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Streszczenie
TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) jest białkiem z rodziny czynnika martwicy no-
wotworów działającego za pośrednictwem swoistych receptorów śmierci (DR4, DR5) i charaktery-
zującym się zdolnością indukcji apoptozy w komórkach docelowych. W wyniku wiązania TRAIL 
do DR4 i/lub DR5 następuje aktywacja zewnątrzpochodnej, a w niektórych komórkach również 
wewnątrzpochodnej ścieżki apoptozy. Ponieważ ekspresja receptorów śmierci na powierzchni ko-
mórek prawidłowych jest zwykle niższa niż na nowotworowych, to ligandy DR4 i DR5 budzą duże 
zainteresowanie jako potencjalne leki przeciwnowotworowe. Mimo wysokiej aktywności TRAIL 
i jego analogów w modelach in vitro i przedklinicznych modelach in vivo, w badaniach klinicz-
nych wykazywał on niską skuteczność. Przyczyną takiego stanu rzeczy jest pierwotna lub wtórna 
oporność na TRAIL pojawiająca się w komórkach nowotworowych. W niniejszej pracy przeprowa-
dzono systematyczny przegląd mechanizmów oporności na apoptozę indukowaną przez aktywację 
receptorów śmierci. Ich identyfikacja stwarza perspektywy celowanej ingerencji farmakologicznej 
przywracającej wrażliwość komórek na TRAIL lub ich wykorzystania jako „negatywnych” bio-
markerów identyfikujących chorych, u których terapie oparte na ligandach receptorów śmierci nie 
mają szans powodzenia.
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Abstract
TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand), a protein belonging to the tumor necrosis factor 
family, causes apoptosis induction through activation of its cognate death receptors (DR4, DR5). 
Binding TRAIL leads to induction of extrinsic or, in some cell types, intrinsic apoptosis pathways. 
Because of the lower death receptors surface expression on non-transformed cells than on cancer 
cells, DR4 and DR5 ligands attract a lot of attention as potential anti-cancer drugs. Despite exhi-
biting high activity in preclinical in vitro and in vivo models, in clinical trials TRAIL treatment 
proved to be inefficient. Lack of apoptotic activity is caused by intrinsic or secondary resistance to 
TRAIL, that is observed in cancer cells. Herein, we systematically review the resistance mecha-
nisms to death-receptor triggered apoptosis. Identification of such mechanisms in clinical setting 
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might serve as a “negative” biomarker, excluding patients unlikely to benefit from TRAIL-based 
therapies or present a possibility of pharmacological modulation.
Key words: TRAIL, death receptors, DR4, DR5, resistance mechanisms, apoptosis
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Wprowadzenie

Apoptoza jest procesem niezbędnym do pra-
widłowego rozwoju, utrzymania homeostazy orga-
nizmu oraz usuwania zbędnych komórek. Progra-
mowana śmierć komórki może być indukowana na 
drodze wewnątrzpochodnej i zewnątrzpochodnej. 
Ścieżka wewnątrzpochodna apoptozy jest wzbu-
dzana przez uszkodzenia komórki powodowane 
między innymi przez stres, światło ultrafioletowe, 
promieniowanie jonizujące, substancje chemiczne 
lub aktywację onkogenów [1]. Proces ten jest 
regulowany i kontrolowany głównie przez pro-  
i antyapoptotyczne białka z rodziny BCL2 (B-cell 
leukemia/lymphoma 2), które wpływają na inicjację 
bądź blokowanie efektorowej fazy apoptozy [2]. 
Zewnątrzpochodną ścieżkę apoptozy aktywuje 
wiązanie ligandu do specyficznego receptora ko-
mórkowego, w wyniku którego następuje aktywacja 
kaspaz prowadząca do śmierci komórki [3]. Ligandy 
należące do nadrodziny czynnika martwicy nowo-
tworów (TNF, tumor necrosis factor), wiązane przez 
receptory śmierci, indukują zewnątrzpochodną 
ścieżkę apoptozy. Czynnik martwicy nowotworów 
alfa (TNFa, tumor necrosis factor alpha) i ligand Fas 
(FasL) są najlepiej poznanymi ligandami indukują-
cymi programowaną śmierć komórki, jednak po-
ważne działania niepożądane po ich zastosowaniu, 
przypominające wstrząs septyczny, wykluczają ich 
wykorzystanie w terapii [4, 5]. Odmienną charakte-
rystykę w tym zakresie ma białko TRAIL/Apo-2L 
(TNF-related apoptosis-inducing ligand) — białko 
błonowe typu II, także należące do nadrodziny TNF 
[6, 7]. Wywołuje ono apoptozę w komórkach nowo-
tworowych przy stosunkowo niskiej toksyczności 
wobec komórek nietransformowanych. Wysoki 
potencjał terapeutyczny TRAIL wiąże się także  
z wyższą ekspresją jego receptorów na komórkach 
w wielu nowotworach z zachowaniem niskiej eks-
presji w komórkach niestransformowanych [6]. 
Głównym ograniczeniem wykorzystania TRAIL  
w terapii jest wywoływana przez różne mecha-
nizmy oporność komórek na indukowaną przez 
TRAIL apoptozę.

Receptory TRAIL i aktywacja szlaków 
prowadzących do śmierci komórki

TRAIL może się wiązać z pięcioma różnymi 
receptorami należącymi do rodziny receptorów 
TNF (ryc. 1). DR4/TRAIL-R1 (death receptor 4/ 
/TRAIL receptor 1) i DR5/TRAIL-R2 (death recep-
tor 5/TRAIL receptor 2) są receptorami śmierci,  
z którymi TRAIL wiąże się z wysokim powinowa-
ctwem [8]. Należą do nadrodziny receptorów TNF  
i charakteryzują się bogatymi w cysteinę domena-
mi zewnątrzkomórkowymi [9]. Zarówno DR4, jak  
i DR5 zawierają cytoplazmatyczną domenę śmierci, 
która odpowiada za agregację białek promujących 
transdukcję sygnału apoptotycznego. Ekspresja 
receptorów śmierci zachodzi w większości tkanek 
ludzkich [10, 11]. DcR1/TRAIL-R3 (decoy receptor 
1/TRAIL receptor 3) wiąże TRAIL na powierzchni 
komórki, jednak nie zawiera cytoplazmatycznej 
domeny pozwalającej na przekazanie sygnału [12]. 
DcR2/TRAIL-R4 (decoy receptor 2/TRAIL receptor 
4) zawiera region cytoplazmatyczny, brakuje w nim 
jednak znacznej części tworzącej domenę śmierci 
i przekazującej sygnał apoptotyczny [13]. DcR2 
zachowuje zdolność przekazania sygnału do akty-
wacji czynnika jądroweg kB (NFkB, nuclear factor 
kB) [13], co może się przyczyniać do zwiększonej 
oporności na apoptozę wywołaną przez TRAIL [14]. 
Geny wymienionych powyżej receptorów są zależ-
ne od p53 aktywowanego uszkodzeniem DNA [15]. 
Piąty receptor TRAIL to osteoprotegeryna (OPG), 
która jest rozpuszczalnym białkiem reagującym  
z TRAIL z niskim powinowactwem [16].

Wiązanie TRAIL przez jeden z receptorów 
śmierci skutkuje jego trimeryzacją i rekrutacją 
białka FADD (FAS-associated death domain) przez 
część cytoplazmatyczną. W swojej strukturze 
FADD zawiera domenę śmierci (DD, death domain) 
i domenę efektorową (DED, death effector domain) 
[17, 18]. Domena efektorowa białka FADD wiąże 
DED obecne w prokaspazach 8 i/lub 10 [19], co 
prowadzi do formowania kompleksu sygnałowe-
go indukującego śmierć komórki (DISC, death 
inducing signaling complex) [20], a następnie 
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aktywacji proteolitycznej kaskady sygnałowej 
[21]. W zależności od rodzaju komórki, w wyniku 
wiązania TRAIL, indukcja apoptozy może prze-
biegać według dwóch alternatywnych schematów.  
W tak zwanych komórkach typu I (do których nale-
żą m.in. limfocyty) rekrutacja FADD do receptorów 
śmierci powoduje aktywację kaspazy 8/10, a na-
stępnie kaspaz 3, 6 i 7 (tzw. kaspaz wykonawczych) 
i śmierć komórek (ryc. 1) [22]. W komórkach typu II 
wywołanie apoptozy wymaga udziału białka zawie-
rającego domenę BH3 hamującą BCL2 (BID, BCL2 
inhibitory BH3-domain containing protein) [22], 
które po proteolitycznej aktywacji przez kaspazę 
8 rozpoczyna wewnątrzpochodną (mitochondrial-
ną) ścieżkę apoptozy [23]. Aktywność i ekspresja 
białka — inhibitora apoptozy sprzężonego z chro-
mosomem X (XIAP, X-linked inhibitor of apoptosis) 
— mogą przełączać schemat procesu apoptozy;  
w komórkach z wysoką aktywnością XIAP apoptoza 
przebiega według schematu typu 2, a w komórkach 
z niską jego aktywnością — według schematu 

Rycina 1. Receptory TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) i aktywacja szlaku apoptotycznego: w wyniku wią-
zania ligandu receptorów TRAIL-R1/DR4 i TRAIL-R2/DR5 następują rekrutacja białek tworzących kompleks sygnałowy 
indukujący śmierć komórki (DISC, death inducing signaling complex) i aktywacja proteolitycznej kaskady sygnałowej. 
Indukcja apoptozy może zachodzić na ścieżce zewnątrz- lub wewnątrzpochodnej (mitochondrialnej); R1 — receptor 1;  
DR4 — death receptor 4; R2 — receptor 2; DR5 — death receptor 5; DR3 — death receptor 3; DcR1 — decoy receptor 
1; R4 — receptor 4; DcR2 — decoy receptor 2; OPG — osteoprotegeryna; FADD — FAS-associated death doma-
in; c-FLIP — cellular FLICE-like inhibitory protein; BID (BCL2 inhibitory BH3-domain containing protein) — białko 
zawierające domenę BH3 hamującą BCL2; tBID — truncated BID; Apaf-1 — apoptosis activating factor-1; SMAC/ 
/DIABLO — second mitochondria-derived activator of caspases/direct IAP binding protein with lowpI; XIAP (X-linked 
inhibitor of apoptosis) — inhibitor apoptozy sprzężony z chromosomem X; c-lap1/2 — cellular inhibitor of apoptosis 1

typu 1 (ryc. 1) [22]. Wyłączenie aktywności XIAP 
metodami genetycznymi lub farmakologicznymi 
przełącza schemat indukcji apoptozy z typu 2 na 
typ 1 [22]. W wyniku migracji tBID (truncated 
BID) do mitochondrium następuje oligomeryzacja 
BAX (BCL2-associated X protein) oraz BAK (BCL2 
antagonist killer 1) i utworzenie przez nie kanałów 
permeabilizujących zewnętrzną błonę mitochon-
drialną (MOMP, mitochondrial outer membrane 
permeabilization) [24]. W konsekwencji tych zja-
wisk następuje uwolnienie czynników proapopto-
tycznych, takich jak: cytochrom c, SMAC/DIABLO 
(second mitochondria-derived activator of caspases/ 
/direct IAP binding protein with lowpI), HTRA2/ 
/Omi (HtrA serine peptidase 2/serine protease Omi) 
[25]. Cytochrom c jest kluczowy w aktywacji ka-
spaz wykonawczych podczas wewnątrzpochodnej 
ścieżki apoptozy [26]. W cytozolu cytochrom c wraz  
z APAF1 (apoptosis activating factor-1) i prokaspazą 
9 formują apoptosom [27]. Aktywowana mecha-
nizmem induced-proximity kaspaza 9 indukuje  
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aktywację kaspaz wykonawczych — 3, 6 i 7 [28], 
które następnie degradują białka wewnątrzko-
mórkowe niezbędne do utrzymania integralności 
komórki. Z kolei SMAC/DIABLO promuje ak-
tywację prokaspazy 9 poprzez wiązanie białek  
z rodziny inhibitora apoptozy (IAP, inhibitor of 
apoptosis proteins), takich jak c-IAP1, c-IAP2, XIAP 
i surwiwina [29]. Podobne działanie promujące 
apoptozę wykazuje HTRA2/Omi [30]. Hamuje 
wiązanie kaspaz przez XIAP oraz tnie XIAP do jego 
nieaktywnej formy [31].

Poza apoptozą TRAIL indukuje także alterna-
tywną ścieżkę prowadzącą do śmierci komórki — 
regulowaną nekrozę (nekroptozę) zależną od kinaz 
RIP (receptor interacting protein) [32]. Nekroptoza 
może działać jako system zapasowy, kiedy ścieżka 
apoptotyczna jest nieaktywna lub aktywnie hamo-
wana [33, 34]. Nekroptoza wymaga uformowania się 
kompleksu nekrosomu, w skład którego wchodzą 
RIPK1 i RIPK3 [35, 36]. RIPK3, aktywowane przez 
autofosforylację, rekrutuje i fosforyluje pseudoki-
nazę MLKL (mixed lineage kinase-like) związaną  
z efektorową fazą nekroptozy [1, 37, 38].

Mechanizmy oporności na apoptozę 
indukowaną przez TRAIL

TRAIL efektywnie indukuje apoptozę w wielu 
ludzkich i mysich liniach komórkowych, jednak 
część linii komórkowych i komórek pierwotnych 
wykazuje oporność na indukowaną przez ten ligand 
śmierć komórki [40]. Efektywność wywoływania 
procesu apoptozy przez TRAIL zależy w sposób 
krytyczny od dostępności i funkcjonalności jego 
receptorów. Ich utrata w sposób oczywisty musi 
oznaczać oporność na ten ligand. Ponadto opor-
ność może być wywoływana przez mechanizmy 
zaburzające przewodzenie sygnału apoptotycznego 
w komórce.

Mechanizmy oporności zależne od ekspresji  
i aktywności receptorów śmierci

Przyczyną niskiej ekspresji receptorów śmier-
ci mogą być aberracje strukturalne dotyczące ich 
genów lub czynnościowe zahamowanie ich tran-
skrypcji, w tym zależne od mechanizmów epige-
netycznych. Zaburzenia powierzchniowej ekspresji 
receptorów śmierci mogą również wynikać z zaha-
mowanej translacji białek lub ich przyspieszonej 
endocytozy i/lub degradacji.

Geny kodujące receptory śmierci znajdują się 
na chromosomie 8p21-22, w miejscu częstych de-
lecji w wielu rodzajach nowotworów [41]. Mutacje 
w obrębie genu kodującego receptor DR5 wykryto 

u 5% pacjentów z nowotworami głowy i szyi oraz 
u 10% chorych na niedrobnokomórkowego raka 
płuca (NSCLC, non-small cell lung carcinoma) [42, 
43]. Natomiast u 8 na 117 pacjentów z chłoniakiem 
nie-Hodgkina (NHL, non-Hodgkin lymphoma) 
wykryto mutacje nonsensowne i zmiany sensu  
w domenie śmierci receptorów DR4 lub DR5 albo 
tuż przed nią [44].

Mechanizmy transkrypcyjne i epigenetyczne 
odpowiadające za ekspresję receptorów 
śmierci

Kolejnym mechanizmem, obok zaburzeń in-
tegralności strukturalnej loci receptorów śmierci, 
który może wpływać na zmniejszenie ich ekspresji, 
są zmiany w transkrypcji ich genów. Ekspresja DR4 
i DR5 jest regulowana przez wiele szlaków sygna-
łowych i czynników transkrypcyjnych będących ich 
efektorami. W promotorach DR4 i DR5 lokalizują 
się miejsca wiązania między innymi dla p53, NFkB 
i FOXO (Forkhead box protein O) [45, 46].

Indukcja transkrypcji DR4 i DR5 przez ak-
tywne białko p53 stanowi prawdopodobne podłoże 
molekularne zwiększonej wrażliwości komórek, 
które uległy ekspozycji na chemioterapeutyki, 
na apoptozę indukowaną przez TRAIL. W opor-
nych na chemioterapię komórkach chłoniakowych  
z mutacjami TP53 zmienione białko p53 nie zwięk-
sza ekspresji receptora DR5 po inkubacji z etopo-
zydem lub doksorubicyną [47]. Podobnie poziom 
ekspresji receptora TRAIL-R2 nie wzrastał w 
limfoblastycznej linii komórkowej z mutacją TP53 
po inkubacji z fludarabiną lub ekspozycji na promie-
niowanie jonizujące [48]. U chorych na rozlanego 
chłoniaka z dużych komórek B (DLBCL, diffuse 
large B-cell lymphoma), u których stwierdzono 
obecność mutacji TP53, ekspresja DR5 była ob-
niżona w największym stopniu spośród wszyst-
kich genów o zmienionej ekspresji w porównaniu  
z chorymi z dzikim TP53 [49].

Innym mechanizmem indukcji ekspresji re-
ceptorów śmierci jest aktywacja czynnika tran-
skrypcyjnego NFkB. Czynnik jądrowy kB wyka-
zuje funkcję zarówno antyapoptotyczną, poprzez 
promowanie ekspresji białek z rodziny IAP oraz 
homologów BCL2, Bfl-1/A1 i BCL-XL [50–53], jak 
i proapoptotyczną [53]. Zarówno w części promo-
torowej genu DR4 [55], jak i w pierwszym intronie 
genu DR5 zidentyfikowano miejsca wiązania NFkB 
[45]. Wykazano, że c-Rel, czynnik transkrypcyjny 
z rodziny NFkB, wpływa na zwiększoną ekspresję 
obu receptorów śmierci. Wprowadzenie ekspresji 
zmutowanego, nieaktywnego transkrypcyjnie c-Rel 
odwraca ten efekt [56]. Indukcja innej podjednostki 
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NFkB, RelA, prowadzi jednak do zwiększonej eks-
presji BCL-XL i chroni przed apoptozą indukowaną 
przez TRAIL [56]. Ostateczny efekt działania NFkB 
(anty- lub proapoptotyczny) może zatem zależeć od 
rodzaju aktywowanych podjednostek i obecności 
innych, towarzyszących sygnałów wpływających 
na procesy transkrypcji zależnej od NFkB.

Kolejnym mechanizmem regulującym ekspre-
sję receptorów śmierci jest aktywacja związanej ze 
stresem siateczki śródplazmatycznej (endopasmatic 
reticulum [ER] stress) odpowiedzi komórek na 
nieprawidłowo sfałdowane białka (UPR, unfolded 
protein response), podczas której są uruchamiane 
szlaki enzymatyczne i czynniki transkrypcyjne 
mające przywrócić homeostazę [57]. Długi i silny 
stres ER może prowadzić do aktywacji wewnątrz-
pochodnej ścieżki apoptozy, a jednym z elementów 
sygnałowania apoptotycznego jest aktywacja eks-
presji CHOP (CCAAT/enhancer-binding protein-
-homologous protein) [58]. Miejsca wiązania CHOP 
lokalizują się w promotorze genu DR5 i wykazano 
wpływ jego aktywacji przez stres oksydacyjny  
i związki chemiczne indukujące UPR (rotleryna, trit-
lenek diarsenu) na ekspresję DR5 [59, 60]. Mutacja  
w miejscu wiązania CHOP na promotorze DR5 oraz 
wyciszenie CHOP metodą siRNA odwracają efekt 
aktywacji transkrypcji DR5 [59].

Ying Yang 1 (YY1) jest represorem transkrypcji 
DR5 [61]. Antagonista BCL2 i BH3-mimetyk, oba-
toklaks, między innymi poprzez pośrednie hamo-
wanie czynnika transkrypcyjnego YY1 przyczynia 
się do zwiększonej ekspresji DR5 i uwrażliwienia 
komórek agresywnych chłoniaków na TRAIL [62].

Regulacja powierzchniowej ekspresji 
receptorów śmierci przez endocytozę  
i degradację

W wyniku inkubacji komórek z TRAIL licz-
ba receptorów śmierci na powierzchni komórki  
i w cytoplazmie szybko maleje. Odpowiadają za to 
dwa mechanizmy — endocytoza i niezależna od 
niej degradacja receptora ubikwitynowanego [63, 
64]. Po związaniu TRAIL przez DR4/DR5 recep-
tory ulegaja monoubikwitynacji z udziałem ligazy 
E3 ubikwityny, białka c-CBL (casitas B-lineage 
lymphoma) [65]. Monoubikwitynacja nie wpływa 
na internalizację receptora, ale jest niezbędna do 
jego degradacji, przynajmniej w niektórych typach 
komórek (linie komórkowe raka prostaty) [64]. 
Zgodnie z tymi obserwacjami zahamowanie CBL 
przy użyciu shRNA uwrażliwia komórki prostaty 
na TRAIL w modelach in vitro i in vivo [66].

Oprócz degradacji receptorów TRAIL po zwią-
zaniu ligandu, na ich ekspresję i lokalizację wpływają 

także endocytoza i recykling receptora. Endocytoza 
receptorów TRAIL następuje między innymi w me-
chanizmie zależnym od klatryny i jest regulowana 
przez dynaminę 1 (DNM1) [67]. Aktywacja kaspazy 8  
indukuje S-nitrozylację wapniowych kanałów ria-
nodynowych i prowadzi do wyrzutu jonów wapnia 
z retikulum cytoplazmatycznego (ER, endoplasmic 
reticulum) [68]. Powoduje to aktywację kalcyneuryny, 
która defosforyluje i aktywuje DNM1, prowadząc do 
endocytozy receptorów śmierci i zwiększonej opor-
ności na TRAIL [69].

Regulacja aktywności receptorów śmierci 
poprzez glikozylację

Glikozylacja jest jednym z procesów kontro-
lujących właściwe tworzenie DISC [70]. W liniach 
komórkowych raka trzustki, NSCL i czerniaków 
oraz w pierwotnym materiale diagnostycznym  
u ponad 30% chorych z różnymi nowotworami 
obserwowano nadekspresję GALNT14 (N-acetylga-
lactosaminyltransferase 14) — enzymu inicjującego 
proces O-glikozylacji poprzez przeniesienie N-ace-
tylogalaktozaminy (GalNAc) na serynę lub treoninę 
białek docelowych [70]. Wyciszenie GALNT14  
z użyciem siRNA zmniejsza wrażliwość komórek 
na TRAIL, natomiast nadekspresja promuje odpo-
wiedź na ligand [71]. Glikozylacja prawdopodobnie 
przyczynia się do agregacji receptorów DR4 i DR5 
i aktywacji ścieżki apoptotycznej [71].

Oba receptory śmierci zawierają potencjalne 
miejsca O-glikozylacji, natomiast regulacja sygna-
łowania przez N-glikozylację może nastąpić jedynie 
w receptorze DR4 [70]. Komórki z ekspresją re-
ceptora DR4 pozbawionego miejsca N-glikozylacji 
są mniej wrażliwe na TRAIL od komórek dzikich 
[72]. Wiąże się to ze słabszą agregacją receptorów 
i obniżoną rekrutacją kaspazy 8 i/lub 10 do DISC, 
natomiast nie wpływa to na powinowactwo recep-
torów do ligandu [72]. Aktywacja UPR (i ścieżek 
CHOP i JNK [c-Jun N-terminal kinase]) niespecy-
ficznymi inhibitorami glikozylacji powoduje zwięk-
szoną wrażliwość komórek na TRAIL [73, 74].  
Paninhibitory glikozylacji indukują zwiększoną 
ekspresję DR5, obniżają stężenia białek, takich 
jak c-FLIP, IAP czy białek z rodziny BCL2 [75],  
a ponadto mogą indukować ścieżkę apoptozy nie-
zależną od TRAIL.

Regulacja aktywności receptorów śmierci  
poprzez ekspresję receptorów kompetycyjnych  
i organizację błonową

Na lokalną dostępność i aktywność TRAIL 
może wpływać ekspresja receptorów wabi- 
ków (DcR1 i DcR2) sekwestrujących TRAIL  



140

Hematologia 2019, tom 10, nr 3

https://journals.viamedica.pl/hematologia

i zmniejszających kompetycyjnie jego wiązanie  
z DR4 i DR5 [76, 77]. Zwiększona ekspresja DcR1 
i DcR2 na komórkach nowotworowych koreluje ze 
zwiększonym tempem progresji choroby i skróce-
niem czasu przeżycia chorych z nowotworami pier-
si i przewodu pokarmowego [78, 79]. Blokowanie 
ekspresji DcR1 i DcR2 w niektórych przypadkach 
przyczyniało się do większej wrażliwości komórek 
na apoptozę indukowaną przez TRAIL [80].

Tratwy lipidowe są bogatymi w cholesterol  
i sfingolipidy strukturami, które odgrywają ważną 
rolę w gromadzeniu się receptorów powierzchnio-
wych i tworzeniu się kompleksów sygnałowych 
[81]. W komórkach opornych na TRAIL kompleks 
sygnałowy tworzy się poza tratwami lipidowymi  
i prowadzi do aktywacji NF-kB i kinaz regulowanych 
sygnałem zewnątrzkomórkowym 1/2 (ERK1/2, 
extracellular signal-regulated kinases 1/2) [82].  
W wygenerowanej opornej na TRAIL linii komórko-
wej NSCLC obserwowano porównywalną całkowitą 
ekspresję powierzchniową receptorów śmierci do 
linii, z której się wywodziła, ale receptory linii 
opornej lokalizowały się poza tratwami lipidowymi. 
Taka lokalizacja powodowała mniejszą wydajność 
tworzenia się DISC po związaniu ligandu i mogła 
stanowić przyczynę oporności komórek [83].

Mechanizmy oporności zależne  
od przewodzenia sygnału z receptorów śmierci

Związanie funkcjonalnego receptora z ligan-
dem rozpoczyna kaskadę zjawisk prowadzącą do 
apoptozy. Komórki nowotworowe mają zdolność 
blokowania przekazywania tego sygnału w różnych 
mechanizmach i w konsekwencji unikania śmierci 
zależnej od układu ligando-receptorowego TRAIL.

Funkcjonalność DISC
Najbardziej proksymalnym i najwcześniejszym 

zjawiskiem w procesie transdukcji sygnału apop-
totycznego jest formowanie DISC. Utrata białek 
kluczowych dla jego działania lub rekrutacja do-
datkowych białek o działaniu antyapoptotycznym 
może być czynnikiem warunkującym oporność 
komórek na TRAIL. Szlak apoptozy indukowany 
przez wiązanie TRAIL przez DR4 i DR5 w dużej 
mierze zależy od białka FADD [84]. W komórkach 
pozbawionych genu FADD apoptoza indukowana 
przez TRAIL nie zachodziła — w przeciwieństwie 
do komórek, w których jego ekspresja została 
przywrócona [84].

Na poziomie DISC aktywacja kaspazy 8 i/lub  
10 może być zatrzymana przez wiążące się  
z FADD białko c-FLIP (cellular FLICE-like inhibitory  
protein) [85]. Białko to zawiera sekwencję homo-

logiczną do kaspaz 8 i 10, ale nie wykazuje funkcji 
proteolitycznej [86]. Wysokie stężenie c-FLIP od-
notowano w wielu rodzajach nowotworów, zarówno 
w ustalonych liniach komórkowych (jelita grubego, 
żołądka, trzustki, jajników, prostaty, czerniaka), 
jak i w pierwotnych komórkach nowotworowych 
chorych na białaczki, nowotwory pęcherza moczo-
wego, płuca, wątroby czy pęcherzyka żółciowego 
[87–93]. Hamowanie ekspresji c-FLIP uwrażliwia 
niektóre linie komórkowe na apoptozę wywołaną 
przez TRAIL [94].

Innym mechanizmem, od którego zależy funkcjo-
nalność DISC, jest rekrutacja białka oddziałującego 
z receptorem 1 (RIP1, receptor-interacting protein 1). 
W wyniku hamowania przez cFLIP aktywacji kaspazy 
8 następuje częściowa proteoliza RIP1 w domenie 
kinazowej i aktywacja szlaku NFkB. W komórkach 
chłoniaków proces ten zachodzi w sposób konstytu-
tywny i przyczynia się do oporności na indukowaną 
przez TRAIL apoptozę [95]. Występowanie RIP  
i cFLIP w DISC obserwuje się w komórkach opor-
nych na TRAIL, a ich wyciszenie siRNA przyczynia 
się do aktywacji apoptozy [92, 96]. Knock-out białka 
wzmacniającego z powinowactwem do domeny śmier-
ci receptora TNFR1 (TRADD, TNFR1-associated 
death domain protein), uczestniczącego w rekrutacji 
RIP do DISC, przyczynia się do uwrażliwienia komó-
rek pierwotnie opornych na TRAIL [93].

Mechanizmy oporności zależne od ekspresji 
białek anty- i proapoptotycznych

Proces apoptozy indukowanej przez TRAIL 
jest regulowany przez wiele pro- i antyapopto-
tycznych białek, w tym białek z rodzin BCL2, IAP, 
c-FLIP i innych. Wiele z nich, w tym c-FLIP i nie-
które białka należące do rodziny BCL2, pozostają 
pod transkrypcyjną kontrolą NFkB [87, 90, 97].

Komórki typu II do apoptozy wymagają in-
aktywacji IAP, charakteryzujących się obec-
nością domeny BIR (Baculovirus IAP repeats) 
w ich strukturze [98, 99] oraz domeny RING, 
odpowiedzialnej za aktywność E3 ligazy [100]. 
XIAP bezpośrednio hamuje aktywność kaspaz 
wykonawczych 9, 7 i 3, wiążąc je i promując ich 
degradację [30]. Białka z rodziny inhibitora apo-
ptozy wpływają na zewnątrzpochodną ścieżkę 
apoptozy także poprzez ubikwitynację RIP1 [100]. 
Nieubikwitynowany RIP1 może formować kom-
pleks z FADD i kaspazą 8, prowadząc do indukcji 
apoptozy [100, 101]. Kiedy ścieżka apoptotyczna 
jest nieaktywna bądź hamowana, RIP1 może tak-
że wiązać kinazę RIP3, prowadząc do powstania 
nekrosomu i w konsekwencji śmierci komórki na 
drodze nekroptozy [102].
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Białka z rodziny BCL2 mogą bezpośrednio lub 
pośrednio wpływać na przeżycie komórki. Do białek 
o działaniu antyapoptotycznym należą BCL2, BCL-
-XL, MCL1, BCL-W i BFL1/A1 [103]. Nadekspre-
sja białek BCL2 i BCL-XL w komórkach typu II 
powoduje oporność na TRAIL [104, 105]. Białko 
MCL1 (myeloid cell leukemia-1) może hamować 
proapoptotyczne BID, a jego nadekspresja koreluje 
z opornością na TRAIL w warunkach in vitro [106]. 
Wyciszenie MCL1 metodą siRNA w komórkach 
linii Ramos chłoniaka Burkitta powodowało uwraż-
liwienie na działanie tego ligandu [62]. Co istotne,  
w komórkach nowotworowych mechanizmy opor-
ności związane z ekspresją różnych białek antyapo-
ptotycznych mogą występować jednocześnie, kom-
plikując dostępne opcje terapeutyczne wyłączające 
te mechanizmy [107]. Na przykład BID wykazuje 
zdolność do oddziaływania nie tylko z MCL1, ale 
także z BCL2, BCL-XL, BCL-W i BFL1-A1 [108].

Wiele białek blokujących apoptozę wywoła-
ną przez ligandy DR lub FAS jest regulowanych 
przez czynnik transkrypcyjny NFkB [109]. Po-
nieważ sam TRAIL może powodować aktywację 
NFkB, to mechanizm ten może stanowić „zawór 
bezpieczeństwa” zapobiegający nadmiernej i zbyt 
nasilonej aktywacji apoptozy. Aktywacja szlaku 
NFkB jest niezależna od sygnałowania FADD, ale 
od białka adaptorowego TRAF/NIK (TNF receptor-
-associated factor/NFkB inducing kinase) [110]. Za 
aktywację NFkB w komórkach może odpowiadać 
również obecność receptora wabika DcR2 nieza-
wierającego funkcjonalnej domeny śmierci, ale 
zachowującego zdolność do indukcji NFkB [13]. 
Nadekspresja DcR2 istotnie koreluje z aktywnością 
NFkB w chłoniakach z tkanki limfatycznej błony 
śluzowej (MALT, mucosa-associated lymphoid tis-
sue) [111]. Hamowanie aktywacji tego czynnika 
transkrypcyjnego powoduje nasilenie apoptozy  
i wzrost wrażliwości na TRAIL w niektórych liniach 
komórkowych, w tym w ostrej białaczce szpikowej 
(AML, acute myleoid leukemia) [112].

Przyczyną oporności na TRAIL mogą być 
również zmiany w ekspresji białek efektorowych 
apoptozy powodowane mutacjami genów lub mody-
fikacjami epigenetycznymi. Jednym z kluczowych 
białek, którego niska ekspresja może zaburzać 
szlak apoptotyczny, jest kaspaza 8. Mutacje w ob-
rębie kodującego ją genu wykryto między innymi  
w raku wątrobowokomórkowym, raku żołądka i jeli-
ta grubego [113]. Transfekcja linii 293T wektorem  
z ekspresją zmutowanej kaspazy 8 powodowała 
ograniczenie apoptozy komórek i zmniejszenie 
lub brak cięcia PARP, w zależności od typu muta-
cji [114]. Obniżona ekspresja kaspazy 8 może być 

ponadto związana z hipermetylacją DNA. Inkubacja 
komórek rdzeniaka i nerwiaka zarodkowego z decy-
tabiną (5-aza-2’-deoksycytydyną) powodowała wzrost 
ekspresji mRNA i białka kaspazy 8, co korelowało ze 
zwiększoną wrażliwością na TRAIL [115, 116].

Mechanizmy oporności związane  
z metabolizmem energetycznym komórek

Komórki nowotworowe, w przeciwieństwie 
do komórek prawidłowych, swój metabolizm ener-
getyczny zwykle opierają na tlenowej glikolizie 
(efekt Warburga) [117]. Zahamowanie glikolizy  
w komórkach chłoniaka z komórek płaszcza i in- 
nych nowotworów poprzez ich inkubację z 2-de-
oksyglukozą zwiększa wrażliwość komórek na 
TRAIL [118, 119]. U podstaw tego zjawiska leży 
zaburzenie energetycznej homeostazy komórki 
i zmniejszenia puli adonozynotrifosforanu (ATP, 
adenosine triphosphate). Następcza aktywacja ki-
nazy aktywowanej przez monofosforan adenozyny 
(AMPK, adenosine monophosphate (AMP)-activated 
kinase) uruchamia szlaki prowadzące do hamowania 
ścieżki mTOR, która wpływa na poziom translacji 
białek i metabolizm komórki. W wyniku tych zja-
wisk następuje hamowanie translacji antyapopto-
tycznego białka MCL1 [118, 119]. Zastosowanie 
aktywatorów AMPK (np. metformina) lub inhibi-
torów mTOR (np. rapamycyna) przyczynia się do 
uwrażliwienia komórek na TRAIL [120]. Pośred-
nim dowodem kluczowej roli zaburzeń w puli ATP  
w generowaniu oporności na TRAIL jest fakt, że 
komórki chłoniaka z komórek płaszcza hodowane 
w medium pozbawionym glukozy, ale w obecności 
pirogronianu i glutaminy, „przeprogramowują” swój 
metabolizm energetyczny na oksydacyjny, co po-
zwala utrzymać równowagę w puli ATP, a komórki 
staja się mniej wrażliwe na TRAIL. Komórki po 
zmianie metabolizmu na oksydacyjny mają obniżo-
ną ekspresję powierzchniową receptorów śmierci, 
wykazują ograniczone formowanie DISC pod wpły-
wem TRAIL, mają zmniejszoną ekspresję białka 
proapoptotycznego BAX i podwyższoną ekspresję 
BCL2 i XIAP [119].

Obok zaburzeń homeostazy energetycznej 
ograniczenia w dostępności glukozy mogą indu-
kować inne mechanizmy powodujące większą 
wrażliwość na TRAIL. W komórkach raka jelita 
grubego pozbawionych glukozy zwiększa się stęże-
nie ceramidów, co prowadzi do hamowania 3-kinazy 
fosfatydyloinozytolu (PI3K, phosphatidylinositol 
(PI) 3-kinase) i/lub aktywowania fosfataz aktywo-
wanych ceramidami z rodziny fosfatazy białkowej 
2A (PP2A, protein phosphatase 2A) [121]. Wskutek 
tych zjawisk następuje zmniejszenie aktywności 
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AKT i uwrażliwienie na indukowaną przez TRAIL 
apoptozę [122].

Mechanizmy oporności związane z autofagią
Innym procesem metabolicznym związanym 

z wrażliwością na leki przeciwnowotworowe jest 
autofagia. To adaptacyjny proces kataboliczny 
utrzymujący homeostazę komórki poprzez de-
gradację organelli i białek w celu otrzymania 
potrzebnych substancji odżywczych [123]. Wzrost 
natężenia procesu autofagii może być odpowiedzią 
na stres (np. niedobór substancji odżywczych, stres 
oksydacyjny, substancje chemiczne) [124, 125]  
i może mieć działanie cytoprotekcyjne lub tok-
syczne [126]. W liniach komórkowych raka piersi  
i w modelach mysich obserwowano cytoprotekcyj-
ny efekt zwiększonego natężenia autofagii, która 
sprzyjała oporności na TRAIL. Nasilonej autofagii 
towarzyszyło zmniejszenie błonowej ekspresji 
receptorów DR4 i DR5 i ich większa lokalizacja  
w autofagosomach [127]. Zahamowanie strumienia 
autofagii przywracało ekspresję receptorów śmierci 
na powierzchni opornych komórek i uwrażliwiało 
je na TRAIL [127]. Działanie protekcyjne autofagii 
może także wynikać z jej wpływu na stężenie białek 
proapoptotycznych z rodziny BCL2 [128].

Podsumowanie

Wysoka ekspresja receptorów śmierci na 
komórkach nowotworowych oraz względna selek-

tywność działania TRAIL i jego analogów od lat 
wzbudzają duże zainteresowanie badaczy i klini-
cystów, budząc nadzieje na ich zastosowania tera-
peutyczne. Mimo wysokiego potencjału indukcji 
apoptozy komórek nowotworowych przez TRAIL 
oraz wielu badań przedklinicznych i klinicznych  
z wykorzystaniem tej cząstki i jej analogów, żadna 
z tych strategii nie znalazła do dziś finału w postaci 
rejestracji. Największym problemem dotyczą-
cym rozwoju tych strategii, leżącym na drodze 
do zastosowania klinicznego, jest pierwotna lub 
wtórna oporność na działanie TRAIL i analogów. 
Poznanie mechanizmów leżących u podstaw tych 
zjawisk może zatem stanowić opartą na wiedzy 
drogę do ich blokowania, modulacji i eliminacji. 
Złożoność i różnorodność mechanizmów oporności 
(zestawionych w tab. 1) — związanych zarówno 
z ekspresją receptorów śmierci, przewodzeniem 
sygnału apoptotycznego, stężeniami białek pro-  
i antyapoptotycznych, jak i związanych z meta-
bolizmem komórek — nie pozwala jednak za-
proponować uniwersalnego rozwiązania. Nawet  
w obrębie jednego nowotworu procesy warun-
kujące oporność mogą się różnić lub też działać 
jednocześnie. Znalezienie odpowiednich biomar-
kerów wskazujących możliwe mechanizmy w da-
nym nowotworze pozwoli identyfikować chorych,  
u których leczenie TRAIL nie ma szans powo-
dzenia bądź da możliwość zaproponowania terapii 
kojarzonej z odpowiednim, ingerującym w dany 
mechanizm oporności, farmaceutykiem.

Tabela 1. Podsumowanie mechanizmów oporności na apoptozę indukowaną przez TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing 
ligand)

Rodzaj mechanizmu oporności Mechanizm oporności

Zależne od ekspresji i aktywacji  
receptorów śmierci

Mutacje i aberracje strukturalne genów
Zahamowanie transkrypcji genów; zmiany w szlakach sygnałowych i ekspresji  
czynników transkrypcyjnych (np. p53, NFkB, FOXO, CHOP)
Zahamowanie translacji białek
Przyspieszone endocytoza i degradacja białek
Glikozylacja receptorów
Wysoka ekspresja receptorów kompetycyjnych
Organizacja błonowa kompleksu receptora; tworzenie DISC poza tratwami  
lipidowymi

Zależne od przewodzenia sygnału  
z receptorów śmierci

Nieprawidłowe formowanie DISC; utrata kluczowych białek (FADD, Cas8),  
obecność białek antyapoptotycznych w DISC (c-FLIP, RIP1)

Zależne od ekspresji białek pro-  
i antyapoptotycznych

Wysoka ekspresja białek z rodziny BCL2, IAP, c-FLIP

Związane z metabolizmem  
energetycznym

Zaburzenie energetycznej homeostazy komórki; przeprogramowanie metabolizmu  
na oksydacyjny, zmiany stężenia ceramidów

Związane z autofagią Nasilona autofagia

NFkB (nuclear factor kB) — czynnik jądrowy kB, FOXO — Forkhead box protein O; CHOP — CCAAT/enhancer-binding protein-homologous protein; DISC (death inducing 
signaling complex) — kompleks sygnałowy indukujący śmierć komórki; FADD — FAS-associated death domain; Cas8 (caspase 8) — kaspaza 8; c-FLIP — cellular FLICE-like 
inhibitory protein; RIP1 (receptor-interacting protein 1) — białko oddziałujące z receptorem 1; BCL2 — B-cell leukemia/lymphoma 2; IAP (inhibitor of apoptosis proteins)  
— białka z rodziny inhibitorów apoptozy
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Podziękowania

Niniejsza praca powstała w ramach realizacji 
projektu NCBiR nr STRATEGMED2/265566/6/ 
/NCBR/2015 pt.: Badania przedkliniczne i klinicz-
ne nad przeciwnowotworowym działaniem nowej 
cząsteczki, pochodnej TRAIL, ukierunkowanej na 
sygnalizację śmierci komórki — powołanie krajowe-
go ośrodka badań klinicznych wczesnej fazy w on-
kologii, ONCOTRAIL, Program STRATEGMED II.
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