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El cancer d'ovari epitelial, especialment el carcinoma serds d'alt grau (HGSC), és un
dels cancers ginecologics amb major mortalitat, principalment a causa de la deteccié
tardana i I'aparicié de resistencies a la quimioterapia. L'Us de bacteris com a agents
antitumorals és una estrategia explorada des del segle passat, i les eines de biologia
sintéetica actuals permeten ampliar-ne el potencial terapeutic.

Aquest treball proposa el disseny d'una soca bacteriana no patogénica capag de
localitzar especificament un subtipus tumoral, permetre’'n la deteccidé no invasiva i
modular el microambient tumoral. Per assolir-ho, es planteja una soca més segura
que l'original i amb el modul de deteccio incorporat al cromosoma per garantir
estabilitat genetica. Els altres dos moduls (localitzacié i immunomodulacio) es troben
en plasmidis, fet que permet adaptar aquesta plataforma teranostica a diferents
patologies modificant Unicament els nanoanticossos responsables de la localitzacio i

de la modulacié immunologica.

En conjunt, aquesta proposta podria contribuir al desenvolupament d’estrategies més
especifiques, i amb menys efectes secundaris, per al tractament del HGSC, amb
potencial d’emprar-se per altres cancers.

Paraules clau: Cancer d'ovari; teranostic; xassis bacteria; £ co// Nissle 1917
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1. Introduccio

El carcinoma seros d'alt grau (HGSC de I'anglés High Grade Serous Carcinoma) és la
forma més comuna i mortal de cancer d’ovari epitelial.’ La seva elevada mortalitat es
deu principalment al diagnostic tarda i I'aparicié de resisténcies a la quimioterapia.?
Aquest tumor es caracteritza per mutacions al gen supressor de tumors 7P53 (>95%)
i per un microambient immunologicament supressor amb infiltracié de céllules T
reguladores i macrofags M2, entre altres tipus cel-lulars que afavoreixen I'evasié

.24 Malgrat que la seva incidéncia global és de 1',6%

immune i la progressio tumora
(dades de 2022), la taxa de supervivencia en cinc anys en estadis avancats es manté
entre 30-40%.>° Aquesta realitat evidencia la necessitat de desenvolupar noves eines

diagnostiques i terapeutiques per abordar aquesta patologia.

En aquest context, els teranostics, plataformes que integren diagnostic i terapia, han
trobat en els bacteris modificats un vehicle prometedor. La seva capacitat natural per
colonitzar tumors, combinada amb les possibilitats que ofereix I'enginyeria genetica
per incorporar funcions especifiques i controlar-ne I'expressio, els converteixen en
candidats idonis per a terapies dirigides. Tanmateix, fins ara cap aproximacié
bacteriana ha combinat el direccionament especific a HGSC, I'entrega controlada

d'efectors i la monitoritzacié no invasiva en una mateixa plataforma teranostica.’

2. Antecedents

Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) és un probiotic GRAS (Generally Recognized As Safe)
amb capacitat demostrada per colonitzar microambients tumorals hipoxics, com els
del HGSC?, i eliminar-se de teixits sans en pocs dies.” A més, pot ser administrat de
forma oral i creuar el tracte gastrointestinal fins colonitzar metastasis hepatiques.®

Es un bacteri ampliament emprat com a xassis terapéutic. En ser una subespécie d'£,
coli, permet aprofitar les tecnologies d’enginyeria genéetica desenvolupades per a £
coli K12." En tindre el genoma completament sequenciat, facilita la tracabilitat i
I'edicio precisa. Ago és especialment rellevant atées que EcN conté una illa de
patogenicitat (pks)amb colibactina, una genotoxina que pot danyar el DNA i produir

mutacions en les cél-lules del colon.™

EcN presenta dos plasmidis criptics no transferibles, pMUT1 i pMUT2. Aquests son
plasmidis endogens sense funcido coneguda que no aporten cap fenotip especific al
bacteri, no son essencials i la seva replicaci6 no suposa una carrega metabolica
significativa.” pMUT1, amb un origen de replicacié tipus ColE1, i pMUT2 amb un
origen ColE2 i un sistema toxina-antitoxina.”® Aquests plasmidis s’han emprat en



biotecnologia com a vectors per expressar proteines en EcN /n vivo sense un metode
de manteniment dependent de seleccié."

Per al direccionament especific es necessiten dianes accessibles i sobreexpressades
en el tumor, MUC16 (CA125) i HE4 compleixen aquests criteris. S6n glicoproteines
presents de forma soluble i en la membrana de les cél-lules tumorals de HGSC.">™"’
Aquests biomarcadors es troben en més del 90% dels HGSC i s’han desenvolupat

métodes de deteccid que els combinen, obtenint millors resultats que per separat.’®™

S’han descrit fragments variables de cadena senzilla (scFvs) especifics per la regio de
membrana de MUC16'¢, perd aquests fragments presenten limitacions d'estabilitat i
expressio en superficie bacteriana. En canvi, els nanoanticossos (nanobodies en
angles, Nb), els fragments d’'anticossos funcionals més petits que hi existeixen,
ofereixen avantatges significatius per I'expressio i ancoratge en bacteris.?

Per a la deteccid no invasiva del tumor, cal visualitzar la localitzacié bacteriana. Les
vesicules de gas (VG) ho permeten. S’ha aconseguit expressar VG en £. co/i mitjancant
plasmidis, fent possible la deteccié de colonies bacterianes en la zona tumoral per
ultraso (US).”

Les proteines de la familia STAT (de I'angles Signal Transducer and Activator of
Transcription) son factors de transcripcio involucrats en molts processos biologics.
Aquests factors es troben inactius al citosol i, en activar-se, poden translocar dins el
nucli, on regulen I'expressio genica. STAT3, té un paper clau en la proliferacio cel-lular,
supervivencia, angiogenesi i modulacio de la resposta immune. La seva desregulacié
s'ha relacionat amb processos oncoldgics.?? En HGSC la sobreexpressié de STAT3 esta
associada a la progressid tumoral i la metastasi.?® Diversos estudis han demostrat el
potencial terapéutic de modular aquesta via en tumors ovarics.?*

Una de les principals vies d'activacié de STAT3 en el microambient tumoral és la
senyalitzacié mediada per la interleucina (IL)-6.%°> La IL-6 és una glicoproteina que
participa en diversos processos fisiologics i patologics, i s'ha relacionat amb diversos
cancers, entre ells el cancer d’'ovari epitelial, incloent el HGSC.?® En aquest context,
contribueix a la generacié d'un microambient tumoral immunosupressor, afavorint la
proliferacié cellular, la resisténcia a la quimioterapia i la fugida immunoldgica.* En
general, nivells elevats d'IL-6 en el cancer d’'ovari epitelial s'han associat amb pitjor

pronostic.?’

Diverses terapies s'han dirigit a inhibir aquesta molecula o el seu receptor,
principalment amb anticossos monoclonals, que han demostrat eficacia preclinica i
clinica en diversos tumors.?> Tot i que la expressié tumoral d’'IL-6R no és universal en
tots els casos de HGSC?, la IL-6 pot senyalitzar tant per via classica (a través d'IL-6R



de membrana) com per trans-senyalitzacio, en unir-se a IL-6R soluble i activar gp130
en cél-lules que no expressen IL-6R.*° Per tant, la via IL-6/STAT3 continua constituint
una potencial diana terapeutica en HGSC.

3. Hipotesi i objectius

3.1 Hipotesi

La utilitzacié d'un sistema teranostic bacteria permetria la deteccié no invasiva del
carcinoma serés d'ovari d'alt grau (HGSC). A més, I'expressid local i controlada d'un
modulador de I'eix immunosupressor IL-6/STAT3 podria afavorir la reprogramacio del
microambient tumoral cap a un estat més immunoreactiu, contribuint potencialment

a la reduccio de la carrega tumoral.
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Figura 1. Esquema general de I'objectiu del projecte. A dalt es representa el funcionament del sistema en cas
d’'ovaris sans; baix en presencia de tumor. Imatge d'ecografia extreta de Sabouni et a/. (2022). Figura realitzada
amb Biorender i Canva.

3.2 Objectius

L'objectiu principal d'aquest projecte és explorar la viabilitat d'una plataforma
teranostica bacteriana dirigida al HGSC amb funcions diagnostiques i
immunomoduladores. Per assolir aquest objectiu, es plantegen els segtients objectius
especifics:

1. Generar una soca d'ECN amb deleccio de la illa de patogenicitat pks
(productora de colibactina) per millorar el perfil de seguretat del sistema.
2. Dissenyar i construir 3 moduls funcionals per integrar en EcN:
a. Modul de localitzacio: expressid de nanoanticossos especifics per HE4 i
MUC16 ancorats a la superficie bacteriana.



b. Modul de deteccié: produccié de vesicules de gas per la seva visualitzacio
mitjangant US.
c. Modul d'immunomodulacio: expressio d'un nanoanticos soluble dirigit a
la modulacié de la senyalitzacié de la IL-6.
3. Avaluar la funcionalitat dels 3 moduls, tant de manera independent com
combinada, i analitzar-ne I'efecte en models 2D i 3D de HGSC.

4. Metodologia

Els metodes s’han dissenyat d'acord amb els objectius plantejats, estructurant-se en
tres blocs principals: (i) generacié d'una soca segura mitjangant la deleccié de la illa
pks, (i) desenvolupament del modul teranostic, i (iii) validacié funcional del sistema

en models in vitro.

Un cop desenvolupat cada modul es congelaran vials amb els plasmidis i les soques
obtingudes per conservar-les. Els encebadors emprats al llarg dels diferents
procediments estan recollits a la Taula 1.

4.1 Generacido d'una soca d’E. coli Nissle 1917 amb
deleccio de lailla pks

S'utilitzara la soca probiotica Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) (CAT#: LBSX-0522-
GF116, Creative Biolabs). La deleccié de la illa de patogenicitat pks es realitzara
mitjangant recombinaci6 homologa, emprant el sistema lambda red, Kalantari et al/.
(2023).%°

El clister de la illa pks conté 19 gens (c/bA-c/bS; GenBank: CP058217.1). Per a la seva
eliminacioé s'emprara el plasmidi pKD4 (#45605, Addgene) com a motlle per amplificar
per PCR un casset de resisteéncia a kanamicina (Kn) flanquejat per llocs FRT (flippase
recognition target). Els encebadors contindrien regions d’'homologia amb el locus c/b,
generant aixi el fragment 4pks.

Aquest fragment contindria el gen de resistencia a Kn, flanquejat per llocs FRT,
permetent la seleccié de les colonies recombinants i la posterior eliminacié del
marcador de resistencia. El fragment Apks es transformaria en cellules d’EcN,
transformades previament amb el plasmidi pSIJ8 (#68122, Addgene), el qual expressa
la maquinaria necessaria per al funcionament del sistema A Red sota un promotor

induible amb ramnosa i té un origen de replicacié (OriV) termosensible.

A la figura 2 es pot observar el flux de treball que es seguira per la substitucié de pks
i la posterior eliminacié de la resistéencia a Kn mitjangant el plasmidi pBad-Flp



(#122969, Addgene) amb OriV termosensible, gen de resisténcia a ampicil-lina i
expressio de la recombinasa flp sota un promotor induible per arabinosa.

Per confirmar la perdua de l'activitat genotoxica associada a la colibactina, es
realitzara un assaig de megalocitosi en cel-lules HelLa (Cat.No.T8969, Applied Biologial
Materials Inc.), Garcia et a/. (2016) i Bossuet-Greif et al. (2017).3"3?

Transformacié
AmpR
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ERT ERT e 7 = S
sivtema 0 kR 0 Yy (==
ARed \ A s / Sembra a 37°C en LB amb i sense
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LB+Kn LB
> =
\\\u P N
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incorporar el casset de resisténcia.

Sembra a 30°C en LB amb L-Ara,

Figura 2. Esquema general dels passos a seguir per la deleccié de la illa de patogenicitat pksi la posterior
confirmacio de la deleccié. Figura realitzada amb Biorender i Canva.

4.2 Disseny i construccio dels moduls funcionals

Un cop obtinguda la soca EcN Apks, eliminarem els dos plasmidis criptics pMUT1
(GenBank: CP058218.1) i pMUT2 (GenBank: CP058219.1) presents en EcN, per després
introduir els nostres plasmidis modificats. Evitarem aixi la pérdua dels plasmidis
modificats per exclusié amb els naturals, i assegurarem la seva permanencia en ser
derivats dels plasmidis criptics que es mantenen de forma natural en EcN i no afecten
negativament a I'hoste.

Per eliminar els dos plasmidis criptics, emprarem el sistema CRISPR/Cas9 que ha
demostrat ser més rapid per eliminar-los que el sistema tradicional d'exclusié
plasmidica. Seguirem la metodologia de Kan et a/. (2021), que varen descriure que el
més eficient és emprar un plasmidi diferent per eliminar cada un dels criptics, pFREE
per al pMUT1 i pCryptDel4.8 per al pMUT2.™

Primer s'introduira el plasmidi pFREE (#92050, Addgene) en EcN electrocompetents
per eliminar pMUT1. Aquest plasmidi conté la proteina Cas9 i 4 RNAs guia dirigits a
dos llocs a dos origens de replicacio, ColE1 (origen de replicaciéo de pMUT1) i pSC101,
per tallar i curar els plasmidis amb aquests origens. A més, pFREE conté un origen de

8



replicacié derivat del ColE1, per tant, es cura a si mateix durant el procés de curacié
de pMUT1 (Figura 3).

Posteriorment, s'introduira el plasmidi pCryptDel4.8 (#141293, Addgene) en EcN
ApMUT1, per eliminar pMUT2. Aquest plasmidi conté la proteina Cas9 i 4 RNAs guia
dirigits a l'origen de replicacio ColEl, la relaxasa i la proteia RelB a pMUT2.
pCryptDel4.8 deriva de pFREE, per tant, també es cura a si mateix durant el procés de
curacio de pMUT?2. El procés sera el mateix que per a pMUT1 (Figura 3).

Finalment es seleccionara una EcN sense pks ni plasmidis criptics (EcN 4pks ApMUT1
ApMUT2, EcNc) per a la resta de modificacions.

Eliminacié pMUT1 Eliminacié pMUT2

Transformacié Transformacié
w=_RNASs guia

K== oRNAS guia — Kn®,
i - ~ pCrypt (
> + (°° p )
PFREE < > Del4.8 i
= Cas9

Cas9
EcN Apks
! P l

EcN Apks

ApMUT1
= =
Sembra ON a 37°C en Sembra ON a 37°C en
LB amb Kn LB amb Kn
l Diluci6 1:1000 l Dilucié 1:1000
=
Sembra ON a 37°C en Sembra ON a 37°C en
LB amb Kn, ramnosa LB amb Kn, ramnosa
(induccié Cas9) (inducci6 Cas9)
~ ~
Sembra a 37°C en LB Sembra a 37°C en LB
sense antibiotic ON o sense antibiotic ON
’>,/)\r> N\
Q)
EcN Apks EcN Apks
ApMUT1 ApMUT1 ApMUT2

Figura 3. Esquema dels passos a seguir per la curacié dels plasmidis criptics presents a EcN. Figura realitzada
amb Biorender i Canva.

4.2.1 Modul de localitzacioé tumoral

Per al direccionament especific cap a cel-lules de HGSC, es dissenyara un modul basat
en l'expressiod superficial de Nb dirigits contra els marcadors tumorals HE4 i MUCT6,
ambdos sobreexpressats en aquest subtipus tumoral.’™™

Per generar les llibreries es contractara el servei VHH library for Nanobody Discovery

(Charles River Laboratories, https://www.criver.com/products-services/discovery-

services/antibody-discovery-services/phage-display/vhh-library-nanobody-

discovery?region=3696). De cada llibreria, per MUC16 i HE4, es seleccionaran els 10

clons amb millor afinitat. Les seqliencies es sintetitzaran per G-block (IDT).

Els Nb s'incorporaran al plasmidi pNbLoc per a I'expressié en superficie (Figura 4).
Aquest plasmidi es dissenyara /n silico. L'esquelet es basara en el del plasmidi pMUT],
garantint aixi la seva estabilitat en la ECN modificada.



El casset d'expressié estara integrat pel promotor pL del fag A, controlat pel repressor
termosensible cI857°3 seguit d'una proteina de fusié composta per el fragment N-
terminal de la intimina d'EHEC (£scherichia coli enterohemorragica) (residus 1-654)
per permetre I'ancoratge a la membrana®*; un fragment amb dianes de BsmBI per
permetre assemblatge Golden Gate de 2 Nb en tandem, un per HE4 i altre per MUC16,
units per un connector amb 4 Glicines i 2 Serines repetit 9 vegades®, i una etiqueta
de deteccio His a I'extrem C-terminal.® El repressor cI857 estara codificat al plasmidi,
i la seva expressi6 controlada sota un promotor constitutiu mitja (J23106).3” A més, el
plasmidi incloura un gen de resistencia a rifampicina flanquejat per seqiiéncies FRT
que, posteriorment, permetran eliminar la resistencia com hem explicat al punt 4.1
amb el plasmidi pBad-Flp. La construccié i optimitzacio de I'Us de codd sera realitzada
per el servei extern de sintesi GeneArt (Thermo Fisher).

ColE1

FRT Rif*
His-Tag '
N
N2 BsmBI

(MUC16) FRT’

linker

|
=\

pNbLoc

(HE4)

BsmBl
pJ23106
Intimina
~ cI857
pL(A)

Figura 4. Esquema de I'estructura del plasmidi pNbLoc. El casset de resisténcia a rifampicina s'eliminara
posteriorment. Figura realitzada amb Biorender i Canva.

Mitjangant PCR per extensio i solapament (OE-PCR), s'uniran els dominis anti-HE4 i
anti-MUC16 a través d'un connector flexible format per quatre repeticions de glicina-
serina ((G4S2)s).* En una primera etapa, es realitzaran dues PCR independents on
s'introduira la sequéencia del connector en els encebadors reverse (RV)-anti-HE4 i
forward (FW)-anti-MUC16 per permetre el solapament posterior. En la segona etapa
de la OE-PCR, els encebadors flanquejants contindran dianes de restriccié per BsmBl
als FW de Anti-HE4 i RV de anti-MUCT16. Els fragments resultants i el vector receptor
seran digerits amb BsmBl per la seva lligacio.

Un cop introduits els Nbs units al vector, aquest es transformara en la EcN sense pks
ni plasmidis criptics (EcNc) (Figura 5). La posterior seleccié funcional i titulacio es
realitzara mitjancant citometria de flux (Fluorescens-Activated Cell Sorting, FACS), Xu
et al. (2015).3® MUC16 estara marcat amb FITC-A (Thermo Fisher), HE4 conjugat amb
PE-eFluor 610 (Thermo Fisher) i els anticossos Anti-His amb Alexa Fluor 647 (Thermo
Fisher). Les combinacions que tinguessin una Intensitat Mitjana de Fluorescencia

(MFI) maxima amb menys concentracié d'antigen, serien les de millor afinitat.
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A continuacio es fara un assaig de dissociacié on saturarem els bacteris amb els
antigens fluorescents durant 1h en gel (Figura 5). Es seleccionaran les combinacions
que retinguin la fluorescencia durant més temps, ja que seran les més estables i amb
millor taxa de dissociacio.

Es seleccionaran les cinc millors combinacions en base als resultats de seleccio
funcional, titulacioé i assaig de dissociacio, es seqlienciaran pel metode de Sanger i es
repetira el procés per inserir-les al plasmidi.

Transformacié Assaig de disociacié

-
i pNbLoc | + e 4 5 02l
/\~ / EcN Apks =
ApMUT1 ApMUT2 y -,\ GACTAGTCTG -—=<S
{ T A AR - A
AN /\ S
o/ JA (VA %
X N X A
S Mesura de la fluorescéncia
Sequenciaci6 de les 5 millors restant al citometre. Seleccié
combinacions Nb-Anti-MUC16 de les combinacions que
- Nb-Anti-HE4 retinguin la fluorescéncia més
temps.
Sembra a 30°C en LB +Rif per
seleccionar de colonies d'EcN
que hagin incorporat pNbLoc. = =
eI 115
Seleccié funcional i titulacié \ ' ®)
««««« =
HEs Passat el temps s‘atura la
Ul/ “ 2~ reaccié en gel i es renta amb
Mucts | AntiHis ) PBS.
o o
l ‘ <
1 - | L L U
= = 7k 2 . & n.
H Py g: s |1
—_ —_— —_ N —_ ji g §
L H H
Sembra ON en LB +Rif a SEHibra diraAt 6hieh LB Incubacié durant 1h en Se.le.ccié dels !\lb amb‘ millor Saturem a 37°C els
30°C per evitar I'expressié +Rif a 37°C per induir gel a concentracié fixa afinitat (Intensitat Maxima de bacteris amb els antigens
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Figura 5. Esquema del flux de treball a seguir per la seleccié funcional, titracié i assaig de dissociacié dels Nb
de la llibreria comercial. Figura realitzada amb Biorender i Canva.

Finalment, es faran diversos assajos per avaluar el temps i temperatura requerits per
la inducci6 del modul.

4.2.2 Modul de deteccio

La deteccio bacteriana es basara en |'expressio de vesicules de gas (VG), que actuaran
com a agents de contrast per a la visualitzacio del bacteri mitjangant ultraso (US). Per
implementar el sistema, integrarem al genoma de I'EcNc |'operd sintetic ARG
(Acoustic Reporter Gene 1F° sota un promotor induible per quorum sensing
(LasR/Las)® La integracid cromosomica es dura a terme al lloc attTn7 present al
cromosoma de EcN (g/mS)"" sequint el protocol de Seco i Fernandez (2021) mitjancant
el vector de conjugacié pGEC, que demanarem al seu laboratori sota un acord de

transferéncia de material (MTA) (Figura 6).*

Primer, I'operé ARG1 s'amplificara a partir del plasmidi pET28a_T5-ARG1 (#106476,
Addgene) mitjangant PCR de llarg abast per la longitud de I'operd. Els encebadors
incorporaran bragos d’homologia amb pLasl (BBa_J64010, iGEM) i part de la regi6 del
cromosoma on s'integrara el fragment (terminador transcripcional de g/msS,
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locus_tag: HW372_23840). EI promotor I'encarregarem com a G-Block (IDT) i
incorporara els bragos d’homologia per I'operé (RV) i el cromosoma (FW). Mitjangant
assemblatge de Gibson unirem el promotor plLas a I'opero.

Seguidament s’encarregaran com a gBlock (IDT) dues regions d’homologia (RH) amb
el fragment pLas-ARG1 i el cromosoma, de 500pb cadascuna. Els extrems dret de la
RH1 i esquerre de la RH2 inclouran seqiiencies de solapament amb els extrems del
pGEC linealitzat (Figura 6). El pGEC linealitzat, les RH i el fragment promotor-operd es
barrejaran per generar un constructe mitjancant assemblatge de Gibson. El constructe
es comprovara mitjangant sequienciacié de Sanger.

Figura 6. Esquema grafic sobre I'estructura de I'operd ARGT1 i I'homologia amb el plasmidi pGEC i la secci6 del
cromosoma on s'inserira (attTn7). Figura realitzada amb Canva.

El pACBSR-hyg (#87830, Addgene) es transformara en EcNc per permetre la resolucio
dels co-integrants en permetre I'expressié de les proteines del sistema A-Red i
I'endonucleasa /-Scel. El pGEC-plasl-ARG1 es transformara en £ coli MFDpir
(CRBIP19.334, Collection of Institut Pasteur) auxotrofa per a I'acid diaminopimelic
(DAPA). Es co-cultivaran MFDpir (donadora) amb EcNc-pACBSR (receptora),
aleshores, després de la conjugacié, es produira un primer esdeveniment de
recombinacioé gracies a les regions d’homologia. Els transconjugants es seleccionaran
al torn que eliminarem la soca MFDpir (Figura 7).

Per la resolucié de I'esdeveniment de recombinacié que es formara per les RH,
s'induira I'expressio de I'endonucleasa /-Scel i les proteines A-Red amb L-arabinosa
que produiran un tall al voltant del casset d'insercio integrat, juntament amb el
plasmidi, al cromosoma, esdevenint un segon esdeveniment de recombinacié.

o ((S’Transformaclo Conjugacio F?rmacm Casset inserit
— co-integrants
ivg" e
Sistema \ ( \ s
-hyg \ - - 7
EcN Apks ApMUT1 / ’ s N\ - P B
el ApMUT2  —— S— | —— —_ )
£ J
/PGEC' ARG ‘/ ) . X o .
Lasl- + \ I Sembra en LB amb DAPA, Kn Sembra en LB sense DAPA, Incubaci6 ON i posterior Sembra en LB a 42°C sense AB
l P \ "4 i Hyg durant 5h a 30°C. amb Kn i Hyg, per eliminar la induccié de I'expressi6 de I- per eliminar pACBSR-Hyg.
ARG1 = - — soca MFDpir. Scel i les proteines A-Red Confirmacié per PCR de colonia
E. coli MFDpir amb L-arabinosa durant 6h de I'eliminacié del plasmidi i la

inserci6 del constructe.

Figura 7. Esquema general del procediment per inserir 'opero ARG1. Figura realitzada amb Biorender i Canva.
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Finalment, quedara el casset d'insercido integrat al cromosoma. pACBSR-Hyg
s'eliminara i es faran PCRs de colonia per comprovar la correcta insercié de I'operé

amb el promotor i I'eliminacié de pACBSR-Hyg (Figura 7).

El plasmidi pSG86-J23151-LasR (#102456, Addgene) es transformara en els bacteris
amb el promotor-fragment correctament inserit (Figura 8). Aquest vector expressa
constitutivament LasR, el que permetra comprovar la correcta expressio del promotor
inserit, mitjangant I'addicié externa de l'autoinductor 30C12-HSL (AHL). En
centrifugar, els bacteris quedaran a la superficie del sobrenedant per I'expressio de
les VG, facilitant el seu aillament. Les VG es comprovaran per TEM, Bourdeau et al.
(2018).%

Posteriorment es sembraran els bacteris seleccionats en medi LB sense antibiotic i es
faran passes successius per eliminar el pSG86-J23151-LasR. Finalment es fara PCR de
colonia per assegurar I'eliminacié del plasmidi (Figura 8).

Transformacié
LasR® 350g durant 3h
pSG86-
o 23151 | "
(ts) J
LasR

[ \ /
—_— | —_— \/

+
gp— = _e."c >
C D) =0 o
\ 0))) Sembra a 30°C en LB amb h Observacié per TEM Passes successius en LB
= /

N = AHL i Cm durant 22h per e Bourdeau et al. (2018) sense AB per eliminar el
EcN ARG1 induir I'expressié de les plasmidi.
VG.

Figura 8. Esquema general sobre el procediment per comprovar el funcionament de les vesicules de gas (VG).
Fiqura realitzada amb Biorender i Canva.

Per permetre la induccio de les VG per densitat poblacional, un cop comprovada la
eliminacié del pSG86-J23151-LasR, afegirem LasR-Lasl seguint el mateix metode que
per al fragment promotor-operé (Figura 7).

Els gens s'amplificaran des dels plasmidis pSG86-J23151-LasR i pLux76-Lasl (#73444,
Addgene) mitjangant PCR. La regié d’homologia al cromosoma sera el tRNA argW,
flanquejant la illa gendomica GEI-lll (AJ586889).*

Un cop comprovada la correcta insercio, es fara créixer el cultiu fins una densitat
poblacional que permeti I'expressio de les VG. | com hem mencionat anteriorment,
centrifugarem i observarem per microscopia les VG.

Un cop construida la soca, es faran assajos per avaluar el temps requerit per la

induccid natural.

4.2.3 Modul d’'immunomodulacié

La funcié immunomoduladora sera duta a terme per Nbs anti-IL-6 que el bacteri
expulsara al medi extracel-lular. Aquests Nbs estaran codificats, juntament amb el
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sistema de secreci6 tipus | Hly d'£ coli a un plasmidi dissenyat /n silico (pNbTrm,
figura 9) i construit per GenArt (ThermoFisher).

L'esquelet del plasmidi sera el pMUT2 d’EcN. Contindra la seqliéncia per a la sintesi
del sistema Hly, el senyal C-ter d'HIyA seguida d'un Multiclonning Site flanquejat per
dianes de Sfi/i Not/on inserirem la seqiiéncia del Nb, i una etiqueta His.** L'expressid
del sistema de secrecié i els Nb estara controlada sota un promotor induible per L-
arabinosa (Psap).*® El plasmidi WT inclou de forma natural un sistema Toxina-
antitoxina que permet la seva permaneéncia, pero, afegirem un casset de resistencia a
cloramfenicol (Cm) flanquejat per FRT per facilitar la selecci6 dels clons amb el
plasmidi.

Anteriorment Ruano-Gallego et al. (2019)* demostraren que els Nb secretats pel
sistema Hly sén plenament funcionals, tot i no passar per periplasma on es formen
normalment els ponts de sulfur. Per tant, només haurem de validar la unio de I'antigen
al Nb.

El Nb que emprarem sera el NbL3, recentment descrit per Wang et a/. (2024)*, a qui
sol-licitarem la sequiéncia sota un MTA.

ColE2

FRT
cm*
'Pm
~ FRT
Sistema
Hly
pPNbTrm
Sfil . HIyA
Sistema ' S\
toxina- /
antitoxina
Notl NbL3
'His-Tag

Figura 9. Esquema de I'estructura del plasmidi pNbTrm. El casset de resisténcia a cloramfenicol s'eliminara
posteriorment. Figura realitzada amb Biorender i Canva.

Primer s'amplificara la seqiiéncia d'NbL3 per PCR afegint als encebadors dianes per a
Sfil (FW) i Not/ (RV). Seguidament, plasmidi i producte de PCR es digeriran amb els
enzims, es barrejaran i es fara una lligacié convencional.

A continuacio, el plasmidi pNbTrm-NbL3 es transformara en EcNc, posteriorment es
fara PCR de colonia i sequenciacio de Sanger per seleccionar els bacteris amb el
vector i comprovar la presencia de l'insert al plasmidi (Figura 10).

S’induira I'expressio d'NbL3 en els bacteris seleccionats i després de la centrifugacio
trobarem al sobrenedant els I'NbL3 amb la seqliiencia HlyA que permet la seva
secrecio i amb I'etiqueta His. Es fara un Western Blot del sobrenedant per assegurar
la presencia del Nb i que té la mida esperada (C-ter-HlyA+Nb).
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Transformacié
\ -
p

* y
pNbTrm \ + r\
i EcN Apks
% l ApMUT1 ApMUT2
ELISA Competitiu

\ N ‘ o IL6
00 0 \ NbL3

4
»

Sembra a 37°C en LB amb Cm ‘ : ]“.[ " ”[ 1[ IL-6R

ON per seleccionar de colonies

d’EcN que hagin incorporat
pNbTrm.
10.000g durant 10 min a 4°C

Western Blot

=

— — \ / N
\/

V)

T
|
L}
1
|

L 3 Sembra LB amb Cm a 37°C. ' — W
Addici6 de L-ara en arribar a la — =2
fase exponencial. Induccié de
la produccié del Nb durant 6h.

Comprovacié de que NbL3
té la mida esperada.

C-ter HlyA + NbL3 + HisTag

Figura 10. Esquema del procediment general a seguir per la incorporacié del modul d'immunomodulacid i
comprovacié del funcionament del NbL3. Figura realitzada amb Biorender i Canva.

Realitzarem ELISA competitiu on unirem el IL-6R a la placa; afegirem barreges de una
quantitat fixa de IL-6 amb concentracions creixents de sobrenedant dels bacteris (que
contindra el NbL3) (Figura 10).%® Aquest ELISA ens permetra avaluar si la unié del NbL3
a la IL-6 impedeix que interaccioni amb el receptor i calcular la concentracio
necessaria de NbL3 per inhibir el 50% de la uni6 IL-6/IL-6R (ICsp). Tanmateix es
realitzara un ELISA per enfrontar IL-6R al NbL3 i assegurar-nos que no s'uneixen.

Finalment, es faran assajos per comprovar el temps i quantitat necessaria de L-
arabinosa per induir I'expressio.

Nom Seqiiencia Referéncia

Apks_FW ATATCTATTGCTCCTTGTATAGTTACACAACTATTTATTACACGTCTTGAGCGAT Kalantari et al. (2023)3°
Apks_RV TTATCGACGGCTCAGAAGTGTCTAGATTATCCGTGGCGATCTGACATGGGAATTAGCCA

pAmpR_FW ATGGTTACGAATTAGTCACT Addgene

pAmpR_RV ATAATACCGCGCCACATAGC

KO_pks_FW ATATCTATTGCTCCTTGTATAGTTACACAACTATTTATTACACGTCTTGAGCGAT Kalantari et al. (2023)3°
KO_pks_RV CCGCA TTGCATCAGCCATGAT Kalantari et al. (2023)%
AKnR_FW ACGGAATATGAAAATCAATA CP058217.1

AKnR_RV GCCCGGAAAAATCATCAGTG

pMUT1_FW AACTGTGAAGCGATGAACCC Blum-Oehler et al, (2003)"
pMUT1_RV GGACTGTTCAGAGAGCTATC

pMUT2_FW GACCAAGCGATAACCGGATG

pMUT2_RV GTGAGATGATGGCCACGATT

ARG1_FW AAATTTGCATAAATTCTTCACACACAGGAAACCCAGTCGAG Addgene

ARG1_RV ATGACGGTTTGTCACATGGAGTTGGCAGGATGTTTGATTACAAAAAACCCCTCAAGACCC

pACBSR-hyg_FW ATGAAAAAGCCTGAACTCACC

PACBSR-hyg_RV
pSG86-J23151-LasR_FW
pSG86-J23151-LasR_RV
LasR_FW

LasR_RV

Lasl_FW

Lasl_RV

TATTCCTTTGCCCTCGGACGA
ATGGAGAAAAAATCACTGG

TTACGCCCCGCCCTGCCACT

ATGGCCTTGACGGTTTTCTT
ATGATTGTTCAGATTGGCCGTTAGAGAGTAATAAGACCCA
TTAGAGAGTAATAAGACCCAATGATTGTTCAGATTGGCCG
TTAGGAAACGGCCAGGCGTT

Taula 1. Primers de les PCRs realitzades durant el desenvolupament dels moduls. El primers que depenen de les
sequéncies dels Nb i del plasmidi pGEC no es troben a la taula perqué les seqiiéncies s'obtindran posteriorment.
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4.3 Avaluacio de la funcionalitat

Un cop desenvolupats els diferents moduls i provats per separat, els ajuntarem primer
per parelles i finalment els 3 conjuntament (Figura 11). Es seleccionaran quatre soques,
les tres parelles i la soca final per avaluar en models 2D i 3D de HGSC.

Localitzacié-immunomodulacié

o Rif S [ = o Rif" 5 1
{ PNbLoc  + ) _ pNbLoc = + | @i% )
A / = Sembra a 30°C en LB +Rif !\ —J
- EcN Apks (Seleccié colonies EcN que : : ~ EcN ARG1
ApMUT1 ApMUT2 hagin incorporat pNbLoc) l
!
s . e
# ' \
— o pNbTEm ) + ;,,N.,% (@%@ \’
> W\
| e Q Sembra a 30°C en LB +Rif+Cm \ ,\I N ,// Sembra a 30°C en LB +Rif
(Seleccié colonies ECN pNbLoc EcN pNbLoc (Seleccié colonies EcN que
que hagin incorporat pNbTrm) hagin incorporat pNbLoc)
Deteccié-immunomodulacié St
xxxxx
y « (é% )
\ — —_ AN i B —
proem | + &7 )i —
x4 EcN ARG1 Sembra a 30°C en LB +Cm | “emame e = ) 1 .
(Selecci6 colonies EcN que /’\jyuym
hagin incorporat pNbTrm) VAAXAA AXAAN
pe E
Localitzacié-deteccié-immunomodulacié 1
XXy
- RifR - N GACTAGTCTG
# & o A ¢ 3
! b ) ) i
N N e — Sembra a 30°C en LB +Cm+Rif XX \/A/ ) \\

~ ECN ARG1 pNbTrm  (Seleccié colonies EcN pNbTrm
que hagin incorporat pNbLoc)

EcN ARG1 pNbLoc pNbTrm

Figura 11. Esquema del procediment general a seguir per al desenvolupament de les soques intermédies amb 2
moduls i la soca final amb els 3 moduls. Figura realitzada amb Biorender i Canva.

4.3.1 Avaluacio bacteriana

A l'avaluacio bacteriana mirarem principalment I'estabilitat plasmidica i I'efecte dels
moduls sobre el creixement bacteria. També farem comprovacions del temps,
temperatures i concentracions requerides per la induccio dels moduls per si la
coexistencia dels diferents moduls afecta I'expressio.

Estabilitat plasmidica

Per avaluar la péerdua dels plasmidis, farem de 3 a 7 passes en medi sense antibiotics
i després sembrarem en plaques d’'LB amb i sense antibiotics. Mitjancant PCR es
comprovara la preséncia o absencia dels plasmidis. EI percentatge de colonies
resistents ens servira per mesurar |'estabilitat plasmidica, Chen et a/. (2017).

Un cop comprovada la permaneéncia dels plasmidis, les soques es transformaran amb
pBAD-Flp i s'eliminara el casset de resistencia com hem descrit a I'apartat 4.1. Per PCR
es comprovara la correcta eliminacié d'ambdos cassets (Rif a pNbLoc i Cm a pNbTrm).

Corba de creixement

L'assaig de creixement ens permetra avaluar les corbes de creixement de les diferents
soques comparant-les amb la EcN (sense pks pero amb els plasmidis), Kalantari et al.
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(2023).%° La comparaci6 de creixement es dura a terme en condicions que permeten
la induccié dels diferents sistemes: presencia de 30C12-HSL per la produccié de VG,
37°C per induir I'expressié dels Nb a la superficie bacteriana i L-arabinosa per la
produccio i secrecid de NbL3. També es fara un segon assaig per comparar el
creixement en condicions de no induccid, el que permetra avaluar si I'expressio bassal
dels sistemes afecta el creixement.

4.3.2 Avaluacio en models 2D

Comprovada l'expressié dels moduls, s'avaluara l'efecte en cultius de céllules
tumorals. S’empraran diferents linies tumorals representatives del HGSC i dos linies
control, una de cancer ovaric endometroide i altra de teixit sa normal de les trompes

de Fal-lopi, ja que s’ha vist que el cancer d'ovari epitelial generalment deriva d'aquest

v+ 48
teixit.
Linia Origen Proveidor Caracteristiques
OVCAR-3 Ascites maligna® HTB-161, ATCC Adenocarcinoma ovaric validat com a model per a l'estudi de
HGSC.*® Sobreexpressa MUC16 i HE4.5"2 Resistent a cisplati i
adriamicina.*®
Caov-3 Tumor primari? HTB-75, ATCC Adenocarcinoma ovaric validat per a l'estudi de HGSC.**

Sensible a cisplati.>®

KURAMOCHI Adenocarcinoma serés d'alt grau JCRB0098, JCRB Cell Bank Validat gendmicament com a HGSC.>* Mutacié no sindnima de

d'origen metastatic (ascites)*® TP53. Sensible a cisplati.>”
OVSAHO Adenocarcinoma serds papil-lar JCRB1046, JCRB Cell Bank Validat genomicament com a HGSC.>* Mutaci6 sense sentit de
d'origen metastatic abdominal’® TP53. Moderadament resistent a cisplati.>”
A2780 Adenocarcinoma endometroide Cat.No.T8089, Applied Erroniament emprada com a model de HGSC pero no presenta
ovarics® Biological Materials Inc. les caracteristiques genomiques del HGSC. Sense mutacions en

TP53.5 Sensible a cisplati.>®

hTERT-FNE1 Epiteli columnar simple de les CRL-3555, ATCC Cel-lules epitelials immortalitzades procedents de teixit normal
Trompes de Falopi®? de la trompa de Fal-lopi. Cariotip estable i fenotip no tumoral.®®

Taula 2. Linies cel-lulars humanes per als experiments 2D i 3D.

Es cultivaran les linies cellulars per separat en medi Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM, Sigma) amb 10% FBS a 37°C amb 5% CO, fins a un 70-80% de
confluéncia.

El temps d'induccié dels moduls bacterians dependra dels resultats anteriors.
Invasio

Les diferents soques construides no han d’internalitzar-se dins les cél-lules ja que la
soca parental és no invasiva i no afegim cap modul que permeti la seva internalitzacio.
Per assegurar-nos, es fara un assaig de proteccié amb gentamicina, Cooper et al.
(2021).%°
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A I'hora de cultivar les soques per infectar les cel-lules eucariotes, es mantindran en
condicions que permetin la induccié dels moduls. En centrifugar les soques amb VG,
no descartarem el sobrenedant, ja que per la presencia de les VG els bacteris es
trobaran flotant al sobrenedant.

Adhesio

Per avaluar I'adhesié del bacteri a les cel-lules tumorals, farem créixer els bacteris en
condicions que permetin la induccié dels moduls fins a una ODeoo de 1, centrifugarem
i resuspendrem per obtenir una concentracié de 5x10’ CFUs/mL. Infectarem les
cel-lules eucariotes, sembrades en plaques de 24 pous amb MOI 1, 10 i 50. Per una
banda tindrem cel-lules eucariotes crescudes en la placa directament i per altra
cél-lules crescudes sobre un cobreobjectes esteril per poder observar I'adhesié per
microscopia d'immunofluorescéncia, Salema et a/. (2016).>°

Les cel-lules crescudes directament a la placa, es rentaran després de 3h d'infeccié a
37°C per eliminar els bacteris no units. Despreés es lisaran les cél-lules amb Solucié
Salina Balancejada de Hank (HBSS, Sigma) amb 02% d'SDS i 0'1% de DNAsa. Es
sembraran dilucions seriades per determinar les CFUs de bacteris units.

Les cel-lules per microscopia s'infectaran durant 1'5h a 37°C i després es rentaran. Els
cobreobjectes es fixaran amb paraformaldehid, es bloquejaran i s'incubaran durant
1h a temperatura ambient amb PBS+10% solucié de serum de cabra amb els
anticossos primaris: rabbit-anti-E. coli (ab137967, Abcam), mouse-anti-MUC16
(ab272333, Abcam) i mouse-anti-HE4 (5B2D9, Thermo Fisher). A continuacid es
rentaran molt bé els cobreobjectes i s'incubaran amb PBS+10% solucié de serum de
cabra amb els anticossos secundaris: Goat Anti-Rabbit IgG conjugat amb Alexa Fluor
488 (ab150077, Abcam) per veure de verd les EcN, Goat Anti-Mouse IgG Alexa Fluor
647 (ab150115, Abcam) per veure de vermell MUC16 i HE4 a la membrana de les
cel-lules eucariotes, i DAPI (62248, Thermo Fisher) per marcar el material nuclear. Es
rentaran de nou i es posaran els cobreobjectes sobre un portaobjectes després
d'aplicar un antidecolorant (Medio de montaje antidecoloracion ProLong™ Gold,
P36930, Thermo Fisher). Finalment les cel-lules es miraran amb microscopi confocal al

servei de microscopia.
Proliferacio tumoral i blogueig de IL-6

La proliferacio tumoral i I'efecte dels Nb anti-IL-6 s'avaluaran a partir del mateix cultiu.
Es fara un cultiu en transwell (Corning™, 10567522, Fisher Scientific), Zheng et al.
(2018).>" Cultivarem les célllules tumorals en la cambra inferior i els bacteris a la
superior a diferents concentracions durant 4h en condicions que permetin la induccio
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dels moduls. Els bacteris s’incubaran previament en condicions que permetin la
induccié dels moduls fins a una DOggo de 1.

Passades les 4h la cambra superior amb els bacteris es llevara en part de les repliques
i les cel-lules tumorals s'utilitzaran per fer un Western blot i avaluar |'efecte del Nb-
anti-1L-6 sobre la fosforilacié d’STAT3 (pSTAT3), Afshari et al. (2023).* Les cél-lules
eucariotes es lisaran, centrifugaran i el sobrenedant s'afegira per duplicat a dos gels
SDS-PAGE. Cada gel es correra i les mostres es passaran a una membrana de PVDF.
Després de bloquejar les membranes amb BSA, s'incubaran ON a 4°C amb els
anticossos primaris contra STAT3 (MA1-13042, Invitrogen), p-STAT3 (740067M,
Invitrogen), Bcl2 (13-8800, Invitrogen) i B-actina (MA5-15739, Invitrogen). Després les
membranes s'incubaran amb anticossos secundaris Anti-Mouse-IgG conjugats amb
HRP (31430, |Invitrogen) durant 1h en foscor. Finalment s'emprara
quimioluminescéncia augmentada (ECL) per detectar les moléecules (SuperSignal,
34579, Thermo Fisher), el senyal es digitalitzara mitjancant ChemiDoc (Bio-Rad) i els
resultats s'analitzaran amb el software Image Lab (Bio-Rad).

Tant Bcl-2 com B-actina actuaran com a controls. La B-actina actua com a control de
carrega, ja que s'expressa de forma constant en les cel-lules, permetent aixi
normalitzar els resultats.®® Bcl-2 és un indicador de la resposta pro-apoptotica
derivada del bloqueig de la via pSTAT3.>*

La resta de repliques es mantindran en co-cultiu durant 24h, s'optimitzara la
concentracié cel-lular inicial. Sobre aquests cultius, passat el temps es llevara la
cambra superior i es fara un assaig de wound healing, Hatta et al. (2023).> La infeccid
es mantindra més temps ja que els bacteris no entren en contacte directe amb les
cel-lules tumorals; d'aquesta forma avaluarem si el Nb-anti-IL-6 secretat afecta la

proliferacio tumoral.
4.3.3 Avaluacié en models 3D

Per la formacio dels esferoides de les diferents linies cel-lulars seguirem la tecnica de
la gota penjant, Raghavan et a/. (2015).>

Colonitzacio i penetracio bacteriana

Un cop desenvolupats els esferoides, es passaran a plaques de 96 pous d'adheréncia
baixa (174927, Thermo Fisher) i es cultivaran amb DMEM+10% FBS, Yang et a/. (2025).>’
Els bacteris no es tenyiran previament i es mantindran en condicions que no indueixin
els moduls abans de la infeccié. Un cop infectades les cél-lules s'induira el modul de
localitzacio per permetre I'adhesio del bacteri a les cel-lules tumorals, i després de 3h
s'induira I'expressio del Nb anti-IL-6 afegint L-arabinosa al medi.
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Passades 12h des de l'inici de la infeccid els esferoides es rentaran, es fixaran amb
paraformaldehid i es prepararan per fer talls amb criostat. Els talls es marcaran com
hem descrit anteriorment en I'avaluacié de I'adhesid i s'observaran al microscopi

confocal.

Una part dels esferoides infectats es rentaran, trencaran i resuspendran en PBS per
sembrar-los i avaluar les CFU dels bacteris intraesferoidals.

Finalment, visualitzarem els esferoides mitjancant ultraso, Ito et al (2025).%®
Mantindrem |'esferoide en un tanc amb aigua, DMEM i HEPEs-NaOH a 37°C. Aquest
ajust permet assegurar la visualitzacio de les VG, en un entorn similar al cos.

Morfologia

Es fara una observacio morfologica dels esferoides mitjancant microscopia de

contrast de fases, Zanoni et al. (2016).>°

Aquest metode ens permet monitoritzar els
canvis volumetrics i superficials dels esferoides d'una forma objectiva i reproduible

mitjangant programari d'accés obert per analitzar i prendre les imatges.
IL-6 lliure

Per una banda, extraurem els sobrenedants dels cultius per mesurar la IL-6 lliure al
medi. Per altra, lisarem els esferoides després de diversos rentats per eliminar els
possibles restes de medi amb IL-6 que quedaren. Després de lisar els esferoides, els
sonicarem amb cura de no trencar els bacteris per no alliberar el Nb-anti-IL-6 que no
hagi estat secretat durant el temps de co-cultiu. A continuacié, centrifugarem per
eliminar les restes cel-lulars i el sobrenedant el tornarem a centrifugar per eliminar les
restes bacterianes. En el darrer sobrenedant mesurarem la quantitat de IL-6 lliure dins
I'esferoide. La mesura de la quantitat de IL-6 lliure dins i fora de |'esferoide es faria
mitjancant ELISA (555220, BD OptEIA™), Pawar et al. (2023).%°

/ Invasié /\j
d L '-l . -
S —) Adhesié . , -
. . T ferida Ti:tancament  ferida tan
Proliferacié =t . BT e
; =

Cultius 2D tumora}“. r A‘ﬁ k- l

bloqueig d'IL-6

Colonitzacié i
penetracié

/ bacteriana

—> Morfologia

IL-6 Lliure
Cultius 3D ® IL6

EcN ARG1 pNbLoc ¥ NbL3
pNbTrm

Figura 12. Resum de l'avaluacié de la funcionalitat en models 2D i 3D. Figura realitzada amb Biorender i Canva.
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5. Pla de treball i cronograma previst

El projecte esta previst per tres anys. A continuacié es mostra I'organitzacié mensual
de les tasques a realitzar.

e LTF: Lucia Tejadas Florentino.

e PhD: Investigador predoctoral.

Tasca Parones Durada
encarregades

Deleccié illa de patogenicitat LTF
Edicié genética
Comprovacié molecular
Pérdua activitat genotoxica
Disseny moduls LTF, PhD, PhD
Eliminacié plasmidis criptics I [ l I | I l ] I | | I l
Modul localitzacié LTF 6m
Construccié pNbLoc im
Transformacié pNbLoc im
Seleccié Nbh 2m
Comprovacid funcionament 3m
Mbdul deteccid PhD 10m
Construccid operé 2m
Insercié operd 6m
Comprovacié funcionament 4m
Modul immunomodulacié PhD Sm
Construccié pNbTrm im
Transformacié pNbTrm im
Comprovacié funcionament 3m
Avaluacié funcionalitat LTF, PhD, PhD 20m
Construccié soques LTF, PhD 8m
EcNc-pNbLoc-GV 2m
EcNc-pNbLoc-pNbTrm 2m
EcNc-GV-pNbTrm 2m
EcNc-pNbLoc-GV-pNbTrm 3m
Avaluacié bacteriana LTF 3m
Estabilitat plasmidica 2m _
Corba de creixement im
Avaluacié models 2D LTF, PhD, PhD 4m
Invasié (gentamicina) 2m
Adhesid (citometria) 2m
Proliferacié tumoral (Western) 2m
Migracié tumoral (wound) 2m
Avaluacié models 3D PhD, PhD 6m
Colonitzacié i penetracié 3m
Morfologia 2m
IL-6 lliure 2m
Redaccid i difusio resultats LTF, PhD, PhD

6. Impacte esperat dels resultats

Aquesta proposta planteja el desenvolupament d'un xassis teranostic basat en £ coli
Nissle 1917 per abordar el carcinoma serds d'alt grau (HGSC), el subtipus més freqiient
i agressiu del cancer d'ovari.

Des del punt de vista cientific, el projecte combina localitzacié tumoral, deteccid i
resposta immunomoduladora en un mateix sistema, permetent estudiar com els
bacteris poden acumular-se dins del tumor i actuar sobre el microambient tumoral.
Aquest enfoc és especialment rellevant tenint en compte que el 70% dels casos
d'HGSC es diagnostiquen en estadis lI-1V i que la supervivéncia a 5 anys en aquests
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estadis no supera el 40%."®" Aquest treball ajuda a definir un marc conceptual Gtil per
a futurs estudis preclinics en terapies bacterianes.

L'impacte social també és notable. L'HGSC representa el 70% de tots els cancers
d'ovari i és responsable d'una part important de la mortalitat associada a aquesta
malaltia.! A més, aproximadament el 70% de les pacients desenvolupen
quimioresistencia després de la primera linia de tractament, fet que limita molt les
opcions terapéutiques.®* Una eina capa¢ de detectar preséncia tumoral i actuar
localment podria millorar el pronostic i reduir la necessitat de tractaments sistemics
repetits i dels seus efectes adversos, impactant positivament en la qualitat de vida de

les pacients.5364

Finalment, des d'una perspectiva economica, el tractament del cancer d’ovari avancat
pot superar els 100.000€ per pacient, i les recaigudes poden incrementar aquesta
despesa.®® Les plataformes bacterianes, en canvi, tenen un cost de produccid i
adaptacio potencialment inferior al d'altres terapies emergents, com les
nanoparticules o les terapies cel-lulars. A més, la modularitat del sistema facilita la
seva reutilitzacié en altres tumors, fet que podria reduir costos de desenvolupament
i afavorir la transferencia tecnologica.

7. Implicacions etiques i de bioseguretat

Aquest projecte presenta implicacions etiques relacionades amb la modificacio
genetica d'£ coli Nissle 1917 amb finalitats teranostiques i I'Us de linies cel-lulars
humanes. La manipulacié genética de bacteris planteja quiestions de doble Us, ja que
aquestes eines podrien aplicar-se inadequadament fora de I'ambit terapeutic. Tot i
que les linies cel-lulars no provenen directament de pacients, el seu origen huma
implica el compromis d'utilitzar-les exclusivament amb finalitats de recerca
biomeédica. A més, per la natura del cancer, només s’empraran linies cel-lulars
derivades de dones.

En quant a les implicacions de bioseguretat, el teranostic bacteria neix d'un bacteri
probiotic, £ coliNissle 1917, modificat geneticament. El bacteri ha estat ampliament
utilitzat en investigacions cliniques i fins i tot s'ha comercialitzat." A més, al projecte
millorem el perfil de seguretat en eliminar la illa de patogenicitat pks. Les
modificacions que es proposen no haurien de causar malaltia ni efectes adversos en
el medi ambient, i els plasmidis emprats, tot i comptar amb cassets de resisténcia, no
son mobilitzables i ni transferibles. Aleshores estaria classificat com a organisme
modificat genéticament (OMG) tipus | segons la Llei 9/2003.%¢

Es treballara en un laboratori autoritzat pel Ministeri Espanyol d'Agricultura per les
activitats a realitzar amb microorganismes modificats geneticament i linies cel-lulars
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BSL-2. Tenim les instal-lacions i equipament adequats, aixi com procediment i
protocols estandarditzats per la correcta manipulacid dels agents biologics i

maximitzar la proteccio tant per la mostra com I'investigador.

Tots els experiments relacionats amb la manipulacio de linies cel-lulars i

microorganismes (BSL-1i BSL-2) es duran a terme per personal entrenat autoritzat.

8. Pressupost amb justificacio de les partides

El projecte es realitzara a la Unitat de Microbiologia del Departament de Genetica i
Microbiologia de la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB). Es compta amb les
instal-lacions i equipament necessaris per realitzar el projecte. Es contractaran els
serveis de microscopia i citometria de flux.

En la seguient taula es recull el resum de les despeses.

Motiu Cost (€)

Despeses d’execucio 123000
Es pressuposta l'import de les 7 linies cellulars que

Cultius cel-lulars s'empraran, medis de cultiu, FBS, antibiotics, criopreservacio 20000
i manteniment.

Cultius Inclou el preu de la soca inicial WT, I'E. coli MFDpir i els 8000

bacteriologics components del medi de cultiu on es sembraran.

Reactius Inclou els kits d’ELISA, anticossos necessaris, DAPI, reactius 30000

immunologics d'immunofluorescéncia i Western blot.

Reactius de biologia Reactius necessaris per realitzar les PCRs, plasmidis, enzims 25000

molecular assemblatge Gibson, sequienciacié Sanger...

Contractacio de Es necessitaran els serveis de GenArt (Thermo Fisher), G- 20000

serveis block (IDT), microscopia i citometria de flux.
Es prossuposten els materials que s'empraran com guants,

Fungible puntes de pipeta, bates, mascaretes, plaques petri, tubs 12000
Falcon, flascons pels cultius, plaques dELISA...

AU el !Despeses reqL‘Jeridfe’s per al bon funcionam‘ent .dels

funcionament incubadors (calll?raao, bombones d? C‘O.2), el canvi de filtres 8000
HEPA de les cabines de seguretat biologica...

Inventariable 20000

Sistema ChemiDoc Pressupost per comprar l'equip. 20000

Despeses de viatges 8000

Congressos Pressupost per l'assisténcia a congressos. 8000

Despeses de publicacio 8000

Pressupost per la publicacié d'articles cientifics. 8000

Despeses de personal 245000

. . Sou durant els 3 anys de durada del projecte. Aquest
Titulat superior (2) 180000

projecte suposaria la realitzacié de dos tesis doctorals.

Técnic de laboratori Durant els 3 anys de durada del projecte.
a temps parcial

65000

404000
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