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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS:

En los ultimos afios, la familia de proteinas gasderminas (GSDMs) ha adquirido una enorme
relevancia en diversos contextos patoldgicos, incluido el cancer. De hecho, dichas proteinas, en
humanos seis miembros hasta el momento (GSDMA-E, PJVK), son consideradas como los efectores
finales de un tipo de muerte litica inflamatoria denominada piroptosis (1). Asi, la induccion de esta
muerte cursa con una morfologia celular muy caracteristica, que implica su hinchazén y posterior
lisis, produciendo la liberacion de distintos componentes intracelulares que provocan una fuerte
reaccion inflamatoria. Segun diversos estudios, las GSDMs son los efectores finales de esta muerte,
de ahi que la piroptosis sea conocida también como muerte celular mediada por gasderminas. Las
GSDMs se caracterizan a nivel estructural por presentar dos regiones, un dominio amino (NT) y
carboxilo terminal (CT), que interaccionan entre si mediante una regidn central conocida como
bisagra o linker (2). En condiciones basales, estas proteinas se encuentran en una conformacion
cerrada e inactiva, en la que el dominio CT interacciona con el NT impidiendo su funcién litica (2).
Sin embargo, diversos estimulos como diversos tratamientos antitumorales son capaces de
promover que distintas proteasas corten la region linker, provocando la liberacién de la regién NT
activa, que ahora es capaz de interaccionar con lipidos de la membrana plasmatica y mitocondrial.
Una vez en la membrana, esta region NT puede oligomerizar formando poros en la membrana que

provocan el intercambio molecular y finalmente la muerte celular (2-5).

De forma relevante, distintos autores han observado que la expresién diferencial de las
GSDMs en cancer; podria relacionarse con el potencial papel dual de piroptosis en este contexto.
Asi, tanto las GSDMs y por ende la piroptosis podrian tener un papel dual en la progresion tumoral
y el tratamiento, pudiendo tanto promover la liberacién de factores inflamatorios que estimulan la
transformacion de la célula normal en tumoral, como promover la muerte de la célula tumoral. Este
ultimo aspecto podria llegar a ser especialmente relevante en cancer, dado que conseguir la
activacion de GSDM s intratumoralmente podria provocar una reduccion del tumor, considerandose

este como un nuevo abordaje terapéutico intrinseco.

En este contexto, nuestro grupo identific6 a GSDMB como un nuevo biomarcador de mal
prondstico en cancer de mama HER2+ (6-8). A nivel cromosdmico, GSDMB se localiza cerca del
receptor oncogénico HER2, y co-amplifica con este en alrededor del 60% de los tumores de mama

HER2. De forma significativa, tras el estudio de mas de 300 tumores de mama HER2, comprobamos



que la alteracién de GSDMB (amplificacion génica/sobreexpresion de la proteina) se asocia a
progresiéon tumoral y metastasis tanto en regimenes de adyuvancia como de neoadyuvancia, y a una
limitada respuesta a la terapia antiHER2, de forma independiente de la expresidn de los receptores
hormonales (con una HR en mas de 5 en OS y 3,87 en DFS) (8). Nuestros estudios se han centrado
en el estudio de la proteina completa, pero datos adicionales del laboratorio nos han permitido
identificar un papel diferencial de GSDMB en relacidn a piroptosis. De hecho, se han identificado 4
isoformas distintas de GSDMB (GSDMB1-4) que difieren en el nimero de exones, siendo la GSDMB-
3 completa y el resto varian en la presencia/ausencia de los exones alternativos 6 y 7 que forman la
bisagra o linker de la proteina (ver Figura 1), que como se comentd anteriormente es esencial ya
gue es diana de las proteasas que activarian a GSDMB. En este sentido, GSDMB tendria un papel

diferencial en la muerte por piroptosis que atn hoy no ha sido clarificado.

Partiendo de esta premisa, en el laboratorio hemos estado trabajando en la determinacion
del dominio funcional piroptético de GSDMB; para ello se han creado distintas construcciones de la
proteina truncada (diversos fragmentos que contienen el NT y la region bisagra), y hemos analizado
su capacidad de inducir muerte por piroptosis, tanto en células no tumorales como en células de
cancer de mama y endometrio. Estos estudios han permitido identificar una regién minima NT con
elevada toxicidad que corresponde con los primeros 233 aminoacidos de la GSDMB. A partir de estos
datos, las regiones NT liberadas por las isoformas de GSDMB con ausencia de exdn 6 (isoforma 1y
2) serian incapaces de inducir muerte por piroptosis al contrario que las isoformas con exén 6
(isoforma 3 y 4) que si lo harian. De forma relevante hemos observado que las diferentes isoformas
de GSDMB tienen una expresion diferencial no solo a nivel tisular sino también en condiciones
normales y patoldgicas. En este sentido poder dilucidar qué isoforma expresa cada tumor y qué
otros genes ayudarian en la induccién de la piroptosis mediada por GSDMB podria ser considerada

como una alternativa terapéutica en cancer.

En conjunto, la presencia de GSDMB en tumores ofrece una nueva ventana de posibilidades
ya que podria considerarse una diana terapéutica cuya activacion intratumoral (liberacion NT e
induccion de la muerte por piroptosis) podria ser considerada como un nuevo tratamiento
antitumoral que ademads no estaria asociado a toxicidad sistémica a diferencia de lo que ocurre con

los tratamientos convencionales.



En base a estos antecedentes y con objeto de validar una posible firma molecular capaz de
ayudar a predecir que tumores podrian beneficiarse del procesamiento/activacion de GSDMB como

nueva aproximacion terapéutica planteamos los siguientes objetivos:

e Identificacién, mediante RNAseq, de una firma molecular (piroptest) capaz de predecir el
beneficio de inducir/activar GSDMB en lineas celulares de cdncer de mama HER2+.
e Validacion de la firma identificada Piroptest en una serie de tumores HER2+ (n=100) y su

estudio con diversas variables clinicas.

ESQUEMA DE TRABAJO (metodologia y andlisis):

Objetivo 1: Extraccién de RNA procedentes de células Objetivo 2: RNAseq y andlisis bioinformdtico Objetivo 3: Validacién firma piroptética en

transfectadas con distintas construcciones GSDMB de los datos. Obtencidn firma piroptdtica pacientes HER2+ (Piroptest)
creadas en el laboratorio
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PRESUPUESTO:
SERVICIOS
- Andlisis mediante RNAseq en lineas celulares (426€/muestra): 13.206€
- Analisis estadistico (Rnaseq): 1.250€
FUNGIBLES
- Validacion mediante RT.PCR de los genes candidatos: 3.250€
- Validacién de la firma molecular Piroptest en muestras tumorales: 4.600€
Sub Total 22.306€
Overhead (20%) 4.461.2€
TOTAL 26.767,2€
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