
Według danych z roku 2008, 65,2%
wszystkich protokołów klinicznych ge-
noterapii dotyczy leczenia choroby no-
wotworowej. Podejmuje się próby mo-
dyfikacji, naprawy bądź inhibicji
naturalnych mechanizmów komórko-
wych, których dysfunkcję obserwuje się
w komórkach nowotworowych poprzez
wprowadzenie genu terapeutycznego.
Przeciwnowotworowa terapia genowa
może stanowić alternatywę dla standar-
dowych metod leczenia bądź uzupeł-
niać je, zwiększając ich efektywność.
Niekorzystnym zjawiskiem, znacznie ob-
niżającym skuteczność chemioterapii,
jest wykształcenie przez komórki nowo-
tworowe oporności na leki. Chemioopor-
ność może mieć charakter pierwotny
bądź wtórny. Przyczyn niewrażliwości
na chemioterapię upatruje się w licz-
nych zmianach, jakie zachodzą na po-
ziomie komórkowym oraz genetycznym.
Dotyczą one aktywacji zależnych od ATP
pomp, zmian w dystrybucji leków bądź
mutacji w genach związanych ze szla-
kami apoptotycznymi. Poprzez przywró-
cenie funkcji genom o charakterze pro-
apoptotycznym można wpłynąć na
wrażliwość komórek nowotworowych
na leki przeciwnowotworowe. Opisane
w niniejszej pracy próby przełamywania
oporności nowotworów poprzez trans-
fer genów związanych z programowa-
ną śmiercią dotyczą kilku grup czynni-
ków. Pierwsza grupa to związane
z aktywacją zewnętrznego szlaku apop-
totycznego receptory błonowe z rodzi-
ny TNF. Do komórek nowotworowych
wprowadzane są dodatkowe kopie pra-
widłowej formy receptora bądź jego 
ligandu. W przypadku leków indukują-
cych apoptozę kaspazozależną, zwięk-
szoną wrażliwość na chemioterapię uzy-
skuje się poprzez transfer genów
kodujących kaspazy. Przyczyn oporno-
ści na cytostatyki upatruje się również
w podwyższonej ekspresji inhibitorów
apoptozy z rodziny IAP oraz negatyw-
nych regulatorów apoptotycznych 
z rodziny BAX/BCL-2. Wyciszanie aktyw-
ności tych czynników poprzez transfer
antysensowych oligonukleotydów zwię-
ksza wrażliwość komórek nowotworo-
wych na leki przeciwnowotworowe. 
Szereg prób podjęto również w celu
przywrócenia funkcji TP53 w nowotwo-
rach. Występowanie zmutowanej formy
tego czynnika transkrypcyjnego przy-
czynia się do niewrażliwości na chemio-
terapię. 
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wotwory, proapoptotyczna terapia ge-
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Terapia genowa

Pierwotnie koncepcja terapii genowej dotyczyła transferu do komórek
z defektem genetycznym prawidłowej kopii wadliwego genu. Celem takiego
postępowania terapeutycznego były głównie choroby dziedziczne, uwarun-
kowane mutacją jednego genu, np. mukowiscydoza, ciężki złożony niedobór
immunologiczny (severe combined immuno deficiency – SCID). Rozwój ba-
dań nad molekularnymi mechanizmami powstawania chorób, umożliwił za-
stosowanie genoterapii również w przypadku schorzeń, których przyczyną
są zmiany w wielu genach (np. choroby wieńcowo-naczyniowe, AIDS, choro-
by ośrodkowego układu nerwowego czy nowotwory). W celach terapeutycz-
nych zaczęto wprowadzać do komórek nie tylko prawidłowe kopie genów,
których funkcja została zaburzona przez wystąpienie mutacji, ale także do-
datkowe kopie genów, kodujących białka o charakterze leczniczym.

Według danych Wiley InterScience z roku 2008, pierwsze miejsce pod
względem liczby otwartych protokołów klinicznych terapii genowej zajmują
choroby nowotworowe, stanowiąc 65,2% wszystkich prowadzonych proto-
kołów klinicznych. 

Genoterapia przeciwnowotworowa ma na celu naprawę, wzmocnienie lub
inhibicję naturalnych mechanizmów komórkowych, takich jak cykl komórko-
wy, angiogeneza czy apoptoza. Może również stanowić terapię wspomaga-
jącą dla standardowych metod leczenia. Przykładem jest zastosowanie zwią-
zanych ze szlakami apoptotycznymi genów w celu zwiększania wrażliwości
komórek nowotworowych na leki.

Oporność nowotworów na chemioterapię

Głównym założeniem chemioterapii jest indukcja apoptozy w komórkach
nowotworowych z jak najmniejszą szkodą dla zdrowych komórek organizmu.
Wyjątkowo dużą przeszkodą dla skuteczności leczenia chemicznego jest opor-
ność nowotworów na chemioterapię. Lekooporność może występować pier-
wotnie albo wtórnie. Jest to zależne od wyniku selekcji klonów komórek nie-
wrażliwych w trakcie leczenia. 

Chemiooporność komórek nowotworowych związana jest z licznymi zmia-
nami na poziomie komórkowym oraz genetycznym. Zmiany w mechanizmach
komórkowych związane są m.in. z silną aktywacją zależnych od ATP pomp
komórkowych, odpowiedzialnych za wyrzut substancji toksycznych poza ko-
mórkę [1]. Dotyczą one także dystrybucji leku wewnątrz komórki, w której
dochodzi do kumulacji preparatów w organellach (np. w lizosomach) [2]. Ge-
netyczne przyczyny wystąpienia oporności lekowej związane są z mutacja-
mi genów zaangażowanych w systemy naprawcze DNA oraz proces apopto-



According to the data for the year 2008,
65.2% of all gene therapy protocols
concern cancer diseases. Transfer of
therapeutic genes are attempted for
modification, repair, or inhibition of
natural cellular mechanisms, whose
dysfunction is observed in cancer cells.
Gene therapy may provide an alternative
to standard therapies, or complement
them, increasing their effectiveness.
Many changes take place at the cellular
and genetic level in cancer cells, causing
resistance. These relate to the activation
of ATP-dependent pumps, changes in
the distribution of drugs or mutations in
genes associated with the apoptosis.
Restoring the function of proapoptotic
genes can affect the sensitivity of cancer
cells to drug agents. The attempts
described in this paper to overcome
resistance of cancer through the transfer
of proapoptotic related genes concern
several groups of factors. The first group,
TNF family receptors, is involved in
activation of the extrinsic apoptotic
pathway. Transfer, into cancer cells, of
additional copies of the correct form of
the receptor or its ligands, sensitizes
them to anticancer agents. In the case
of drug-induced “caspase-dependent”
apoptosis, increased sensitivity to
chemotherapy is achieved through
the transfer of genes encoding caspases.
Increased expression of inhibitors of
apoptosis IAP and negative regulators of
Bcl-2 causes resistance to drugs. Turning
off these genes through the transfer of
antisense oligonucleotides increases
the sensitivity of cancer cells to chemo-
therapeutics. Several attempts have
been made to restore the function of
TP53 in cancer. The presence of mutated
form of this transcriptional factor
contributes to chemoresistance.
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zy. Mechanizmy działania większości leków przeciwnowotworowych oparte
są na indukcji apoptozy w komórce, z tego powodu oporność na apoptozę
jest bardzo często równoważna z lekoopornością. 

Zwiększanie wrażliwości na chemioterapię

Jedną z podstawowych cech odróżniających komórki nowotworowe od ko-
mórek prawidłowych jest ich niepohamowany wzrost oraz oporność na sy-
gnały śmierci. Dwa czynniki składają się na nieograniczone zdolności komó-
rek nowotworu do proliferacji – brak kontroli nad podziałami komórkowymi
oraz zaburzenia procesów związanych ze śmiercią komórki. Brak prawidłowo
działających mechanizmów wykonawczych apoptozy może być przyczyną
występowania oporności nowotworów na chemioterapię. 

Jedną z metod przywracania komórkom nowotworowym wrażliwości na
cytostatyki jest terapia genowa. Poprzez genoterapię można przywrócić ko-
mórkom nowotworowym zdolność do aktywacji mechanizmów apoptotycz-
nych, indukowanych przez chemioterapeutyki.

Receptory śmierci – czynniki martwicy nowotworów

Inhibicja procesu apoptozy w komórkach nowotworowych może nastąpić
już w momencie indukcji, poprzez zmienioną ekspresję błonowych recepto-
rów z grupy czynników martwicy nowotworów (tumor necrosis factor – TNF).
Receptory te mogą występować w formie zmutowanej, co uniemożliwia kon-
formacyjne połączenie z ligandem [3]. Brak prawidłowego przewodzenia sy-
gnałów proapoptotycznych zwiększa szanse komórek nowotworowych na
przeżycie. Niektóre nowotwory, pomimo wysokiej ekspresji receptora Fas, są
oporne na działanie ligandu FasL. Związane jest to z jednoczesnym wysokim
poziomem ekspresji fosfatazy FAP-1 [4].

TRAIL (TNF-related apoptosis inducing-ligand) jest ligandem dla dwóch re-
ceptorów z rodziny TNF, DR4 oraz DR5. Aktywność proapoptotyczna TRAIL
jest specyficzna dla komórek nowotworowych [5]. Oporność na apoptozę za-
leżna od TRAIL może być spowodowana niskim poziomem ekspresji recepto-
rów bądź działaniem białka FLIP, który jest inhibitorem dla tego ligandu [6].

Wprowadzenie dodatkowych kopii genu kodującego białko TRAIL do komó-
rek linii raka jajnika (SKOV3, 222, A224, A364, A547, A2780/AD10, Caov-3,
A2780/CP70, OVCAR-3, OVCA-429, UCI 101, UCI 107) zwiększa ich wrażliwość
na doksorubicynę, paklitaksel oraz cisplatynę [7]. Synergistyczny efekt działa-
nia chemioterapii oraz wektora TRAIL zaobserwowano również w liniach ko-
mórkowych raka piersi [8]. Potencjał terapeutyczny zaobserwowano także
w terapii genowej z zastosowaniem genu kodującego Smac/DIABLO. Białko to
będące inhibitorem C-IAP aktywuje zależną od TRAIL ścieżkę apoptozy, zwięk-
szając jednocześnie wrażliwość linii komórkowych raka piersi: MCF-7 oraz
MDA-MB-453 na paklitaksel, doksorubicynę, etopozyd oraz tamoksifen [9].

W oporności niezależnej od MDR, przeprowadzano również próby zwięk-
szania wrażliwości linii komórek raka jajnika na inhibitory topoizomerazy II,
poprzez transfer zrekombinowanej formy TNF [10]. Wprowadzenie do komó-
rek raka wątroby genu kodującego IκB, zwiększa ich wrażliwość na chemio-
terapię zależną od aktywacji receptorów TNF [11].

Próbowano również zwiększać wrażliwość komórek raka jelita grubego
poprzez wyciszanie genu FAP-1.

Kaspazy

Kaspazy jako główne enzymy wykonawcze genetycznie programowanej
śmierci są niezbędne do prawidłowego przebiegu apoptozy. Poziom ekspre-
sji kaspaz w wielu nowotworach jest obniżony w stosunku do prawidłowych
komórek tej samej tkanki (tab. 1.). 

Aktywność kaspaz, szczególnie kaspaz efektorowych, jest kluczowa dla in-
dukcji apoptozy. Brak kaspazy 3 jest bezpośrednią przyczyną oporności komó-
rek linii MCF-7 oraz OVP-10 na apoptozę [24]. Brak CASP3 oraz niski poziom eks-
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presji CASP7, 8 oraz 10 został stwierdzony w niektórych przy-
padkach raka nerki [25]. Somatyczna mutacja CASP7 charak-
teryzuje 2% nowotworów jelita grubego oraz 3% nowotwo-
rów głowy oraz szyi [26]. Obserwowana jest również
ograniczona zdolność CASP8 do tworzenia kompleksu DISC
[27]. Przyczyną mogą być liczne mutacje bądź nadmierna me-
tylacja genu. Stwierdzono ponadto występowanie korelacji
pomiędzy metylacją CASP8 i metylacjami genu supresoro-
wego RASSF1A w niektórych neuroblastomach dziecięcych. 

Mechanizm działania wielu leków przeciwnowotworo-
wych opiera się o indukcję kaskady kaspaz. Liczne opisy-
wane zaburzenia szlaków apoptotycznych są jedną z przy-
czyn braku wrażliwości na chemioterapię. Przykładem może
być linia komórek MCF-7 [28]. Linia komórkowa raka sutka
z deficytem CASP3 jest mało wrażliwa na inhibitory topo-
izomeraz (etopozyd, doksorubicynę). Poprzez wprowadze-
nie wektora z rearanżowaną CASP3, można zwiększyć od-
powiedź komórek MCF-7 na te dwa cytostatyki [29].
Synergistyczne działanie proapoptotyczne kaspazy 3 z eto-
pozydem zaobserwowano również w warunkach in vivo, na
szczurzym modelu raka wątroby. Podanie cytostatyku oraz
adenowirusowego wektora niosącego gen kaspazy 3 znacz-
nie ogranicza wzrost masy guza [30].

Adenowirusowy transfer kaspazy 8 do komórek raka wą-
troby HCC zwiększa ich wrażliwość na taksol, kamptotecy-
nę oraz doksorubicynę [31].

Nadmierna metylacja APAF-1 przyczynia się do hamowa-
nia aktywacji apoptosomu, w wyniku czego nie dochodzi do
przejścia formy proenzymu CASP9 w formę aktywną [32].
Wirusowy transfer do komórek nowotworowych prawidło-
wej formy APAF-1 zwiększa odpowiedź komórek U373-MG
na etopozyd [33] oraz linii komórkowej raka czerniaka [34].

Inhibitory apoptozy – rodzina białek IAP

W komórkach nowotworowych opornych na apoptozę
często obserwuje się podwyższony poziom inhibitorów
apoptotycznych z rodziny IAP. Wśród wszystkich członków
tej grupy białek, szczególne miejsce zajmuje surwiwina, któ-
rej ekspresja jest specyficzna dla komórek nowotworowych.
Przykładem są ostre białaczki [35], rak piersi [36], czy drob-
nokomórkowy rak płuc [37]. Wykazano także, że inhibitory
C-IAP-1, C-IAP-2 mogą wyciszać sygnał apoptotyczny po-
przez wiązanie ligandów dla receptorów TNF, TRAF1, TRAF2
[38]. Kolejnym członkiem rodziny białek IAP eksprymowa-
nym na wysokim poziomie w nowotworach jest białko XIAP,
które negatywnie reguluje aktywność kaspaz efektorowych
CASP3 oraz CASP7 w komórkach [39], co przyczynia się do
większej oporności na apoptozę.

Inhibujące działanie genu XIAP można znieść poprzez
transfer antysensownego oligonukleotydu G4 AS ODN. Wy-
ciszenie genu XIAP znacznie zwiększa wrażliwość linii ko-
mórkowej raka płuc NCI-H460 na doksorubicynę, epirubi-
cynę, etopozyd oraz winblastynę. Pozytywne wyniki
uzyskano zarówno w warunkach in vitro, jak i na modelu
myszy [40]. Transfer siRNA dla genu XIAP do linii komórko-
wych MCF-7 oraz K562 zwiększa odpowiedź na leki prze-
ciwnowotworowe [41, 42].

Podobne działania próbuje się zastosować względem
surwiwiny, co opisali Zhang i wsp. [43]. Hamowanie aktyw-

ności antyapoptotycznej tego inhibitora poprzez transfer
siRNA do komórek raka wątroby zwiększa wrażliwość ko-
mórek nowotworowych na chemioterapię. Hamowanie 
aktywności surwiwiny poprzez działanie rybozymu w ko-
mórkach raka prostaty [44] znacząco wpływa na zwiększe-
nie wrażliwości komórek na cisplatynę.

Aktywność inhibitorów apoptozy z grupy IAP można tak-
że hamować w sposób pośredni, poprzez wprowadzenie do
komórek genu kodującego inhibitor dla NF-κB-IκB. W efek-
cie uzyskuje się komórki wrażliwe na apoptozę indukowa-
ną lekami przeciwnowotworowymi [45].

Rodzina białek regulatorowych BCL-2/BAX

Przyczyn zaburzeń apoptozy w nowotworach upatruje
się również w zmianach ekspresji białek regulatorowych
z rodziny BCL-2/BAX. Stwierdzono hamujący efekt na apop-
tozę w obecności nadekspresji białek BCL-2 oraz BCL-XL
[46]. Wysoki poziom białka BCL-2 jest często skorelowany
z mutacjami w genie TP53 [47]. Stosunek ilościowy
BCL-2/BAX jest zaburzony nie tylko z powodu nadekspresji
BCL-2, ale również w wyniku znacznie obniżonej, spowo-
dowanej mutacjami, ekspresji genu BAX [48]. Występowa-
nie mutacji w genach proapoptotycznych wskazuje się rów-
nież np. dla BAK oraz BIK [49].

Odnotowano szereg pozytywnych wyników doświadczeń
prowadzonych w celu zniesienia oporności na leki przeciw-
nowotworowe poprzez działanie na białka z grupy
BCL-2/BAX. Przykładem jest blokowanie aktywności genu
BCL-2 poprzez wprowadzenie sekwencji antysensownej do
komórek raka piersi MCF-7. Wyciszenie antyapoptotyczne-
go BCL-2 w znacznym stopniu zwiększa wrażliwość komó-
rek na etopozyd oraz doksorubicynę. Przeprowadzane są
także próby adenowirusowego transferu BAX do komórek
nowotworowych bądź genów o charakterze induktorów dla
BAX np. genu MDA-7 [50]. Wprowadzenie transgenu BAX
do linii komórkowej raka trzustki zwiększa ich wrażliwość
na gemcytabinę [51]. Zaobserwowano również, że komór-
ki linii komórkowej jelita DLD-1 transfekowanej genem BAX

TTaabbeellaa  11..  Ekspresja kaspaz w poszczególnych nowotworach
TTaabbllee  11..  Caspase expression in cancer

KKaassppaazzaa PPoozziioomm  eekksspprreessjjii NNoowwoottwwóórr

kkaassppaazzaa  11 obniżona rak prostaty, 
nowotwór jelita grubego [12]

kkaassppaazzaa  22 obniżona białaczka [13]

kkaassppaazzaa  33 obniżona rak piersi, rak prostaty, 
rak szyjki macicy, ostra białaczka
limfoblastyczna, rak odbytu [14–18]

kkaassppaazzaa  66 obniżona płaskonabłonkowy rak szyjki 
macicy [19]

kkaassppaazzaa  77 obniżona nowotwór jelita [20]

kkaassppaazzaa  88 obniżona neuroblastoma dziecięca, RCC, 
SCLC [21]

kkaassppaazzaa  99 obniżona rak jelita grubego [22]

kkaassppaazzaa  1100 obniżona rak jajnika, białaczka [23]
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w wyższym stopniu ulegają śmierci apoptotycznej pod wpły-
wem cytostatyków – doksorubicyny oraz cisplatyny w po-
równaniu z komórkami nietransfekowanymi [52].

Gen supresorowy TP53

Czynnik transkrypcyjny TP53, zwany strażnikiem geno-
mu, jest jednym z głównych regulatorów prawidłowego prze-
biegu cyklu komórkowego. W momencie pojawienia się nie-
naprawialnych uszkodzeń DNA poprzez aktywację genów
proapoptotycznych kieruje on komórkę na drogę apoptozy.
TP53 jest również najczęściej mutowanym genem supreso-
rowym w nowotworach (ok. 60% nowotworów). W związku
z tak wysoką frekwencją mutacji tego genu oraz szerokim
zakresem działania, przywrócenie prawidłowej formy wyda-
je się być kluczowe w przywracaniu wrażliwości na induko-
waną przez chemioterapię apoptozę.

Przeprowadzane są próby transferu niezmutowanej for-
my genu TP53 m.in. do komórek raka płuc, piersi, jajnika
[53]. Wprowadzenie prawidłowej kopii genu TP53 za pomo-
cą nośnika adenowirusowego zwiększa wrażliwość nowo-
tworów głowy oraz szyi na docetaksel [54].

Badania nad potencjalnym wykorzystaniem transferu
prawidłowej kopii genu TP53 do komórek nowotworowych
osiągnęły już etap badań klinicznych. Aktualnie otwartych
jest 69 protokołów klinicznych dotyczących zastosowania
tego genu. Najczęściej odnoszą się one do nowotworów
płuc, głowy oraz szyi [55].

Podsumowanie

Prawie 20 lat badań nad terapią genową pokazało, jak
duży potencjał ma w sobie ta metoda terapeutyczna. Trwa-
ją prace nad doskonaleniem technicznych aspektów geno-
terapii, głównie nad nośnikami genów i skutecznością ich
wnikania, jednak zebrane w tej pracy wiadomości pokazu-
ją istniejące, praktyczne zastosowanie transferu genów
w leczeniu chorób nowotworowych. 

Oporność komórek nowotworowych na leki jest bardzo
poważnym problemem klinicznym, przekładającym się na
mniejszą wyleczalność pacjentów z chorobami onkologicz-
nymi. Zastosowanie kombinacji dwóch terapii wydaje się
być obiecujące zarówno ze względu na przełamywanie le-
kooporności, jak i możliwość zmniejszania dawek cytotok-
syków.
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