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1. RESUM

Les cel-lules tumorals es caracteritzen per una desregulacié de la seva proliferacio
lligada a una inhibicié de I'apoptosi que els hi permet sobreviure i ser resistents a
diferents tipus de terapies. Les terapies convencionals com la quimioterapia, activen la
induccié de I'apoptosi perd hi ha cél-lules tumorals que poden evadir aquest mecanisme
de mort i, per tant, ser resistents al tractament. En els dltims anys, s’esta estudiant un
grup de proteines que maten selectivament les cel-lules tumorals sense provocar
efectes secundaris toxics als teixits sans, augmentant aixi 'esperanca de poder millorar
en un futur proxim la terapia contra cancers i especialment els resistents a les terapies
convencionals. Aquestes proteines interactuen amb les vies de senyalitzacié cel-lular,
redirigint els processos alterats de supervivencia i provoquen la mort de les cél-lules
transformades per mecanismes com apoptosi, autofagia o catastrofe mitotica.

Les proteines que maten especificament les cél-lules tumorals deixant intactes a les
cél-lules normals poden tenir dos origens diferents, viral o cel-lular. Hi ha virus que
codifiquen per proteines que poden matar les cél-lules tumorals infectades per maltiples
mecanismes, ja que aquestes sén més vulnerables a la infeccio per virus, explicant aixi
el seu procés selectiu. Dins de les proteines virals, destaquen I'apoptina derivada del
virus de 'anémia de pollastre, E4orf4 d’adenovirus i la proteina NS1 de parvovirus H1.
Pel que fa a les proteines cel-lulars, s’ha identificat que la proteina codificada pel gen
associat a la diferenciacié del melanoma 7 (MDA-7), el lligand inductor d’apoptosi
relacionat amb el factor de necrosi tumoral (TRAIL) i I'a-lactalbimina letal per a les
cél-lules tumorals (HAMLET) present en la llet humana també presenten potencial
terapéutic contra el cancer. Els estudis que s’estan duent a terme van dirigits a conéixer
els senyals especifics de mort cel-lular que indueixen cadascuna de les proteines
esmentades aixi com els seus mecanismes d’accio, els quals actualment encara son
forca desconeguts. Algunes d’aquestes proteines, com MDA-7, TRAIL i HAMLET
actualment es troben en les fases | i Il d’assajos clinics i presentant resultats
prometedors.
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1.1. RESUMEN

Las células tumorales se caracterizan por una desregulacién de su proliferaciéon ligada
a una inhibicion de la apoptosis que les ha permitido sobrevivir y ser resistentes a
diferentes tipos de terapias. Las terapias convencionales como la quimioterapia, activan
la induccion de la apoptosis pero hay células tumorales que pueden evadir este
mecanismo de muerte y, por lo tanto, ser resistentes al tratamiento. En los Gltimos afios,
se esta estudiando un grupo de proteinas que matan selectivamente las células
tumorales sin provocar efectos secundarios toxicos a los tejidos sanos, aumentando asi
la esperanza de poder mejorar en un futuro proximo la terapia contra canceres y
especialmente los resistentes a las terapias convencionales. Estas proteinas interactan
con las vias de sefializacion celular, redirigiendo los procesos alterados de
supervivencia y provocan la muerte de las células transformadas por mecanismos como
apoptosis, autofagia o catastrofe mitética.

Las proteinas que matan especificamente las células tumorales dejando intactas a las
células normales pueden tener dos origenes diferentes, viral o celular. Hay virus que
codifican por proteinas que pueden matar las células tumorales infectadas por multiples
mecanismos, ya que estas son mas vulnerables a la infeccion por virus, explicando asi
su proceso selectivo. Dentro de las proteinas virales destacan la apoptina derivada del
virus de la anemia de pollo, E4orf4 de adenovirus i la proteina NS1 de parvovirus H1.
En el caso de las proteinas celulares, se ha identificado que la proteina codificada por
el gen asociado a la diferenciacion del melanoma 7 (MDA-7), el ligando inductor de
apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral (TRAIL) i la a-lactalbumina letal
para las células tumorales (HAMLET) presente en la leche humana también presentan
potencial terapéutico contra el cancer. Los estudios que se estan llevando a cabo van
dirigidos a conocer las sefiales especificas de muerte celular que inducen cada una de
las proteinas nombradas, asi como sus mecanismos de accion, los cuales actualmente
aun son bastante desconocidos. Algunas de estas proteinas, como MDA-7, TRAIL y
HAMLET, actualmente se encuentran en las fases | y Il de ensayos clinicos y
presentando resultados prometedores.
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1.2. SUMMARY

Tumour cells are characterized by deregulated apoptotic signalling, which causes
uncontrolled proliferation and allows malignant cells to survive and be resistant to
therapy. Conventional therapies such as chemotherapy, activate the induction of
apoptosis, but there are tumour cells that evade this mechanism of death and, therefore,
are resistant to treatment. In last years, the use of proteins that selectively Kill cancer
cells without causing toxic side effects to healthy tissues are being developed, thus
increasing the hope of being able to improve in a near future new therapies against
different types of cancer mainly those that are resistant to conventional therapies. These
proteins interact with cell signalling pathways, redirecting the altered processes of
survival and causing the death of transformed cells by mechanisms such as apoptosis,
autophagy or mitotic catastrophe.

The proteins that specifically kill tumour cells leaving unharmed the normal cells, can
have two different origins, viral or cellular. There are viruses that code for proteins that
can Kill infected tumour cells by multiple mechanisms, taking the advantages that these
cells are more vulnerable to virus infection and explaining their selective process. Among
the viral proteins we find the chicken anemia virus-derived protein apoptin, adenovirus-
derived protein E4orf4 and the parvovirus H1 NS1 protein. Regarding cellular proteins,
it has been identified that the melanoma differentiation-associated gene-7 (MDA-7), the
tumour necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) and the human o-
lactalbumin made lethal to tumour cells (HAMLET) present in human milk, also present
therapeutic potential against cancer. The studies that at present are being carried out
are aimed at knowing the specific signals of cell death that induce each one of these
proteins as well as their mechanisms of action, which at present are not well known.
Some of them, such MDA-7, TRAIL and HAMLET, are currently in phases | and Il of
clinical trials and show promising results.
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2. INTRODUCCIO

El cancer és una de les majors causes de mort en tot el mén. Es tracta d’'un trastorn que
resulta de 'acumulacié d’anomalies genétiques i epigenétiques, que comporta que les
cél-lules normals es transformin en malignes (Pavet, Portal, Moulin, Herbrecht, &
Gronemeyer, 2011). Hi ha una pérdua de I'equilibri entre la divisié cel-lular i la mort
cel-lular, fent que cél-lules que haurien de morir no ho facin. Una de les causes d’aquest
desequilibri es pot trobar en I'apoptosi, tant en la seva disminucié com en la resisténcia
a aquesta. El mecanisme de I'apoptosi implica moltes vies i els defectes es poden donar
en qualsevol punt d’'aquestes (Wong, 2011). La mort cel-lular programada es tracta d’'un
procés regulat per I'equilibri entre les proteines proapoptoétiques i antiapoptotiques (Hu
& Kavanagh, 2003).

Un dels problemes dels tractaments antitumorals actuals és l'elevada toxicitat i la
induccié d’efectes secundaris greus com a consequéncia del dany que provoquen a les
cél-lules normals (Pavet et al., 2011). A més, la quimioterapia només té éxit en un
nombre limitat de cancers (Maddika et al., 2006).

S’han identificat unes proteines amb una citotoxicitat especifica per a cél-lules tumorals,
que és independent del tipus de tumor o dels canvis genétics, i aixo els hi confereix
potencial com a noves terapies especifiques de tumors i obre una porta per a la millora
del tractament dels cancers que han esdevingut resistents a farmacs. Aquestes
proteines son derivades de virus humans i animals o també d’origen cel-lular (Argiris,
Panethymitaki, & Tavassoli, 2011). La majoria indueixen l'apoptosi en les cél-lules
tumorals a partir de la modulacié de l'activitat de les proteines Bcl-2 o inhibint els
reguladors negatius de les caspases (proteases que intervenen en la resposta
apoptotica) (Barras & Widmann, 2011).

En el seu article, Noteborn (2009) menciona algunes de les proteines que indueixen
'apoptosi selectivament en cél-lules tumorals que es coneixen actualment. Aquestes
sén proteines virals com per exemple la proteina inductora d’apoptosi (apoptina)
derivada del virus de I'anémia de pollastre (CAV), E4orf4 present en adenovirus i la
proteina no estructural 1 derivada de parvovirus-H1 (NS1); i proteines cel-lulars com per
exemple l'alfa-lactalbumina humana letal per a les cél-lules tumorals (HAMLET) present
en la llet humana, citoquines humanes tals com la codificada pel gen-7 associat a
diferenciacid6 de melanoma (mda-7) o també anomenada interleucina-24 i el lligand
inductor d’apoptosi relacionat amb el factor de necrosi tumoral (TRAIL).

Aquests tractaments es poden administrar sols o combinats amb altres com la
quimioterapia i/o la radioterapia. Molts es troben en etapes precliniques perd d’altres ja
estan en fase d’assajos clinics (Wong, 2011). En la terapia combinada, un tractament
sensibilitzaria les cel-lules i superaria la inhibici6 de la mort cel-lular mentre que
aquestes proteines s’utilitzarien per administrar el cop especific i mortal al tumor (Grimm
& Noteborn, 2010).
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3. OBJECTIVES

The main objective of this bibliographic research project is to review the state-of-the-art
on the therapeutic treatment against cancer that has been developing some years ago,
related to the administration of drugs of proteic nature that naturally kill tumour cells
without causing any detrimental effect in normal cells. The results obtained so far show
that they present a good potential as future therapeutics agents.

In order to develop this objective, the work has been divided into two parts. In the first
one, an investigation was carried out in order to know the main characteristics of these
proteins and their mechanisms of action.

The second part of the project was focused on deeper study on one of these proteins
named, HAMLET. In addition to its characteristics and mechanisms of action, in this
project it has been carried out a study of the therapeutic approaches used to deliver this
protein to tumour cells because it is currently under clinical trials.
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4. METODOLOGIA

Atés que es tracta d’un projecte bibliografic, la metodologia del treball es basa en I'is de
diferents bases de dades i fonts bibliografiques per a la recerca d’informacié sobre el
tema tractat.

El buscador més utilitzat ha estat PubMed, el qual pertany al Centre Nacional
d’Informacio Biotecnologica (NCBI) i ofereix un accés gratuit a MEDLINE, la base de
dades bibliografica principal de la Biblioteca Nacional de Medicina (NLM) dels Estats
Units, que conté més de 24 milions de referéncies a revistes i articles de diferents ambits,
com la biomedicina.

S’ha realitzat també una recerca a través de Google Académic, on s’han trobat articles
relacionats amb les proteines estudiades, publicats per diferents autors en varies
revistes i llibres de I'ambit cientific.

La recerca d’informacio s’ha realitzat principalment en anglés, utilitzant paraules claus
com apoptin, nsl, edorf4, mda?7, trail, hamlet, oncolytic virus, apoptosis cancer cells,
anticancer proteins.

A més de I'is de les paraules claus anteriorment esmentades, també s’ha utilitzat
diferents recursos amb l'objectiu de delimitar la recerca. S’ha fet us de les etiquetes
[AND] i [OR] aixi com també de parentesis.

Un dels criteris de selecci6 dels articles utilitzats ha estat que fossin articles de revisié
recents per obtenir la informacié el més actualitzada possible.
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5. RESULTATS | DISCUSSIO

Tal com s’ha descrit en la introduccid, existeixen un conjunt de proteines que provoquen
la mort selectiva de les cél-lules tumorals. La sobreexpressiéo d’aquestes proteines
provoca la destruccié de les cél-lules tumorals per diferents mecanismes com apoptosi,
necrosi o mort cel-lular autofagica (Grimm & Noteborn, 2010). Aquesta sobreexpressio
és citotoxica per a les cel-lules tumorals pero no afecta a les cél-lules normals (Pavet et
al., 2011). Un dels mecanismes d’actuacié d’aquestes proteines seria la inhibicio de les
proteines oncogeniques i les seves vies de senyalitzacid, que podria produir la mort
cel-lular especifica d’'un tumor (Grimm & Noteborn, 2010).

Aquestes proteines funcionen independentment dels antecedents geneétics i del tipus de
cel-lules cancerigenes (Argiris, Panethymitaki, & Tavassoli, 2011). Les proteines objecte
d’aquest treball permeten identificar vies cel-lulars especifiques subjacents a la formacio
de tumors, les quals poden ser redirigides per elles mateixes fins a la mort cel-lular
(Noteborn, 2009).

Grimm & Noteborn (2010) van fer un estudi de la localitzacié de les proteines que
presenten propietats antitumorals de forma natural que es coneixen actualment (Figura
1). Aquestes proteines tenen una localitzacio diferencial en la cél-lula tumoral en
comparacio amb la cél-lula normal. Es poden trobar en el nucli, disperses en el
citoplasma o unides a organuls citoplasmatics, com mitocondri, reticle endoplasmatic o
endosomes, o bé a la membrana cel-lular. Per exemple, HAMLET i apoptina es
transloquen al nucli, fent que sigui aquest organul el punt on s'’inicia la senyal de mort
cel-lular. Per altra banda, per exemple MDA-7 sembla que causa apoptosi induida per
estrés especific del reticle endoplasmatic, fet que podria indicar que es tracta d’un
organul important per exercir un efecte especific de tumor. TRAIL, en canvi, inicia
I'apoptosi al unir-se al seu receptor situat en la membrana cel-lular.

Par4

»
Apoptin . / '
ascl HAMLE T
E4ori4

Figura 1. Representacio esquematica de la localitzacio cel-lular de les diferents proteines antitumorals conegudes en els
diferents organuls cel-lulars, representades en vermell. En groc es mostren algunes de les proteines amb les quals
interaccionen per dur a terme la seva funcié. Akt, proteina quinasa B; APC, complex promotor d’anafase / ciclosoma; CK-
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Il, caseina quinasa Il; Grp78, xaperona del reticle endoplasmatic; TRAIL-R, receptor de membrana de TRAIL. Font:
Grimm & Noteborn, 2010.

A continuaci6, es descriuen les diferents proteines en funcié del seu origen: viral o
cel-lular. Es fa una breu descripcié de les més rellevants de cada tipus que es coneixen
actualment parlant de les seves caracteristiques aixi com també dels seus mecanismes
d’actuacio.

En l'apartat seglient (5.2) es descriura més en profunditat d’'una de les proteines
cel-lulars, HAMLET, la qual es troba en fases cliniques i esta donant resultats positius
com agent antitumoral.

De la mateixa manera que existeixen virus que sdn oncogeénics, és a dir, que un cop han
infectat una cél-lula la transformen en tumoral, existeixen diferents virus que de forma
natural, o bé després d’ésser manipulats genéticament, poden matar de forma selectiva
les cél-lules tumorals. Aquest virus s’anomenen virus oncolitics. Per matar les cél-lules
tumorals es valen de les modificacions genétiques i epigenétiques que presenten
aguestes cel-lules que, tot i que fan que puguin créixer fora de control, també les fan
més vulnerables a la infeccid pels virus oncolitics ja que han perdut la capacitat d’aturar
la replicacio viral, la qual cosa indueix la seva mort (Cattaneo, Miest, Shashkova, &
Barry, 2008). Els virus oncolitics tenen un tropisme positiu per a les cel-lules tumorals
que els ha convertit en una terapia antitumoral efectiva, ja sigui administrats tot sols o
en combinacié amb altres farmacs (Russell & Peng, 2008). A més de les aplicacions
clinigues, els virus oncolitics serveixen per identificar vies de supervivéncia que
presenten les cel-lules tumorals i investigar com es poden fer canviar perqué es
converteixin en vies de mort cel-lular. De fet, I'estudi combinat dels canvis induits per
virus oncogenics i oncolitics ajuda a entendre qué canvia en una ceél-lula quan esdevé
tumoral, és a dir, perqué esdevé resistent a I'apoptosi, i d’altra banda, quines vies es
poden activar per induir la mort cel-lular i com s’aconsegueix el fenomen de selectivitat
(Noteborn, 2009).

A meés dels virus oncolitics que indueixen mort cel-lular selectiva de cél-lules tumorals,
existeixen tot un conjunt de proteines virals que també fan una funcié similar, les quals
es tractaran a continuacio.

El virus de 'anémia de pollastre (CAV) és un virus de DNA monocatenari que pertany al
génere Gyrovirus. El seu genoma té 3 ORF superposats que codifiquen per un RNA
missatger policistronic que donara lloc a tres proteines (Gupta, Gandham, Sahoo, &
Tiwari, 2015):

e VP1: proteina estructural
e VP2: proteina amb activitat fosfatasa i implicada en I'assemblatge del virio.
¢ VP3: proteina inductora d’apoptosi (apoptina).

11
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La proteina VP3 esta formada per 121 aminoacids i té dues senyals de localitzacié
cel-lular (NLS1 i NLS2) a I'extrem C-terminal, les quals es troben actives tant en cél-lules
normals com tumorals. També conté una sequéncia d’exportacié nuclear (NES) en el
mateix extrem C-terminal, Unicament activa en les cél-lules no transformades i que
sembla ser critica per l'activitat antitumoral d’aquesta proteina (veure més avall).
Aquestes seqliéncies son necessaries per al transport al nucli de la proteina (Gupta et
al., 2015). També presenta regions rigues en prolina i té un extrem C-terminal amb un
alt percentatge de residus de serina i treonina (Noteborn, 2009).

L’apoptina pot induir la mort cel-lular en un ampli rang de cél-lules cancerigenes a travées
de les vies apoptotiques classiques (Pavet et al., 2011).

Mecanismes d’accio

L’apoptina es creu que té diferents mecanismes d’actuacio, tot i que encara no sén prou
ben coneguts (Figura 2).

L’apoptina indueix la mort cel-lular en cél-lules tumorals independentment de la proteina
supressora de tumors p53, requerint pero I'activacio de caspases (Argiris et al., 2011).
S’ha demostrat la seva participacio en la via d’apoptosi mitocondrial o intrinseca, ja que
'apoptina provoca l'alliberament de citocrom C per part de la mitocondria i I'activacié de
caspasa 9 (Los et al., 2009).

Encara no s’ha pogut determinar la influéncia de I'expressio de la proteina antiapoptotica
Bcl-2 (proteina 2 del limfoma de cél-lules B) en el mecanisme d’accié de I'apoptina, ja
que diferents estudis han donat resultats contradictoris. En algunes linies ha protegit a
les cel-lules de I'apoptosi induida per apoptina mentre que en altres I’ha potenciat (Gupta
et al.,, 2015). Aquestes contradiccions es poden relacionar amb la interaccié de
I'apoptina amb el receptor nuclear Nur77. Aquesta proteina pot unir-se a Bcl-2, canviant
la seva funcié antiapoptotica a proapoptotica, conduint aixi a I'activacioé de la via de mort
mitocondrial. Els nivells de Nur77 son diferents en les cél-lules, fet que pot explicar els
resultats oposats del paper de Bcl-2 en la mort cel-lular induida per I'apoptina obtinguts
en els estudis realitzats (Los et al., 2009).

La localitzacio cel-lular de 'apoptina sembla ser important per a la induccié de I'apoptosi,
ja que en les cél-lules tumorals es troba preferentment en el nucli mentre que en les
cel-lules normals és en el citoplasma, on és inestable i molt probablement degradada
(Argiris et al., 2011). La fosforilacio de I'apoptina en la Thr-108, per diferents quinases,
algunes encara desconegudes que es troben presents en les cél-lules transformades
perd no en les normals, és important per a la seva retencié en el nucli, la qual sovint va
lligada a la seva toxicitat 0 a un increment de toxicitat (Maddika et al., 2006).

La localitzacié de I'apoptina al nucli cel-lular en cel-lules tumorals s’ha descrit vinculada
a I'existéncia en la seva seqiéncia de dues senyals de localitzacié nuclear (NLS) i d’'una
senyals d’exportacié nuclear (NES), descrites abans. En les cél-lules tumorals,
I'apoptina entra al nucli gracies a les NLSs i queda retinguda alla perque la senyal
d’exportacio nuclear queda invalidada per fosforilacié del residu de Thr de la posicié 108.
En canvi, en cel-lules normals no hi ha present les quinases que provoquen aquesta
fosforilacio, amb la qual cosa el NES és reconegut per I'exportina i I'apoptina retorna al
citoplasma. Tal com s’ha dit abans, aquestes sequiéncies NLS i NES es troben a I'extrem
C-terminal de la proteina mentre que a I'extrem N-terminal s’hi troben seqlencies riques
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en Leu i Pro que son responsables de I'agregacio de la proteina i que també es creu
gue estan implicades en induir la mort cel-lular selectiva de cél-lules tumorals, pero no
es coneix el mecanisme. Es a dir, I'apoptina t& dues regions implicades en la mort
cel-lular, una a I'extrem N-terminal i I'altre a I'extrem C-terminal.

En el citoplasma, s’ha pogut demostrar la participacié de la fosfatidilinositol 3-quinasa
(PI3K). L’apoptina interacciona amb la seva subunitat reguladora (p85) i provoca la
fosforilacié d’Akt, la qual es translocara al nucli (Gupta et al., 2015). Un cop al nucli, Akt
juntament amb I'apoptina activara la quinasa dependent de ciclina 2 (CDK2) (Argiris et
al., 2011). L’activacio de CDK2 per part d’Akt pot ser causada per dos mecanismes: per
fosforilacio directa al seu residu Thr-39 o bé per la degradacié induida per la fosforilacié
del seu inhibidor p27¥P! (Los et al., 2009). La CDK?2 fosforilada promoura la fosforilacié
de l'apoptina en la posicié Thr-108 i donara com a resultat 'acumulacié nuclear de
I'apoptina. L’activacio prolongada de CDK2 pot provocar alteracions en la progressio del
cicle cel-lular i la mort cel-lular (Gupta et al., 2015).

En el nucli, s’ha demostrat la interaccié de I'apoptina amb una subunitat del complex
APC/C, interaccio que és present en les cél-lules tumorals perd que es troba absent en
les normals (Los et al., 2009). Mitjangant aquesta interaccio, I'apoptina interfereix en la
via ACP/C induint aixi la detencio del cicle en G2/M, provocant I'apoptosi de la cél-lula
(Grimm & Noteborn, 2010).

A més, interactua amb una proteina proapoptotica, el factor associat al domini efector
de mort (DEDAF), que té un paper en la regulacid transcripcional. Encara no es sap,
pero, si aquesta interaccid és responsable de la toxicitat de I'apoptina (Los et al., 2009).

Una altra interaccié de l'apoptina és amb la proteina de la leucémia promielocitica
(PML), tot i que diversos estudis han senyalat que sembla ser que aquesta interaccio
pot ser prescindible per a I'apoptosi induida per I'apoptina (Los et al., 2009).

L’apoptina es pot unir al DNA nu, preferiblement a la heterocromatina, i formar
superestructures. Encara no es coneix pero si la unié de I'apoptina al DNA provoca
efectes transcripcionals (Los et al., 2009).

S’ha observat també I'associacié de I'apoptina amb la proteina que interactua amb N-
Myc (Nmi), la qual interactua amb els factors de transcripcié protooncogénics Myc. S’ha
proposat que la interaccié de I'apoptina amb Nmi pugui explicar I'especificitat tumoral de
'apoptina, ja que Nmi es troba en nivells baixos en les cél-lules normals mentre que es
troba altament regulada en les cél-lules transformades. Tot i aix0, encara es necessiten
més estudis per acabar d’explicar 'amplia activitat antitumoral de I'apoptina (Los et al.,
2009).

Un altre mecanisme proposat €s la regulacié negativa de la proteina de xoc termic de
70 kDa (Hsp70). L'apoptina competeix amb el factor de transcripcié HSF1 per unir-se al
promotor de Hsp70, reduint aixi I'expressidé de Hsp70 i condueix la cél-lula a 'apoptosi
(Gupta et al., 2015).

Com s’ha comentat anteriorment, I'apoptina interacciona amb Nur77 i provoca la seva
fosforilacio en el nucli. Un cop fosforilat, Nur77 es desplaca al citoplasma i és capag de
transmetre senyals apoptotics a les mitocondries, que conduiran a I'apoptosi per la via
de mort mitocondrial associada amb l'alliberament de citocrom C (Gupta et al., 2015).
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Estudis recents han demostrat una altra via de fosforilacié de I'apoptina, mitjangant la
proteina quinasa C (PKC), concretament la PKCB, en models de cancer de mieloma
multiple (Argiris, Panethymitaki, & Tavassoli, 2011). PKCB s’encarrega de promoure la
proliferacié cel-lular i la supervivencia. Aixi doncs, aquests estudis indiquen que
I'apoptina és capag de redirigir la via de supervivéncia cel-lular mediada per PKCB cap
a la via apoptotica (Gupta et al., 2015).

Encara no es coneix com aquests mecanismes poden estar lligats ni com es produeix la
selectivitat per a cél-lules tumorals, més enlla del mecanisme d’invalidacié del NES per
fosforilacio en cél-lules tumorals.

Activacisc — 5 APOPTOSI

CITOPLASMA caspasa9i3

PI3K PKCB

Alliberament
Citocrom C

Mitocondria i Nur77 .

)
Acumulacié ———»  Nur77
Apoptina \
Nmi
PML
. A 4 APC
v
__\ TN\ Unié DNA| | DEDAF
\ CDK2 -—»g CDK2
‘.\ 4 . ‘\
\, NUCLI 4

FEigura 2. Representacié de possibles mecanismes d'acci6 de I'apoptina. En el citoplasma, activa la quinasa P13 (PI3K) i
provoca la fosforilacio de I'Akt, la qual s'associa amb I'apoptina i es transloquen conjuntament al nucli. En el nucli, Akt
fosforila CDK2, la qual fosforila I'apoptina a la Thr-108, invalidant la sequéncia d’exportacié nuclear (NES). Aixi doncs,
aquesta apoptina fosforilada no pot tornar al citoplasma i s’acumula al nucli. Aqui interaccionara amb diverses proteines:
DEDAF, Nmi, APC/C, PML i Nur77. Nur77 es fosforila, la qual cosa li permet la sortida al citoplasma on activara la via de
mort cel-lular mitocondrial. La interaccié amb APC fa que aquesta s’inactivi i que es doni una aturada en G2/M del cicle
cel-lular. Hi ha altres mecanismes implicats, encara no prou ben coneguts, com la fosforilacié de I'apoptina a través de
la PKCB.

La proteina d’adenovirus E4orf4 és un regulador viral multifuncional que afecta a varis
processos cel-lulars (Gupta et al., 2015).

Actualment aquesta proteina es troba en estudis preclinics. Els resultats obtinguts
demostren que es produeix una inhibicié del creixement tumoral (Noteborn, 2009). La
seva expressio a nivells elevats indueix la mort cel-lular selectivament en cél-lules
cancerigenes independentment de la proteina p53, fet que la converteix en una molécula
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amb un gran potencial per a futures terapies contra el cancer (Maddika et al., 2006). A
més a més, sembla ser que és capag¢ d’induir vies alternatives no apoptoétiques, ja que
no requereix l'alliberament de citocrom C o vies de caspasa classiques i tampoc
s’inhibeix per Bcl-2 (Grimm & Noteborn, 2010). S’esta estudiant la seva administracio
sense la infeccid amb virus, ja que s’ha observat que durant la infeccié els nivells de
E4orf4 son baixos i no s’'indueix la mort cel-lular (Kleinberger, 2015).

Es tracta d’'una proteina de 114 aminoacids amb dos regions d’aminoacids diferenciades
en la seva estructura (Maddika et al., 2006):

e Unaregio rica en prolines a I'extrem N-terminal, que representa un lloc d’'unié del
domini SH3 (domini d’homologia al domini 3 de la proteina Src).

e Una altra regié amb aminoacids basics, que representa un motiu ric en arginines
(ARM). Aquest motiu s’ha demostrat que és essencial per a la localitzacié nuclear
de la proteina, ja que dirigeix la proteina E4orf4 al nucli i també es troba
involucrat en la seva toxicitat (Gupta et al., 2015).

Mecanismes d’accio

Tot i les moltes investigacions que s’estan duent a terme per avaluar el potencial de
E4orf4 com a terapia contra el cancer, encara no son del tot clars els seus mecanismes
d’accid, la seva capacitat per diferenciar entre cél-lules tumorals i cél-lules normals i les
proteines que es troben implicades en aquests processos (Gupta et al., 2015).

La mort cel-lular induida per E4orf4 es pot donar per vies diferents, dependent de la
seva localitzaci6 cel-lular, les quals es mostren en la Figura 3. Es suggereix que E4orf4
pot induir dues rutes de mort cel-lular diferents: una nuclear mitjancant la interaccié amb
la fosfoproteina fosfatasa 2A (PP2A) i una altra citoplasmatica a través de la interaccio
amb les quinases Src.

En el nucli, interactua amb PP2A, que és important en el desenvolupament tumoral
(Grimm & Noteborn, 2010). PP2A és una serina/treonina fosfatasa formada per tres
subunitats (A, B i C) amb diferents isoformes per a cada subunitat. E4orf4 s’uneix a la
subunitat reguladora Ba/B55 de PP2A, la qual és essencial per a la induccié de la mort
cel-lular (Maddika et al., 2006). Aquesta unié permet la interaccié amb altres molécules
presents en el nucli.

Es pot unir al factor de remodelacié de la cromatina dependent d’ATP (ACF), que
s’associa amb la subunitat C de la PP2A en preséncia de E4orf4, ja que aquest altera
les propietats d’unié a cromatina de PP2A reclutant-la a ACF. E4orf4 juntament amb
PP2A inhibeix ACF, fet que condueix a un canvi en I'equilibri entre diversos complexes
de remodelacié. La variacié en [lactivitat de remodelaci6 de la cromatina altera
I'estructura de la cromatina i indueix canvis en la transcripciod, replicacié del DNA,
reparacio del DNA i altres processos que requereixen una remodelacio. Aquests fets
condueixen a la mort cel-lular quan E4orf4 s’expressa sol (Kleinberger, 2015).

A més, també interactua amb APC/C, complex que es requereix per a la transicié de
metafase a anafase durant el cicle cel-lular. Aquesta interaccié indueix la detencié del
cicle cel-lular en G2/M (Maddika et al., 2006) i acaba desencadenant en una catastrofe
mitotica i, finalment, en la mort cel-lular molt sovint per apoptosi (Gupta et al., 2015). La
catastrofe mitotica és un mecanisme oncosupressor que impedeix la proliferacié i/o
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supervivencia de les cél-lules que no poden completar la mitosi degut a un dany en el
DNA, problemes amb la maquinaria mitotica i/o error dels punts de control mitotic. Es
caracteritza per canvis nuclears com multinucleacioé i macronucleacio, a causa de la
mala segregacié cromosomica, i micronucleacio, com a resultat de la persistencia de
cromosomes retardats o excéntrics (Galluzzi et al., 2018).

L’acumulacié de E4orf4 en el citoplasma depén de la seva interacciéo amb les quinases
de la familia Src, mediada per el domini quinasa de Src i el domini ARM d’E4orf4, que
condueix a alteracions en ambdues proteines (Kleinberger, 2015). Aquesta associacio
provoca una desregulacio de la senyalitzacioé de Src en vies de supervivéncia com FAK
(quinasa d’adhesio focal) i ERK (quinases regulades per senyals extracel-lulars), fet que
comportara canvis en l'organitzacié de les adheréncies focals i del citoesquelet d’actina,
la formacié de protuberancies en la membrana i finalment la pérdua de senyals de
supervivencia, que acabara amb la mort cel-lular (Maddika et al., 2006). Es creu que
aquests canvis podrien provocar també disfuncié mitocondrial, que comportaria
I'alliberament de citocrom C, caspasa-9 i finalitzaria amb la mort cel-lular, tot i que encara
no esta del tot clar i cal seguir realitzant estudis (Gupta et al., 2015).

Recentment, s’ha observat la interaccié d’E4orf4 amb una altra proteina citoplasmatica,
UDPasa, una apirasa de I'aparell de Golgi necessaria per a la regulacio de la importacio
dels sucres dins del lumen de I'aparell de Golgi que contribueix a la detencid irreversible
del creixement induit per E4orf4. Es col-loca en la membrana de Golgi, amb I'extrem N-
terminal i el seu domini catalitic en el lumen i I'extrem C-terminal en la part citoplasmatica
de la membrana. Es va demostrar que E4orf4 estabilitza la proteina UDPasa de forma
dependent de PP2A i 'augment dels seus nivells augmenta la mort cel-lular induida per
E4orf4, mentre que una expressié reduida inhibeix la toxicitat de E4orf4 (Kleinberger,

2015).
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Figura 3. Representacié dels mecanismes d'accié d'E4orf4. E4orf4 és fosforilat per quinases Src, fet que provoca que
s'acumuli en el citoplasma i que es pugui associar a les quinases Src, formant un complex que regula la fosforilacié de
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varis factors, conduint a una remodelacié del citoesquelet d’actina i de I'adhesio focal, a la formacié de protuberancies
en la membrana i finalment a la mort cel-lular. E4orf4 en el citoplasma també interacciona amb UDPasa, que causa la
mort per una via alternativa a la de Src. En el nucli interacciona amb la fosfatasa PP2A, complex que interactua amb ACF
provocant la remodelacio6 de la cromatina i amb APC, que provocara la detencié en G2/M i catastrofe mitotica. Aquests
processos desencadenaran en la mort cel-lular.

Els virus del génere Parvovirus son virus de DNA monocatenari sense envolta, amb una
mida de genoma de 5 kb, el qual esta format per dos ORF i gens superposats que
codifiquen per dos gens no estructurals (NS1 i NS2) i dues proteines estructurals (VP1
i VP2) (Gupta et al., 2015).

Les propietats citotoxiques d’aquest virus vénen donades per la proteina no estructural
NS1, una proteina multifuncional que presenta homologia entre diferents espécies de
Parvovirus. Duu a terme diferents funcions, des de I'amplificacié del DNA viral i la
regulacioé de la transcripcio fins a la citotoxicitat. Aquestes activitats estan regulades a
través de la modificacié posttraduccional de NS1 i la seva distribucié subcel-lular. La
fosforilacio de diferents dominis NS1 controla les funcions enzimatiques (ATPasa i
helicasa) i no enzimatiques, com la uni6 a DNA i proteines, del producte viral i varia
durant la infeccié (Nuesch, Lacroix, Marchini, & Rommelaere, 2012).

Els parvovirus es distingeixen per les seves activitats oncolitiques, una amplia gama de
tumors diana, la capacitat per eludir la resisténcia de les cel-lules tumorals als inductors
de mort convencionals i la idoneitat per aplicacions locals i sistémiques. Entre els
parvovirus estudiats per les seves propietats anticancerigenes destaquen les espécies
MVM i H-1PV (Nuesch et al., 2012). Diversos estudis preclinics han demostrat I'activitat
oncosupressora de H-1PV tot i que ja s’han desenvolupat alguns assajos clinics amb H-
1PV en pacients amb tumors cerebrals malignes (Geletneky et al., 2017).

Mecanismes d’accio

Dependent del tipus de cél-lula i de l'estat metabdlic, les cél-lules infectades per
parvovirus poden morir per diferents mecanismes (Figura 4). Aquests mecanismes son
apoptosi per la via intrinseca (activacio de les caspases -9 i -3), necrosi i mort cel-lular
dependent de catepsina-B (Gupta et al., 2015). A més a més, pot induir la mort
selectivament en cél-lules cancerigenes independentment de si hi ha una
sobreexpressio de la proteina Bcl-2 (Noteborn, 2009). Les cél-lules tumorals sén més
vulnerables a l'acci6 citotoxica de H-1PV perqué contenen nivells més elevats de
multiples determinants essencials per a la regulacié oncotoxica de la proteina NS1 de
H-1PV, com factors de replicaci6 i transcripcio cel-lulars (Geletneky et al., 2017).

La infecci6 amb parvovirus causa la detencié de la sintesi de molécules de I'hoste,
provocant la inhibici6 de la replicaci6 del DNA cel-lular degut a la retencié dels
components de la maquinaria de replicacié del DNA cel-lular en els centres de replicacié
viral, que activara la resposta de dany al DNA induint la detenci6 del cicle cel-lular durant
la infeccio per a la reparacié del DNA. L’expressio sola de la proteina NS1 també ha
demostrat ser suficient per induir la detencio del cicle cel-lular (NUesch et al., 2012). NS1
provoca la detencié del cicle cel-lular en G2 a l'unir-se a factors de transcripcio (Gupta
et al., 2015).
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En el citosol, la proteina NS1 interacciona amb la subunitat catalitica de la caseina
quinasa Il (CKlla), fent que aquesta es pugui unir a la tropomiosina, provocant-li un patré
alterat de fosforilacié (Yun Chen & Qiu, 2011). Les cél-lules tumorals infectades per
parvovirus-H1 pateixen canvis en els filaments del citoesquelet, els quals son fosforilats
per el complex NS1-CKlla conduint a la degradacié de les fibres d’actina i a I'aparicié
dels anomenats “pegats d’actina” (actin patches), acabant amb la mort cel-lular. Les
cél-lules tumorals sén resistents a la mort cel-lular induida per NS1 si es produeix una
inhibicié de la CKlla (Grimm & Noteborn, 2010).

La proteina NS1 també pot provocar la despolaritzacié de la membrana mitocondrial i
induir la produccié d’espécies reactives d’oxigen (ROS), que causara danys en el DNA,
una detencié del cicle cel-lular i finalment apoptosi (Gupta et al., 2015).

Diferents estudis han demostrat que H-1PV pot matar cél-lules tumorals a través d’'un
mecanisme de mort cel-lular no apoptotic mediat per catepsines. Aquesta via provoca la
permeabilitzacié6 de la membrana lisosomal i I'alliberament d’enzims lisosomics, en
particular catepsina, al citosol (Yun Chen & Qiu, 2011). Aix0 dona com a resultat
'acumulacié citosolica de catepsina a uns nivells intolerables per a la cél-lula que la
conduira a la mort cel-lular. A través d’aquest mecanisme, el parvovirus pot induir la mort
de les cél-lules resistents a I'apoptosi (Niesch et al., 2012).
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Figura 4. Representacié dels mecanismes per els quals la proteina NS1 de parvovirus mata a les cél-lules tumorals. En
el nucli interactua amb factors cel-lulars implicats en la regulacio del cicle cel-lular. A més, segresta la maquinaria de la
cél-lula hoste per replicar-se ell mateix provocant una aturada en la replicacio del DNA cel-lular, que comporta un dany
en el DNA i una parada en el cicle i finalment I'apoptosi. En el citoplasma s’associa amb la caseina quinasa CKlla i forma
el complex NS1-CKlla, que fosforila els filaments del citoesquelet, provocant un col-lapse d’aquest i finalment la mort
cel-lular. NS1 provoca la despolaritzacié de la membrana mitocondrial, que comportara a una produccié excessiva de
ROS, el qual provocara danys al DNA i conduira a I'apoptosi per la via intrinseca. També causa la permeabilitzacié de la
membrana lisosomal que comportara una acumulacié de catepsina B en el citoplasma i finalment la induccié de la mort
cel-lular.
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A part de les proteines virals, s’han identificat varies proteines d’origen cel-lular que
també poden induir la mort cel-lular selectivament en les cél-lules tumorals. A
continuacié es presentaran algunes de les més importants.

La proteina associada a la diferenciacié de melanoma 7 (MDA-7), també coneguda com
a interleucina 24 (IL-24), forma part de la familia d’interleucina 10. Actua com a una
citoquina classica i també com a un agent citotoxic intracel-lular independent de
receptors (Pavet et al., 2011).

Actualment es troba en fase | d’assajos clinics, en els quals s’esta observant que és ben
tolerada i mostra activitat clinica significativa. S’estan estudiant tractaments en
combinacié amb radioterapia i quimioterapia per superar possibles resistencies (Grimm
& Noteborn, 2010).

Mecanismes d’accio

Es sap que MDA-7/IL-24 afecta a la viabilitat de les cel-lules tumorals induint la seva
mort perd0 el mode exacte de com actua varia en els diferents tipus de cél-lules
cancerigenes. Tot i aixi, totes les rutes de senyalitzacié (Figura 5) acaben convergint
en apoptosis, amb l'activacié de la via intrinseca com a consequéncia de I'alliberament
de citocrom C i de l'activacié de les caspases-9 i -3 (Panneerselvam, Munshi, & Ramesh,
2013).

Per tal que pugui dur a terme la seva activitat, cal que s’expressi dins les cél-lules,
concretament en el reticle endoplasmatic provocant-li un estres, fent que aquest organul
pateixi una alteracio en el seu funcionament (Grimm & Noteborn, 2010). MDA-7 indueix
la mort cel-lular mitjancant I'activacié de la quinasa del reticle endoplasmatic de tipus
PKR (PERK). La IL-24 evita la interaccid entre la xaperona del reticle endoplasmatic
BiP/GRP78 i PERK, al unir-se ella a la xaperona. Aixi, PERK s’autofosforila i provoca la
fosforilacio i I'activacio del factor d’iniciacié de traduccio eucariota 2 (EIF2a), que aturara
la traduccié global de proteines. Hi haura, doncs, una disminucié de I'expressio de les
proteines antiapoptotiques com Mcl-1, Bcl-XL, Bcl-2 i c-Flip (Menezes et al., 2014).

En estudis amb cél-lules de cancer de pulmé tractades amb IL-24 es va observar
I'activacié de la proteina quinasa dependent de RNA de doble cadena (PKR), gracies a
la uni6 de MDA-7 a la PKR, donant la fosforilacié de ambdues proteines i provocant aixi
la mort de les ceél-lules tumorals. Aquesta activaciéo donava com a resultat la fosforilacié
d’altres proteines, com elF2a i la proteina quinasa activada per mitogen p38
(P3BMAPK), provocant una inhibicié de la sintesi global de proteines. S’han realitzat
altres estudis per tal de analitzar la necessitat de PKR per a la inducci6 de I'apoptosi
mediada per MDA-7 i s’ha conclos que és un requisit que depén de cada tipus de cél-lula,
ja que en altres tipus de cancer pot exercir la seva activitat antitumoral independentment
de PKR (Panneerselvam et al., 2013).

L’activacio de PERK promou la produccié d’espécies reactives d’oxigen (ROS) i de
ceramida. Aixo provoca un augment dels nivells de ceramida en la ceél-lula que afectara
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a diverses vies de senyalitzacio i a la integritat mitocondrial (Menezes et al., 2014). S’ha
demostrat en varis estudis que es requereix ceramida per tal d’induir la mort cel-lular
mitjancant MDA-7 (Argiris, Panethymitaki, & Tavassoli, 2011).

En cél-lules de melanoma s’ha demostrat la importancia de la induccié de la ruta de
p38MAPK. La seva activacio per MDA-7 condueix a una activacio dels gens de detencio
del creixement i dany del DNA (gens GADD), provocant l'aturada del cicle cel-lular i
I'apoptosi (Menezes et al., 2014). La fosforilaci6 de elF2a també activa el factor de
transcripcié6 ATF4, que activara els gens GADD. Aguest fet indica que existeix una
relacié entre PKR i les rutes de transduccié de senyal p38MAPK (Dash et al., 2010).

El tractament amb la interleucina estudiada, en altres cél-lules ha provocat I'activacio de
la cascada de senyalitzacié de la quinasa c-Jun NH2-terminal (JNK). L’activacio de JNK
promou I'expressio de les proteines proapoptotiques Bax (proteina assassina homologa
i antagonista de Bcl-2) i Bak (proteina X associada a Bcl-2) i finalment condueix a la
disfuncio mitocondrial i a la mort cel-lular. Diversos estudis han demostrat la necessitat
de JNK per a la mort de les cel-lules cancerigenes induida per MDA-7 (Panneerselvam
et al., 2013).

A més, I'efecte antitumoral de mda-7 també esta mediat per la seva capacitat per inhibir
I'angiogénesi, la invasié i la migraci6 de les cel-lules cancerigenes (Dash et al., 2010).

La mort cel-lular induida per MDA-7 implica tant apoptosi com autofagia. L’autofagia té
un paper en la supervivéncia i en la mort cel-lular. El canvi de supervivencia a mort es
creu que depén de I'estrés cel-lular, tot i que encara no hi ha gaires coneixements sobre
el paper de MDA-7 en 'autofagia. Varis estudis han mostrat que I'autofagia mediada per
IL-24 depén de I'estrés del reticle endoplasmatic mediat per PERK, que desencadena la
produccié de ceramida i ROS, com s’ha explicat anteriorment, fet que implica la
inactivacioé de ERK 1/2 i l'activacié de JNK (Panneerselvam et al., 2013).

Hi ha diferents hipotesis per explicar la selectivitat de MDA-7 per a les cél-lules tumorals.
Les diferéncies bioquimiques entre les cél-lules normals i les transformades pot ser una
de les principals raons. Un dels principals mecanismes per els quals indueix la mort
cel-lular és generant un estrés al reticle endoplasmatic. Com les cél-lules cancerigenes
tenen nivells d’estrés del reticle endoplasmatic més elevats en comparaciéo amb les
cél-lules normals, les fa més susceptibles a la mort cel-lular induida per MDA-7
(Menezes et al., 2014). A més, el nivell de BiP/GPR78 és més elevat en alguns tipus de
cél-lules cancerigenes que en les cél-lules normals, fet que podria explicar perqué les
primeres son més susceptibles a I'estrés causat per MDA-7 (Dash et al., 2010).

Una altra explicacio d’aquesta selectivitat t¢ a veure amb ROS. El nivell basal de ROS
en les cel-lules tumorals és major que en les cél-lules normals. MDA-7 augmenta la
produccié de ROS, superant aixi els efectes antioxidants naturals més eficientment en
les cél-lules cancerigenes, el que comporta la mort cel-lular (Menezes et al., 2014).
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Figura 5. Representacio dels diferents mecanismes d'accié de la proteina MDA-7 per induir l'apoptosi en cel-lules
tumorals. IL-24 s’associa amb la xaperona del reticle endoplasmatic BiP/GPR78, fent que PERK no s’hi pugui unir i es
fosforili. PERK provoca la fosforilacié a EIF2a, que afectara a la traduccié global de les proteines disminuint aixi els nivells
de les proteines antiapoptotiques (cFLIP, Mcl-1, Bcl-XL, Bcl-2). EIF2a activara també el factor de transcripciéo ATF4, que
permetra I'expressio dels gens GADD i activara p38MAPK. PERK també promou la produccié de ceramida i ROS, que
activara JNK i s’elevaran els nivells de les proteines proapoptotiques Bax i Bak. Aquests processos anteriors afecten a
la mitocondria, provocant un alliberament de Citocrom C i I'activacio de les caspases-9 i -3, conduint finalment a I'apoptosi
de la cél-lula tumoral. INK i ERK 1/2 també poden desencadenar la mort cel-lular per autofagia.

El lligand inductor d’apoptosi relacionat amb el factor de necrosi tumoral (TRAIL) indueix
apoptosi independentment de p53 preferentment en cél-lules tumorals (Noteborn, 2009).

Es tracta d'una proteina transmembrana de tipus Il amb un domini N-terminal
citoplasmatic curt i una domini d’unié a receptor extracel-lular C-terminal llarg. S’uneix
com un homotrimer a la part extracel-lular dels seus quatre receptors especifics units a
la membrana. Es pot unir a dos receptors inductors d’apoptosi, TRAIL-R1 (DR4) i TRAIL-
R2 (DR5, KILLER), a dos receptors addicionals incapagos de transmetre el senyal
apoptotic, TRAIL-R3 (LIT, DcR1) i TRAIL-R4 (TRUNDD, DcRZ2), i a un receptor soluble
anomenat osteoprotegerina (OPG) (Falschlehner, Emmerich, Gerlach, & Walczak,
2007).

Tant DR4 com DR5 tenen un domini de mort conservat (DD) i son receptors
proapoptotics. DcR1 no conté domini intracel-lular i DcR2 té el domini DD alterat.
D’aquesta forma, aquests dos Uultims receptors actuen com a receptors esquers
provocant la resisténcia i supervivéncia de la cél-lula tumoral perqué competeixen amb
els altres receptors per a la unio6 del lligand (Wu, 2009). OPG, en canvi, és una proteina
secretada i actua com un regulador en el desenvolupament i I'activacioé d’osteoclasts en
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la remodelacio ossia. Pero la importancia de la interaccié de TRAIL i OPG encara és
desconeguda (Falschlehner et al., 2007).

Actualment es troba en fases | i Il d’assajos clinics en tractaments de monoterapia o
combinat amb altres agents terapéutics. TRAIL esta mostrant molt poca o cap toxicitat
en les cél-lules normals i els tractaments son ben tolerats (Argiris et al., 2011).

Mecanismes d’accio

El mecanisme d’actuacié de TRAIL per induir 'apoptosi esta bastant definit i es presenta
ala Figura 6.

La unio de TRAIL als seus receptors TRAIL-R1 o TRAIL-R2 provoca la trimeritzacio del
receptor i la formacié del complex de senyalitzacio inductor de mort (DISC). La proteina
associada a FAS amb domini de mort (FADD) s’uneix als dominis de mort de C-terminal
dels receptors. Llavors, FADD recluta caspases iniciadores proximes a la membrana,
com la caspasa-8, a través del seu domini efector de mort (DED) (Johnstone, Frew, &
Smyth, 2008). Aquestes caspases iniciadores s’activen de manera autocatalitica
permetent la transmissié del senyal apoptotic promovent 'activacié de la caspasa-3, la
qual podra trencar varies proteines cel-lulars per conduir finalment a I'apoptosi de la
cel-lula per la via extrinseca, i de la proteina proapoptotica Bid (proteina amb el domini
agonista de mort que interactua amb BH3), que iniciara la via intrinseca (Falschlehner
et al., 2007).

Les proteines de la familia Bcl-2 s’agrupen en tres subfamilies les quals comparteixen
quatre dominis caracteristics, anomenats dominis d’homologia Bcl-2 (BH), importants
per a la seva funcié. La primera subfamilia la conformen les proteines antiapoptotiques
com Bcl-2 i Bcl-XL, les quals conserven els quatre dominis BH i estan associades a la
membrana mitocondrial externa per estabilitzar la seva integritat. Les proteines
proapoptotiques es poden dividir entre les que tenen varis dominis BH, com Bax i Bak, i
les que només conserven el domini BH3, com per exemple Bid, Bim i Bad. Les
proapoptotiques amb varis dominis BH només s’associen a la membrana mitocondrial
externa durant I'apoptosi amb l'objectiu de desestabilitzar la seva integritat per tal que
alliberi factors proapoptotics. Aquestes sén activades per la tercera subfamilia, les que
només contenen un domini BH, les quals a més d’activar les proteines proapoptotiques,
també poden interactuar amb les antiapoptotiques per neutralitzar la seva funcid
(Falschlehner et al., 2007).

Aixi doncs, la caspasa-8 activada s’uneix a Bid provocant-li una escissi6 (tBid) que li
permetra desplacar-se a la mitocondria i interaccionar amb Bax i Bak per poder activar
la via apoptotica intrinseca, que provocara I'alliberament de citocrom C i altres factors
propapoptotics com Smac/DIABLO. Depenent del tipus de cél-lula, aquesta ruta pot
funcionar com a principal mecanisme utilitzat per TRAIL per induir 'apoptosi o bé pot
servir per amplificar la resposta apoptotica mitjangant I'activacio de les vies apoptotiques
extrinseca i intrinseca (Johnstone et al., 2008).

Hi ha diferents mecanismes que inhibeixen la cascada d’apoptosi induida per TRAIL en
varis nivells. L'activacio de les caspases iniciadores pot ser inhibida per la proteina
inhibidora semblant a la caspasa FLICE (cFLIP), la qual té tres variants (cFLIPL, cFLIPS
i cFLIPR) que contenen dos DED homolegs als DED de la caspasa-8. Les variants
CFLIPS i cFLIPR competeixen amb la caspasa-8 per unir-se a FADD inhibint I'activitat
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proapoptotica de DISC. Un altre mecanisme de control és mitjangant les proteines
antiapoptotiques de la familia Bcl-2, que controlen I'activitat de les proapoptotiques Bax
i Bak (Lemke, Karstedt, Zinngrebe, & Walczak, 2014).

Les proteines inhibidores d’apoptosi (IAP), com clAP-1, clAP-2 i XIAP, conformen un
altre mecanisme que bloqueja l'apoptosi, inhibint les caspases. XIAP (proteina
inhibidora d’apoptosi lligada a X) inhibeix la caspasa-3 unint-se al seu lloc actiu, impedint
la unié de la caspasa amb el seu substrat. També pot inhibir la caspasa-9, deixant-la en
un estat inactiu. XIAP catalitza la ubiquitinitzacié de la caspasa-3 i Smac, fet que promou
la degradacié d’ambdues molécules proapoptotiques. Les IAP soén contrarestades per
Smac /DIABLO ja que competeix amb les caspases per unir-se a IAP (Falschlehner,
Emmerich, Gerlach, & Walczak, 2007).

TRAILR1

o
QRAILRZ
Membrana cel-lular

Smac/ |
‘ DIABLO ‘Citocrom [ ‘

Figura 6. Representacié del mecanisme d'accié de TRAIL. Quan TRAIL s'uneix als receptors TRAIL-R1 o TRAIL-R2
recluta FADD i a la caspasa-8, la qual s’activa. cFLIP competeix amb la caspasa-8 per unir-se a FADD, provocant una
inhibicié de I'apoptosi induida per TRAIL (en vermell en la imatge). La caspasa iniciadora activada actua sobre caspases
efectores com la caspasa-3 que conduiran a la mort cel-lular per la via extrinseca. També es pot activar la via intrinseca
de I'apoptosi per aixi ampliar la senyalitzacié apoptotica mitjangant I'escissié de Bid per la caspasa-8 que li permetra anar
a la mitocondria i interactuar amb Bax i Bak, que induiran la permeabilitzacié de la membrana mitocondrial i I'alliberament
de citocrom C i Smac/DIABLO al citosol. El citocrom C activara la caspasa-9 i podra activar la caspasa-3. Smac/DIABLO
s’uneix a XIAP per inhibir la seva funci6 (assenyalada en vermell en la figura).
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Taula 1. Comparativa de les diferents proteines que maten selectivament les cél-lules tumorals.

No No No No No
?* No No Si Si
Uni6 a
. Nucli Nucli Reticle receptor
Nucli . . .
Citoplasma Citoplasma endoplasmatic de
membrana
Apoptosi
. . via L Apoptosi
Apoptosi Apoptosi _ Apoptosi via P p
. N intrinseca Lo via
via Catastrofe . intrinseca .
L, . Necrosi L. extrinseca
intrinseca mitotica Autofagia L
Mort / intrinseca
lisosomal
. L L linic f [ini
Preclinic Preclinic Preclinic < C ases < C
[ill fases | ill

*Procés encara no prou ben conegut. Presenta controvérsia.

En la Taula 1 es mostra un resum dels aspectes més importants de cada proteina per
tal de poder-ne fer una comparacio.

Pel que fa a la proteina supressora de tumors p53, els diversos estudis han revelat que
cap de les proteines descrites en aquest treball presenta una dependéncia del seu estat,
mentre que en el cas de la proteina antiapoptotica Bcl-2 hi ha més diversitat. Dintre de
les proteines virals, els mecanismes de mort cel-lulars induits per E4orf4 i NS1 no es
bloquegen quan hi ha una sobreexpressiéo de Bcl-2, mentre que en el cas de les
proteines cel-lulars succeeix el contrari. Pel que fa a la proteina viral apoptina, com ja
s’ha comentat anteriorment, ha presentat resultats contradictoris i cal seguir investigant
per poder saber I'efecte que té la proteina antiapoptotica sobre els seus mecanismes de
mort cel-lular.

La localitzacié cel-lular també és un factor que difereix entre les diferents proteines,
localitzant-se les proteines virals en el nucli, podent-se trobar E4orf4 i NS1 també en
citoplasma. Dintre de les proteines cel-lulars, MDA-7 actua en el reticle endoplasmatic
provocant-li un estrés que desencadena la mort cel-lular mentre que TRAIL s’uneix al
seu receptor ancorat a la membrana plasmatica, des d’on inicia la via d’apoptosi.

El principal mecanisme de mort cel-lular de totes les proteines és 'apoptosi. En excepcid
de E4orf4, les altres poden activar la via intrinseca de I'apoptosi. En el cas de TRAIL, la
via extrinseca també és activada, donant-se aixi una complementacié de les dues vies
que permet potenciar la resposta de mort cel-lular. E4orf4 pot activar la catastrofe
mitotica per provocar la mort cel-lular mentre que NS1, a més de 'apoptosi per la via
intrinseca, també pot provocar necrosi i mort lisosomal. La proteina cel-lular MDA-7
també pot provocar autofagia en les cel-lules tumorals.
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L’'ultim factor a comparar entre les diferents proteines que maten selectivament les
cél-lules tumorals és el seu estat terapeutic. Pel que fa a les proteines cel-lulars, tant
MDA-7 com TRAIL, es troben en assajos clinics en fases | i Il. Les proteines virals, en
canvi, encara s’estan estudiant en estudis preclinics.

5.2. HAMLET

L’activitat de HAMLET (a-lactalbumina humana letal per a les cel-lules tumorals) va ser
descoberta per casualitat mentre s’utilitzaven fraccions de llet materna per investigar
com les bactéries s’uneixen a les linies cel-lulars de carcinoma de pulmé (Svanborg et
al., 2003). A més de bloquejar 'adheréncia, una fraccio de la llet va ser capa¢ de matar
les cél-lules tumorals per induccié d’apoptosi (Singh, Suryawanshi, Joshi, Limaye, &
Kadam, 2012). Aquesta activitat es va observar en la fraccié de caseina, la qual es va
obtenir per tractament de la llet a un pH baix. Un fraccionament addicional va revelar
que el complex molecular actiu contenia a-lactalbumina (Hallgren et al., 2008).

L’'a-lactalbimina és la proteina més abundant en la llet materna humana. Es tracta d’'una
proteina globular de 14 kDa estabilitzada per quatre ponts disulfur i un i6 calci divalent,
la seva estructura esta formada per dos dominis a-hélix C- i N-terminals separats per un
domini de full B format per tres cadenes 3 (James C.S. Ho, Nadeem, & Svanborg, 2017).
La proteina nativa actua com un coenzim en la sintesi de la lactosa perd no provoca la
mort de les ceél-lules tumorals. Per tornar-se tumoricida, la proteina ha de patir un
desplegament parcial, alliberant I'i6 calci que té unit, i unir-se a un cofactor d’acid gras,
que li permet malgrat estar parcialment desplegada mantenir-se estable en condicions
fisiologiques (Figura 7). En abséncia de l'acid gras, I'estat desplegat és inestable i
reverteix al seu estat natiu (Singh et al., 2012). Aquesta forma parcialment desplegada
de l'a-lactalbumina estabilitzada per uni6 a I'acid gras i que presenta funcio citotoxica es
va anomenar HAMLET.

Oleic acid

L

HAMLET

Ca?*

Alpha lactalbumin

Figura 7. Formaci6 del complex HAMLET. L'estructura de la part proteica de HAMLET es manté completament plegada
gracies a la preséncia del Ca?* (en vermell a la imatge) i la preséncia de quatre ponts disulfur (indicats per les puntes de
fletxa). Per a que es formi el complex cal I'alliberament de I'ié calci que permet que I'estructura proteica es desplegui
parcialment i aixi es pugui unir a 4-8 molecules d’acid oleic. Font: J. C. S. Ho, Nadeem, & Svanborg, 2017.

HAMLET és un complex molecular derivat de la llet humana, format per a-lactalbimina
parcialment desplegada i acid oleic, que mata les cél-lules tumorals per apoptosi (Argiris
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et al., 2011). L’especificitat del cofactor lipidic es va investigar utilitzant acids grassos de
diverses longituds de la cadena de carboni, amb diferents saturacions o conformacions
cis/trans. Es va identificar que els acids grassos amb cadenes de 18 carbonis insaturats
i que presentaven una conformacié en cis eren els que interactuaven amb la-
lactalbumina parcialment desplegada per formar HAMLET, sent I'acid oleic (C18;1,9 cis)
I'dnic capac de formar un complex estable que indueixi apoptosi (Singh et al., 2012).

L’estructura de HAMELT s’ha resolt a baixa resolucié emprant dispersié de raig X de
baix angle (SAXS). S’ha observat que el complex, que existeix en forma de monomer,
presenta un domini globular gran i un domini C-terminal estés (Figura 8) (Ho CS,
Rydstrom, Manimekalai, Svanborg, & Griber, 2012). La part proteica del complex es
troba parcialment plegada al voltant de les molécules d’oleat que es troben en el centre
del complex. L’acid gras es troba en forma monomeérica lliure, la qual cosa fa que tant
les membranes cel-lulars com les proteines de membrana siguin especialment sensibles
a aguesta molécula.

€ 4

/ :

Figura 8. Estructura de HAMLET obtinguda a baixa resolucié utilitzant SAXS. Font: J. C. S. Ho, Nadeem, & Svanborg,
2017.

Els mecanismes per els quals HAMLET indueix la mort en les ceél-lules tumorals encara
sén poc coneguts pero s’ha vist que envaeix les cél-lules i interactua amb varis organuls
cel-lulars (mitocondries, proteasomes, nuclis i reticle endoplasmatic), activant aixi
diferents vies de mort cel-lular en paral-lel (Figura 9). Aquest fet podria explicar 'amplia
activitat antitumoral de HAMLET. A més, la mort cel-lular induida per HAMLET és
independent de la sobreexpressié de les proteines antiapoptotiques Bcl-2, Bcl-XL i de
I'estat cel-lular de p53 (C. S. Ho, 2014).

Dianes de HAMLET ala membrana cel-lular

Tant les cel-lules normals sanes com les tumorals mostren una uni6 superficial rapida
de HAMLET, observant-se la seva translocacio al citoplasma en ambdoés tipus de
cel-lules perd amb diferent eficacia. En les cél-lules cancerigenes s’acumulen grans
guantitats de HAMLET que formen agregats citoplasmatics mentre que en les cél-lules
normals només s’observa una mica d’absorcid. L’'acumulacié massiva de HAMLET en
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el citoplasma i el seu posterior desplagament a la regié perinuclear és una caracteristica
gue es dona a les cel-lules tumorals, acumulant-se finalment en els nuclis (Pagare,
Joshi, Patil, & Kadam, 2012).

S’ha demostrat que HAMLET s’integra en les membranes de les cél-lules tumorals i
pertorba la seva integritat, provocant elongacio i canvis en la fluidesa d’aquestes. A més,
provoca una escapada de contingut vesicular, suggerint una permeabilitzacié de la
membrana. HAMLET altera els fluxos de K*, Na* i Ca?*, que provocaran l'activacio de
diferents vies de mort cel-lular, tot i que aquests processos sén encara poc coneguts i
controvertits (C. S. Ho, 2014).

Una hipotesi que s’ha proposat per explicar I'entrada de HAMLET a les cél-lules
considera que existeix una dissociacié entre 'oleat i la proteina. L’acid gras, per la seva
naturalesa, s’insereix a la membrana cel-lular incrementant la seva flexibilitat. Aixo
facilita la translocacio del component proteic de HAMLET, ajudat pel fet que aquest es
manté en una estructura parcialment desplegada. No obstant, no s’ha fet cap experiment
per seguir 'entrada de l'oleat a la cél-lula ja sigui tot sol o formant part de HAMLET per
poder saber si es queda a la membrana, entra a la cél-lula sol o acompanyat de l'a-
lactalbamina (Rath et al., 2015).

Dianes intracel-lulars de HAMLET

S’ha observat que els efectes de HAMLET promouen I'activacio de la via p38MAPK i
paral-lelament es dona una inhibicio de la fosforilacié de ERK 1/2, indicant que hi ha un
canvi de proliferacio a induccié de mort cel-lular. Aquests resultats sén conseqiiéncia
del fet que HAMLET desencadena fluxos d’ions letals en les cél-lules tumorals, al
contrari del que succeeix en les cél-lules no transformades. S’ha comprovat, mitjangant
analisis protedomics (J. C.S. Ho, Nadeem, Rydstrom, Puthia, & Svanborg, 2016), que
HAMLET presenta afinitat per motius moleculars conservats, la qual cosa explica la
multitud de dianes que HAMLET presenta en les cél-lules tumorals. Entre aquestes, s’ha
identificat un gran nombre de proteines d’unié a nucleotids, entre les quals es troben 3
ATPases, 24 membres de la familia Ras de GTPases i 111 quinases. Aquests resultats
identifiguen HAMLET com un inhibidor de quinases i GTPases amb especificitat per les
cél-lules tumorals (James C.S. Ho et al., 2017).

Un cop ha estat internalitzat en les cel-lules tumorals, en el nucli HAMLET interacciona
amb les seves dianes nuclears, les histones H2B, H3 i H4 i interfereix en la formaci6 de
nucleosomes. La seva interaccié amb les histones provoca la disrupcio de la cromatina,
la condensacio nuclear i 'aturada de la transcripcio (Hallgren et al., 2008). La sensibilitat
de les cél-lules es veu afectada per I'acetilacié de la cromatina, ja que els inhibidors
d’histona desacetilasa (HDAC) obren la cromatina a I'accié de HAMLET, la qual cosa
provoca pertorbacions en la seva estructura, conduint a la mort cel-lular (James C.S. Ho
et al., 2017). Els inhibidors HDAC potencien els efectes citotoxics de HAMLET incloent
la contraccid de la cromatina, el dany del DNA i la fragmentacié del DNA (Mok,
Pettersson, Orrenius, & Svanborg, 2007).

En el citoplasma interactua amb un dels seus varis objectius, les mitocondries, provocant
una inflamacio i despolaritzaci6 de les membranes mitocondrials, alliberament de
citocrom C, activacio de les caspases -3 i -9 i exposicié de fosfatidilserina en la part
externa de la membrana plasmatica. Aquest fet, en els primers estudis realitzats va
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suggerir que les cél-lules morien per apoptosi iniciada a nivell de les mitocondries, pero
I'is de linhibidor de caspasa ZVAD no va salvar les cél-lules tumorals de la mort,
demostrant que la mort cel-lular induida per HAMLET no depeén de les caspases i que
existeix un mecanisme de mort alternatiu (James C.S. Ho et al., 2017).

HAMLET es localitza amb els proteasomes en el citoplasma i nucli de les cél-lules
tumorals. Els proteasomes sbén els encarregats de la degradacié de proteines
endogenes mal plegades. HAMLET ataca als proteasomes 20S, fent que sigui degradat
menys eficientment per els enzims proteasomals. Inhibeix I'activitat del proteasoma 20S
i li provoca canvis estructurals, fet que podria contribuir a la mort cel-lular induida per
HAMLET (C. S. Ho, 2014). S’ha hipotetitzat que HAMLET també pot provocar estrés al
reticle endoplasmatic degut a una sobrecarrega de proteina desplegada en el citosol,
que conduira a la mort de la cel-lula (Mok et al., 2007).

Recentment, s’ha demostrat que les cél-lules presenten canvis morfologics compatibles
amb la macroautofagia, com la vacuolitzacié del citoplasma, procés que podria estar
involucrat en la resposta de mort cel-lular induida per HAMLET, coneguda com mort
cel-lular autofagica. Es tracta d’'una via catabolica lisosomal que recicla molécules
cel-lulars. Durant la macroautofagia, porcions del citoplasma i organuls s’envolten en
sacs de membrana formant vesicules de doble membrana, anomenades
autofagosomes, que es fusionaran amb els lisosomes. Els enzims lisosomics
degradaran el contingut dels autofagosomes per a la seva reutilitzacio. La
macroautofagia s’'incrementa en resposta a l'estrés cel-lular. Es va observar una
disminucié de la mort cel-lular induida per HAMLET al inhibir la macroautofagia amb un
RNA d’interferéncia contra Beclin-1, un gen autofagic implicat en la formacié de
'autofagosoma, suggerint que es tracta d’'una via que contribueix a la mort cel-lular
induida per HAMLET (Singh et al., 2012).

MACROQUTO FAGIA

Proteasoma
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Figura 9. Mecanismes principals per els quals es creu que HAMLET indueix la mort de les cél-lules tumorals. HAMLET
pot activar paral-lelament diverses vies de mort al interactuar amb diversos organuls cel-lulars. En el citoplasma, HAMLET
interacciona amb el proteasoma 20S, el reticle endoplasmatic i les mitocondries, a les que li provoca una pertorbacio de
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la membrana que comporta un alliberament de citocrom C i I'activacié de les caspases -3 i -9, induint I'apoptosi de la
cel-lula tumoral. En el nucli, interacciona amb les histones H3, H4 i H2B provocant una disrupcié de la cromatina,
condensacio nuclear i un bloqueig de la transcripci6 que finalitzara amb la mort apoptotica. Estudis recents han demostrat
caracteristiques cel-lulars relacionades amb la macroautofagia, suggerint que es tracta d’un altre mecanisme de mort
cel-lular induit per HAMLET.

HAMLET ha demostrat una amplia activitat antitumoral in vitro i s’ha provat la seva
eficacia terapéutica in vivo en models animals de glioblastoma, cancer de colon i cancer
de bufeta. També s’han dut a terme dos assajos clinics controlats amb placebo en
pacients amb papil-lomes de la pell i cancer de bufeta (James C.S. Ho et al., 2017).
Aquests estudis mostren que I'administracié local de HAMLET pot tenir un gran potencial
en el tractament de cancer en un futur ja que no s’han observat efectes secundaris toxics
en els teixits sans, tant en els pacients com en els animals tractats. L'anic inconvenient
de la terapia amb HAMLET és la necessitat de ser administrada localment, fet que
restringeix 'espectre de tumors contra els quals pot ser dirigida. Es necessari realitzar
més estudis per conéixer bé els mecanismes de mort cel-lular induida per HAMLET i els
sistemes alternatius de produccio i administracio per tal d’explotar el seu potencial com
a agent terapeutic (Argiris et al., 2011). A continuacié es descriuen alguns dels resultats
obtinguts tant en models animals com en clinica.

Models animals

Es van realitzar xenoempelts de cél-lules de glioblastoma huma en rates. La regio del
tumor va ser infosa amb HAMLET o a-lactalbumina a través d’'una canula connectada a
una mini bomba osmotica. A les 24h ja es va observar un retras drastic del
desenvolupament del tumor i de I'aparicié de simptomes de pressi6. Es va demostrar
que el complex HAMLET desencadenava apoptosi en el teixit tumoral i no semblava
provocar danys en el cervell normal ni simptomes neuroldgics (Ho Cs et al., 2012).

Aixi mateix, per avaluar si HAMLET és efica¢ com agent terapéutic topic en el cancer de
bufeta, ratolins amb cancer de bufeta es van tractar amb instil-lacions locals de
HAMLET. Utilitzant la mida del tumor com a punt final terapeutic, es va detectar un efecte
terapéutic significatiu de HAMLET (Ho Cs et al., 2012). Es va observar una reduccié en
el desenvolupament del tumor en comparacié amb els ratolins control que van rebre a-
lactalbumina o tampo fosfat i a més, mitjancant fluorescéncia, van veure que la proteina
gueda retinguda en els teixits tumorals pero no en els sans que envolten el tumor (James
C.S. Hoetal., 2017).

També s’ha investigat I'eficacia de HAMLET en un model de cancer de cdlon huma en
ratolins. L’administraci6 de HAMLET per via oral va provocar una reduccié de la
progressio del tumor i de la mortalitat. A més, va prevenir significativament el
desenvolupament de tumors (C. S. Ho, 2014).

Estudis clinics

Es va provar el tractament topic de papil-lomes de la pell amb HAMLET com a primer
estudi amb humans utilitzant un estudi controlat amb placebo. A pacients amb
papil-lomes de la pell resistents a la terapia convencional se’ls va administrar per via
topica HAMLET o placebo (solucié salina) diariament durant tres setmanes. Després del
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primer assaig, tant el grup placebo com el grup tractat van rebre HAMLET durant tres
setmanes més. El volum dels papil-lomes del grup tractat amb HAMLET des de el
principi va disminuir més del 75%, mentre que en el grup placebo es va reduir un 15%
(Ho Cs et al., 2012). Quasi tots els papil-lomes tractats van desaparéixer després del
tractament, aproximadament en el 83% dels pacients després de dos anys (James C.S.
Ho et al., 2017). El temps de resolucié va ser menor en el grup tractat amb HAMLET des
del principi en comparacié amb el grup placebo i no es van detectar reaccions adverses,
concloent que el tractament topic amb HAMLET té un efecte beneficios i durador en els
papil-lomes (Ho Cs et al., 2012).

D’altra banda, es va estudiar si instil-lacions intravesicals de HAMLET podien matar
cél-lules cancerigenes in vivo. Nou pacients amb cancer de bufeta van rebre injeccions
de HAMLET en la bufeta durant cinc dies consecutius la setmana prévia a la cirurgia.
Els pacients controls van rebre a-lactalbumina, PBS o NaCl. En els pacients tractats es
va detectar una resposta rapida amb una excrecié de cél-lules tumorals a l'orina
diariament durant els cinc dies, mentre que en els controls no es va observar aquest
abocament de cél-lules. A més, es va observar una reduccié significativa de la mida del
tumor en 8 dels 9 pacients tractats i cél-lules apoptotiques en les mostres de biopsia
(Mok et al., 2007). Aquests resultats van mostrar que HAMLET té un efecte directe i
selectiu sobre el cancer de bufeta i que la seva administracié local pot provocar una
reducci6 rapida en la massa tumoral (Ho Cs et al., 2012).

5.3. Etica i sostenibilitat

Aquest treball no presenta implicacions étiques o de sostenibilitat de cap tipus al tractar-
se d'una revisid bibliografica. No obstant aix0, s’han utilitzat diverses fonts
bibliografiques, les quals estan correctament citades en el text, complint la Llei de la
Propietat Intel-lectual, regulada per el Real Decret Legislatiu 1/1996, de 12 d’abril.
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6. CONCLUSIONS

Although tumour cells have developed mechanism to evade cell death pathways these
ways can be rewired by the tumour-selective apoptosis-inducing proteins described in
this project. All these proteins act independently of the p53 tumour suppressor protein
and some of them are also not affected by an overexpression of the Bcl-2 anti-apoptotic
protein, being able to act against a wide variety of types of tumour cells, suggesting that
these apoptosis-inducing proteins have a high therapeutic potential.

The success of the first clinical trials using proteins that naturally kill tumour cells confirm
that these proteins, used alone or in combination with other therapies, will be result in
new improved strategies against cancer. However, despite showing promising results,
the mechanisms of action of these proteins and the mode of tumour selectivity are still
not poor known. In addition, the cell death mechanism varies from one type of cell to
another. Therefore, more basic research is still needed to understand the mechanisms
of these proteins and to develop tools to exploit their selectivity for future therapy.
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