conZnuació (19–21).  
 
Per les mutacions de Zpus missense, es va modificar manualment la seqüència de la 
proteïna obZnguda de UniProtKB, subsZtuint l’aminoàcid afectat per la versió mutada. Es 
van seleccionar pèpZds d’entre 9 i 15 aminoàcids que conZnguessin la mutació i es va 
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introduir als portals NetMHCpan (al·lels HLA de classe I) i en NetMHCIIpan (al·lels HLA de 
classe II) amb la configuració de base, modificant només la llargada del pèpZd introduït i 
les formes al·lèliques que es volien provar (esmentades anteriorment). Tot això amb 
l’objecZu de predir la seva capacitat d’unió (17,22).  
 
En el cas de les mutacions frameshiG, es va descarregar la seqüència codificant del gen 
(CDS) des del portal NCBI i es va editar el nucleòZd corresponent per simular la mutació. 
La seqüència resultant es va traduir a la seva forma proteica uZlitzant ExPASy Translate 
Tool i la proteïna mutada es va sotmetre igualment a anàlisis amb NetMHCpan i 
NetMCHIIpan per predir possibles neoanhgens amb alta afinitat per MHCI i MCHII.  
 
Els resultats obZnguts ens mostren que tres dels gens provats amb diferents mutacions 
tenen afinitat d’unió per alguns dels al·lels HLA descrits anteriorment. El primer gen 
seleccionat va ser MLH1 amb les mutacions G67R, R217C, R385H i R497Gfs*11 (del). 
Aquestes mutacions fan que les pèpZds mutats s’uneixin als al·lels HLA-A02:01, HLA-
A01:01, HLA-BO7:02, HLA-B08:01 (Zpus I) i HLA-DRB107:01 i HLA-DRB115:01 (de Zpus II). 
El següent gen seleccionat va ser MSH2 amb les mutacions: K353N, R406Q i M83I. Els 
pèpZds aberrants que esdevenen d’aquestes mutacions son capaços d’unir-se a HLA-
A02:01, HLA-A01:01, HLA-BO7:02 i HLA-B08:01 (Zpus 1). L’úlZm gen idenZficat va ser 
MSH6 amb les mutacions: K13T i H130N, les proteïnes resultants d’aquestes mutacions 
s’uneixen in silico a HLA-A02:01, HLA-A01:01, HLA-BO7:02, HLA-B08:01 (Zpus I) i HLA-
DRB107:01 i HLA-DRB115:01 (de Zpus II) (Taula 1). Una vegada es van detectar el gens 
mutats més immunògens es demanen comercialment, de manera que l’empresa 
opZmitzarà els codons perquè es puguin traduir de manera fidel a Escherichia coli. 

 
Taula 1: gens i mutacions seleccionades i afinitat HLA de cada neoan6gen. 

3. Hipòtesis i objec=us  
La hipòtesi del projecte planteja que les vesícules de membrana externa (OMVs) 
derivades d’Escherichia coli, modificades genèZcament per expressar neoanhgens 
tumorals humans, poden induir una resposta immune eficaç contra el tumor colorectal 
en models murins humanitzats transgènics per diferents HLA. Amb aquesta base podríem 
establir tractaments altament personalitzats. Per definir els objecZus m’he basat en els 
resultats previs obZnguts in silico descrits anteriorment.  
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El primer objecZu consisteix a dissenyar construccions gèniques que permeZn l’expressió 
superficial dels neoanhgens mutats seleccionats fusionats a proteïnes de membrana 
d’E.coli, per l’exposició i incorporació a les OMVs. Per tant, es produiran i purificaran OMVs 
recombinants en condicions controlades de culZu i es verificarà la presència i l’exposició 
del neoanZgen amb tècniques moleculars.  
 
El segon objecZu permetrà avaluar la capacita de les OMVs in vitro per acZvar cèl·lules 
dendríZques i induir l’acZvació de limfòcits T CD4+ i CD8+, així com analitzar el potencial 
tòxic en aquestes línies cel·lulars. Es farà a través de co-culZus i mesures de l’acZvitat 
immune a nivell cel·lular amb tècniques d’idenZficació.  
 
Finalment, l’úlZm objecZu se centra en la validació in vivo de l’eficàcia i la seguretat del 
sistema, mitjançant l’administració de les diferents formulacions d’OMVs en ratolins 
transgènics per diferents al·lels HLA amb tumors colorectals establerts. Es monitoraran 
diferents paràmetres, com el volum tumoral o la infiltració immunitària, així com la 
toxicitat mitjançant anàlisis histològiques i bioquímics. 
 
Aquests tres objecZus, junt amb les diferents tècniques, permetrà avaluar el potencial de 
les OMVs com a plataforma vacunal dirigida a neoanhgens en contextos HLA definits en 
models murins transgènics humanitzats.   

4. Materials i mètodes  
Aquest projecte s'estructura en diferents paquets de treball, amb l'objecZu de definir una 
metodologia segmentada en fases (Fig. 1). Aquesta divisió permet establir fites parcials 
que faciliten la detecció de punts críZcs en el procés i possibiliten la implementació 
d'alternaZves estratègiques davant possibles riscos. 
 
La divisió esmentada es basa en: l’obtenció d’una fàbrica cel·lular de vesícules de 
membrana extracel·lular (OMVs) recombinants, l’avaluació de la teràpia in vitro i 
demostració de l’eficàcia in vivo amb models murins humanitzats.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1: flux de treball proposat del projecte. Es mostren les diferents fases a seguir que corresponen als 
objecBus establerts en l’apartat anterior. Font: elaboració pròpia amb BioRender. 
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4.1. Construcció de les fusions gèniques, clonació en vector 
d’expressió pBAD18s i transformació en Escherichia coli ΔtolR.  

Per a l’expressió dels neoanhgens seleccionats en vesícules de membrana externa (Outer 
Membrane Vesicles, OMVs), es dissenyarà una estratègia de fusió gènica amb dues 
proteïnes d’Escherichia coli (Fig. 1). L’objecZu és obtenir una presentació eficient dels 
pèpZds mutats a través tant del complex MHC de classe I com de classe II, maximitzant 
així la capacitat immunògena de les OMVs recombinants.  
 
Amb aquesta finalitat, se seleccionarà com a proteïna per la fusió la toxina ClyA, amb 
funció transportadora de proteïnes de membrana externa. Aquesta afavoreix la 
presentació per MHC-I gràcies al processament intracel·lular (12,23). A més, es combinarà 
amb OmpA, una proteïna amb funció estructural que és molt abundant a la membrana 
externa i que afavoreix la captació de les OMVs per APCs i facilita el processament 
endosomal, contribuint a la presentació per MCH-II (24,25). Per tant, una doble fusió del 
neoanZgen permetrà una presentació creuada del neoanZgen tant per la via citosòlica 
(MCH-I) com per la via endosomal (MCH-II).  
 
Per garanZr una elevada producció de OMVs i facilitar la purificació del sistema, se 
seleccionarà la soca E. coli ΔtolR, una variant modificada que presenta una 
sobreproducció natural de vesícules de membrana a conseqüència de la disrupció de 
l’estructura del complex Tol–Pal (26). Es construiran tres fusions gèniques, que es basen 
en els dos gens esmentats (ClyA-OmpA) i un gen mutat a cadascuna: MLH1, MSH2 i MSH6 
(Fig. 2).  

Fig. 2:  fusions gèniques transcripcionals emprades en aquest projecte. A) fusió gènica dels gens 
d'Escherichia coli responsables de la localització de les proteïnes aberrants. B) Fusió gènica A amb el gen 
MLH1 mutat. C) Fusió gènica A amb el gen MSH2 mutat. D) Fusió gènica A amb el gen mutat MSH6.  
Font: elaboració pròpia amb BioRender.  
 

Les seqüències gèniques fusionades es clonaran en un plasmidi de sobreexpressió 
proteica sota un promotor induïble, pBAD18s, per permetre el control de l’expressió i 
opZmitzar la càrrega anZgènica de les OMVs. És un promotor regulable per L-arabinosa 
que evita efectes tòxics derivats de l’expressió proteica, a més, conte una resistència a 
l’ampicil·lina mitjançant el gen bla i una eZqueta 6xHis a l’extrem C-terminal per facilitar 
la posterior detecció de la proteïna de fusió (27,28) (Fig. 2).   
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Fig. 3: plasmidi pBAD18s amb la construcció de la fusió gènica amb l’insert corresponent. Un plasmidi per 
cada insert. Font: elaboració pròpia amb BioRender.  
 
A conZnuació, un cop transformades, per electroporació, en les soques esmentades 
anteriorment (E. coli ΔtolR), es culZvaran en condicions controlades per a la producció i 
posterior purificació de vesícules, que s’uZlitzaran en les anàlisis funcionals posteriors. 
 

4.2. Producció i purificació de vesícules extracel·lulars de membrana o 
OMVs.  

Les vesícules de membrana externa es produiran mitjançant una soca hiperproductora 
d’Escherichia coli (ΔtolR), transformada amb un plasmidi recombinant que codificarà la 
proteïna de fusió ClyA-OmpA-neoantigen. Els cultius es realitzaran en medi LB amb 
ampicil·lina (100 µg/mL) i s’induirà l’expressió mitjançant L-arabinosa (0,2% p/v) un cop 
assolit el creixement logarítmic. L’expressió és dura a terme a 16 °C amb agitació durant 
una incubació prolongada (23,25,27). 

Les OMVs es purificaran a partir del sobrenedant del cultiu líquid mitjançant una 
centrifugació inicial per eliminar les cèl·lules, seguida de filtració (0,22 µm) i posterior 
ultracentrifugació a alta velocitat. Els pellets obtinguts es rentaran amb PBS estèril i és 
resuspendran en un volum definit en funció del volum inicial del cultiu. Les vesícules 
purificades es conservaran a 4 °C fins a la seva anàlisi (25). 

 

4.3. Verificació de la presència i exposició del neoanNgen a les OMVs.  
Es determinarà la presència i l’exposició del neoanZgen amb Western blot, emprant un 
anZcòs específic contra l’eZqueta 6xHis present a la proteïna de fusió. Les mostres d’ 
OMVs obZngudes en l’anterior pas es prepararan en tampó de càrrega, se separaran en 
un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) i es transferiran a una membrana de PVDF. La 
detecció serà a través de la incubació d’un anZcòs primari anZ-6xHis i un secundari 
conjugat amb HRP, aquest reacZu transfereix un senyal quimioluminescent detectable 
(29,30) (Fig. 4).  
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És necessari confirmar que el neoanZgen és accessible a la super|cie de les OMVs. Es 
realitzarà un tractament en paral·lel amb proteïnasa K. Una alíquota de les vesícules 
purificades es tractarà amb proteïnasa K (50 µg/mL, 30 min. a 37ºC). Mentre que una 
alíquota es manZndrà sense tractament com a control. Després del tractament 
mencionat, la proteasa s’inacZvarà i ambdues mostres s’analitzaran mitjançant Western 
blot (Fig. 4). Es farà un western blot per cada OMV recombinant, per tant, 3 sense 
tractament amb proteïnasa K i 3 amb tractament amb proteïnasa K. 
 
Per validar els resultats s’uZlitzarà com a control negaZu una proteïna endògena 
periplasmàZca de les OMVs, BT_0766 (no exposada a la super|cie) amb l’anZcòs primari 
anZ-BT_0766 (29,30). S’usarà també un control posiZu per detectar proteïnes de 
super|cie ClyA lliures (no recombinants) amb un anZcòs primari específic anZ-ClyA (Fig. 
4).  

 
Fig. 4: diagrama genèric dels westerns blots que s’uBlitzaran per demostrar la presència i exposició de les 
proteïnes de fusió a la superTcie de les OMVs per augmentar la presentació anBgènica. Es farà per cada 
Bpus d’ OMV. A) Western blot de les mostres no tractades amb proteïnasa K. B) Western blot de les mostres 
tractades amb proteïnasa K i inacBvades. C) Resultats del western blot amb la mostra sense tractament amb 
proteïnasa K, es veu banda al carril de la proteïna diana i del control posiBu. El control negaBu és un posiBu 
parcial (degradació incompleta de la membrana). D) Resultats del western blot amb la mostra tractada amb 
proteïnasa K, desapareixen les bandes de la proteïna diana i del control posiBu. El control negaBu és un 
posiBu parcial (degradació incompleta de la membrana)  Font: elaboració pròpia amb BioRender. 
 

4.4. Avaluació de la presentació anNgènica amb PBMCs i limfòcits T.  
Per analitzar la capacitat immunògena dels neoanhgens a les OMVs recombinants, 
s’aïllaran cèl·lules dendríZques a parZr de cèl·lules mononucleades de sang perifèrica 
(PBMCs) a parZr de mostres de sang humanes (31).  
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Les cèl·lules diferenciades s’incubaran durant un dia amb OMVs recombinants en 
diferents concentracions per idenZficar una finestra terapèuZca (1, 10, 20 i 30 μg/mL) 
que maximitzi l’efecZvitat i minimitzi la toxicitat. S’inclouran controls negaZus amb OMVs 
salvatges buides (servirà per comparar i veure la immunogenicitat basal) i controls 
posiZus amb lipopolisacàrids bacterians (LPS).   
 
De manera paral·lela, es faran co-culZus amb limfòcits T aïllats de la mateixa mostra (32), 
per determinar la capacitat de les cèl·lules dendríZques carregades amb OMVs per acZvar 
cèl·lules T CD8+ i CD4+ (12) (Fig. 5).  
 

4.5. Mesura de l’acNvitat cel·lular immune.  
L’avaluació de l’acZvació de les cèl·lules dendríZques carregades amb les OMVs es portarà 
a terme mitjançant citometria de flux, avaluant els marcadors CD86, CD40 i MHCII. Amb 
la tècnica ELISA es determina la producció de citocines proinflamatòries, IL-12 i TNF-α (12) 
(Fig. 5). Amb això es valorarà l’acZvació de les cèl·lules dendríZques, principals APCs.  
 
Per veure l’acZvació dels limfòcits es detecten combinacions de marcadors CD3+, CD4+ i 
CD69+ per l’avaluació de limfòcits helper acZvats i CD3+, CD8+ i CD25+ per l’acZvació de 
limfòcits citotòxics acZvats, això com IFN-γ, IL-2 i TNF-α amb enzimmunoassaig (12) (Fig. 
5) .  
 

4.6. Avaluació preliminar de la toxicitat de les OMVs in vitro.  
Com a pas previ als assajos in vivo, es realitzarà una avaluació bàsica de la viabilitat 
cel·lular després de l’exposició a OMVs mitjançant Trypan Blue 0,4% i assaig de MTT 
(Fig.5). S’incubaran les cèl·lules dendríZques derivades de PBMCs amb diferents 
concentracions d’OMVs (1, 10, 20 i 30 μg/mL) durant 24 hores. Posteriorment, es 
mesurarà la viabilitat cel·lular amb Trypan Blue 0,4% i es realitzarà un assaig MTT, que 
analitza l’acZvitat metabòlica, per determinar possibles efectes citotòxics. Aquesta 
aproximació permetrà detectar una finestra de seguretat abans de la seva 
administració in vivo (33,34). 
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Fig. 5: disseny d’assaig funcional in vitro amb PBMCs de pacients. A) Aïllament de monòcits i diferenciació 
a cèl·lules plasmàBques a parBr de PBMCs. B) Incubació de quatre plaques de cèl·lules per cada OMVs 
recombinant i per cada concentració i vuit controls (quatre controls negaBus amb OMVs buides i quatre 
amb LPS per al control posiBu). C) Co-culBus de limfòcits T i cèl·lules dendríBques carregades amb els 
neoan6gens. D) Anàlisi dels culBus de cèl·lules dendríBques mitjançant citometria de flux per veure 

marcadors d’acBvació (CD86, CD40 i MCHII) i ELISA per estudiar citocines (IL-12 i TNF-α). Anàlisi de la 
toxicitat mitjançant Trypan Blue 0,4% i assaig de MTT. E) Anàlisi dels co-culBus mitjançant citometria de flux 
per veure poblacions limfocitàries específiques: T helper (CD3+, CD4+ i CD69+) i T citotòxics (CD3+, CD8+ i 
CD25+) i ELISA per veure IL-2, TNF-α i IFN-γ. Font: elaboració pròpia amb BioRender.  

 

4.7. Assajos in vivo  
Per avaluar l’eficàcia immunoterapèuZca de les OMVs recombinants, s’uZlitzaran ratolins 
C57BL/6 amb tumors de còlon establerts (injectats prèviament amb línies cel·lulars 
tumorals i adquirits comercialment). Seran ratolins transgènics que expressen un sol al·lel 
HLA humà de manera individual (HLA-A02:01, A01:01, B07:02, B08:01, DRB107:01 o 
DRB115:01). Cada grup de ratolí transgènic es dividirà en subgrups (n=5). En total 
s’uZlitzaran 25 ratolins de cada HLA, excepte HLA-DRB107:01 i DRB115:01 que seran 20. 
Rebran una única formulació d’OMVs recombinants per cada ratolí transgènic. Per tant 
s’usaran 30 ratolins per cada formulació d’OMV, excepte per OMV-MSH2 que seran 20 
(Taula 2). S’uZlitzarà OMVs buides per saber la immunogenicitat basal pròpia de les OMVs. 
S’uZlitzarà com a control negaZu PBS (no genera resposta immune). Es faran servir el 
mínim d’animals possibles, amb la mínima capacitat de paZment i es refinaran les 
tècniques per millorar l’estabulació, sempre seguint el principi de les 3R.  
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Taula 2: assajos in vivo per validar la resposta especifica per HLA. 

 
La immunització es farà per via subcutània en la regió peritumoral, amb tres dosis (dies 0, 
7 i 14) de 25 µg/mL d’OMV per ratolí (idenZficada segons les proves de toxicitat in vitro). 
Durant tot l’assaig es monitorarà el volum tumoral per tècniques d’imatge i el pes corporal 
dels animals com a indicador de toxicitat sistèmica. Es portaran a terme assajos de 
supervivència per determinar la capacitat de les OMVs de disminuir la mortalitat (12). Els 
punts finals es determinaran èZcament segons criteris establerts de benestar animal (35) 
(Fig. 6).  
 
Al dia 21 post-tractament, es recolliran mostres de tumor, ganglis limfàZcs i melsa per 
l’anàlisi immunològica posterior. S’aïllaran cèl·lules mononuclears per citometria de flux i 
s’avaluarà la presència de limfòcits CD4+ i CD8+ acZvats (CD3+, CD69+, IFN-γ i TNF-α) en 
ganglis i melsa, així com la infiltració tumoral. També es quanZficarà la producció de 
citocines mitjançant ELISA per determinar la producció de IFN-γ i TNF-α (12) (Fig. 6).  
 

4.8. Assajos de toxicitat in vivo 
Amb l’objecZu d’avaluar la toxicitat en els assajos in vivo s’estudiarà de manera paral·lela 
el pes corporal dels animals de manera setmanal, i es registraran els canvis clínics 
observables a nivell macroscòpic (postural, comportament, estat del pelatge, etc.) 
mitjançant escales de benestar establertes per detectar signes subclínics (apaZa, 
hipoacZvitat, etc.). A dia 21, després del sacrifici, es recolliran mostres de fetge, ronyó, 
melsa i pulmó, es fixaran amb formol i s’inclouran en parafina, es recolliran talls i es 
tenyiran amb hematoxilina i eosina (H&E) i s’avaluarà mitjançant microscòpia òpZca 
l’afectació histopatològica que presenten els ratolins a nivell anatomopatològic (Fig.6). En 
cas necessari, S’obZndran mostres de sèrum per analitzar, durant l’assaig, marcadors 
bioquímics d’alteració, tant de la funció hepàZca (ALT i AST) com de la funció renal 
(creaZnini) (12). 
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Fig. 6: diagrama assajos in vivo. A) Injecció subcutània de les OMVs recombinants i dels controls. B) En els 
sacrificis s'obtenen mostres del tumor, ganglis limfàBcs, melsa i pels assajos de toxicitat: ronyo, pulmons, 
fetge i també melsa. C) S'uBlitzen tècniques com la citometria de flux i ELISA per detectar acBvació del 
sistema immune. La microscòpia òpBca s'uBlitza per veure afectació anatomopatològica a nivell Bssular 
(toxicitat). Font: elaboració pròpia amb BioRender. 
 

5. Resultats esperats, impacte social i limitacions 
S’espera que la plataforma de vacunació basada en les vesícules de membrana externa 
(OMVs) d’Escherichia coli modificades genèZcament per expressar neoanhgens humans 
derivats de mutacions en MLH1, MSH2 i MSH6 sigui capaç d’induir una resposta immune 
en funció del context HLA del receptor. Concretament, es preveu que, després de la 
immunització amb OMVs recombinants, es generi una acZvació de cèl·lules T CD4+ i/o 
CD8+ específiques.  
 
Aquesta acZvació específica confirmaria la capacitat de les OMVs com a plataforma 
vacunal versàZl i segura, amb potencial d’adaptació a cada pacient segons el seu haploZp 
HLA. L’estratègia proposada, basada en la immunogenicitat de tumors MSI-H, podria 
combinar-se amb teràpies ja existents. La combinació amb immunoteràpies inhibidores 
de CheckPoints podria augmentar el casos d’èxit produint una sinergia que potenciaria 
l’acZvitat específica del sistema immune per lluitar contra el tumor.  
 
Tanmateix, hi ha algunes limitacions que cal tenir en compte. D'una banda, la manera com 
es presenta el neoanhgen a la super|cie de les OMVs pot veure's afectada per problemes 
d'expressió o de plegament de les proteïnes. A més, la resposta immune pot variar en 
funció de la immunodominància del pèpZd i del context inflamatori del microambient 
tumoral. També és important considerar la complexitat dels models HLA transgènics, ja 
que la resposta immune que observem pot no ser exactament la mateixa en humans amb 
haploZps diferents. En diversos estudis es descriu la falta d’expressió de MCHI en pacients 
amb càncer colorectal, encara que altres mencionen la sobreexpressió d’alguns haploZps 
de MCHII (36,37). Cal destacar que les proteïnes mutades s’han d’expressar in vivo al 
tumor perquè la immunoteràpia Zngui efecte.  
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Tot i això, si els resultats obZnguts confirmen les prediccions, aquest projecte podria 
marcar un gran pas endavant en el món de la immunoteràpia personalitzada. Ofereix una 
estratègia que és segura, adaptable i que podria ser úZl en entorns clínics. En un context 
on gairebé el 50% dels pacients amb càncer colorectal acaben desenvolupant formes 
incurables i metàstasi, malgrat els tractaments tradicionals, aquesta proposta podria obrir 
una nova via per millorar la supervivència i la qualitat de vida dels pacients. L'impacte 
social seria significaZu, ja que ajudaria a desenvolupar vacunes terapèuZques 
personalitzades que serien més eficients i amb menys efectes secundaris que les teràpies 
convencionals, reforçant així la tendència cap a una medicina més individualitzada i 
racional. 

6. Cronograma del projecte  
El projecte es desenvoluparà al llarg de quatre anys, començant per la construcció de les 
fusions gèniques i avançant progressivament cap als assajos preclínics in vitro i in vivo, 
l’anàlisi de resultats i la difusió cienhfica. A conZnuació, es presenta la planificació 
temporal de les diferents etapes experimentals (Taula 3). 

 
Taula 3: cronograma del projecte.  

 

7. Pressupost i pla de difusió  
El pressupost per aquest projecte, dividit en tres fases, s'esZma tenint en compte que es 
realitzarà en l'InsZtut d’invesZgació en Ciències de la salut Germans Trias i Pujol (IGTP). El 
personal necessari es troben contractats al centre, per tant, els sous són pagats per 
l’insZtut o per finançament extern a parZr de beques i ajuts (nacionals i europees). La 
gran maquinària bàsica necessària (centrifugues, ultracongeladors, etc.) es troben al 
centre. La maquinària més específica es troba a les diferents plataformes 
cienZficotècniques (citometria, genòmica, proteòmica i culZus cel·lulars) de l’insZtut. Tot 
aquest equipament el proporciona directament l’IGTP.  
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L’equip de treball consta de l'invesZgador principal, un tècnic de laboratori, una 
invesZgadora postdoctoral amb experiència amb microbiologia molecular, oncologia i 
genèZca i una plaça predoctoral que comenci el projecte. Es té en compte també un 
veterinari i un tècnic de laboratori amb tasques només d’estabulació i cura d’animals. 
Aquestes tasques es porten a lloc a l’estabulari CMCiB (Centre de Medicina ComparaZva 
i Bioimatge) també part de l’IGTP. 
A conZnuació es desglossa el pressupost del projecte per paquets, tenint en compte que 
té una duració aproximada de 4 anys.  
 

- Personal: 0€ (beques externes o personal intern IGTP/CMCiB)  
- Cost dels serveis de les plataformes cienZficotècniques (citometria, genòmica, 

proteòmica i culZus cel·lulars): 10.000€/any.  
- Cost d’estabulari i manteniment animals (per 140 ratolins): 25.000€ 

o Ratolins: 10€x140 ratolins (se’n compren 170) = 1.700€ 
- Cost de material fungible i reacZus: 1.000€ per personal tècnic/mensual 

(190.000€) 
- Cost de difusió: 0€ (convenis de l’IGTP amb editorials). 
- Assistència a congressos: 3.000€ per any (12.000€) 
- Anàlisis de patentabilitat: 10.000€ 

 
Al pressupost se li afegeix un 20% de despeses imprevisibles i indirectes, per tant, el 
pressupost esZmat seria de 390.000€ en total.  
 
Si és possible patentar el producte, llavors el pressupost final podria variar en 100.00€ 
aproximadament.  
 
El pla de difusió es basa en diferents publicacions al llarg del projecte dels resultats 
obZnguts en arZcles cienhfics, publicats en editorials que presenten conveni amb l’IGTP. 
Es té en compte la propietat intel·lectual i la confidencialitat sí el producte és patentable. 
Els resultats es publicaran en revistes d’accés lliure i gratuït per fomentar la divulgació 
cienhfica fàcilment accessible i de qualitat.  
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