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Streszczenie
WWpprroowwaaddzzeenniiee:: Terapia genowa jest nową metodą leczenia chorób, wykorzystującą geny kodujące białka terapeu-
tyczne. Powstawanie naczyń krwionośnych odgrywa kluczową rolę w warunkach fizjologicznych, a także determi-
nuje przebieg chorób. Obecnie dzięki metodom inżynierii genetycznej możliwe jest konstruowanie preparatów ge-
nowych, które efektywnie stymulują procesy neowaskularyzacji, również w skórze. Ich obecność w badaniach może
przyczynić się do rozwiązania wielu problemów ograniczających rozwój transplantologii, medycyny regeneracyjnej,
chirurgii plastycznej czy kosmetologii.
CCeell::  Celem pracy była ocena, czy przygotowane proangiogenne preparaty genowe będą stymulować proces neowa-
skularyzacji w skórze i wzrost włosów.
MMaatteerriiaałł  ii mmeettooddyy:: Badania przeprowadzono na myszach laboratoryjnych Balb/c. Zwierzętom śródskórnie podawa-
no DNA plazmidowe czyste lub skompleksowane z nośnikiem polikationowym PEI 25 kDa, efektywnie zwiększają-
cym wydajność transfekcji genów in vivo. Do badań wykorzystano wektory kodujące białka proangiogenne, takie
jak VEGF, FGF oraz SDF.
WWyynniikkii::  Preparaty genowe (pDNA:PEI) śródskórnie podane myszom efektywnie stymulują proces neowaskularyza-
cji oraz pobudzają wzrost włosów. Do najsilniejszych induktorów angiogenezy zaliczono preparaty pVIF:PEI oraz
pSDF:PEI, natomiast efektywny wzrost włosów obserwowano po podaniu zwierzętom preparatu pVIF:PEI.
WWnniioosskkii::  Proangiogenne preparaty genowe kodujące czynniki proangiogenne podane śródskórnie w formie kom-
pleksów pDNA:PEI stymulują proces angiogenezy w skórze oraz pobudzają wzrost włosów.

SSłłoowwaa  kklluucczzoowwee:: terapia genowa, plazmidowe preparaty genowe, angiogeneza, skóra, wzrost włosów.

Abstract
IInnttrroodduuccttiioonn:: Gene therapy has become a novel method for the treatment of many diseases. Angiogenesis is a crucial
process for the physiology as well as progression of various diseases. Currently, the construction of gene preparations
that stimulate skin neovascularization is possible. It may be helpful for contemporary medicine.
AAiimm:: The main aim of the study was to assess in mouse skin the proangiogenic activity of cloned plasmid expression
vectors encoding angiogenic factors – VEGF, FGF and SDF.
MMaatteerriiaall  aanndd  mmeetthhooddss:: The experiments were performed on Balb/c mice. The animals were intradermally injected
with the studied vectors. The gene preparations were formulated as pDNA:PEI complexes.
RReessuullttss:: Proangiogenic gene preparations (pDNA:PEI) effectively stimulate skin neovascularization and hair growth.
The pVIF:PEI and pSDF:PEI preparations were selected as the most powerful stimulators of skin neovascularization.
Hair growth was observed mainly after intradermal injection of pVIF:PEI complexes.
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Wprowadzenie

W zapoczątkowanych pod koniec lat 80. ubiegłego
wieku próbach leczenia chorych metodami terapii geno-
wej wykorzystuje się wirusowe lub niewirusowe prepa-
raty genowe. Są to najczęściej wektory DNA niosące wy-
brane geny – kodujące, odpowiedzialne za efekt
biologiczny, terapeutyczne białka. W obecnie przeprowa-
dzanych badaniach klinicznych terapii genowej na świe-
cie (ok. 40%) stosuje się wektory konstruowane na pod-
stawie cząsteczki plazmidowego DNA [1]. Najczęściej
wykorzystuje się plazmidy kodujące czynniki wzrostowe
i ich receptory, regulatory cyklu komórkowego i apopto-
zy, czynniki decydujące o przebiegu angiogenezy [1, 2].
Geny – preparaty genowe – wprowadzane są najczęściej
do tkanek, narządów dobrze dostępnych dla badacza, czy-
li mięśni, skóry i powierzchniowo umiejscowionych gu-
zów nowotworowych [2, 3]. Bardzo często z uwagi na ni-
ską wydajność transfekcji genów in vivo plazmidowe DNA
kompleksuje się z polimerami kationowymi, które – jak
wykazują prace – ułatwiają wnikanie DNA do komórek
[4]. Do nośników skutecznie zwiększających wydajność
wprowadzania genów in vivo, także do skóry, zalicza się
np. rozgałęzione lub liniowe polimery polietylenoimino-
we (PEI) [4, 5]. Powstawanie naczyń krwionośnych opar-
te na strukturach już istniejących – angiogeneza – jest
procesem złożonym, wieloetapowym, o którego przebie-
gu decyduje wypadkowa oddziaływania czynników an-
giogennych i antyangiogennych oraz środowiska tkanko-
wego (komórki śródbłonkowe, fibroblasty, adipocyty,
miocyty, makrofagi, monocyty) [6]. Doniesienia kliniczne
i eksperymentalne wskazują, że naczyniowo-śródbłonko-
wy czynnik wzrostu (ang. vascular endothelial growth fac-
tor – VEGF), fibroblastyczny czynnik wzrostu (ang. fibro-
blast growth factor – FGF) czy stromalny czynnik wzrostu
(ang. stromal derived factor – SDF) mają silne właściwo-
ści proangiogenne – stymulują proliferację, migrację ko-
mórek śródbłonkowych, inicjują proces neowaskularyza-
cji tkankowej [6–8]. Wprowadzanie do wybranych tkanek
(skóry, mięśni) genów kodujących czynniki proangiogen-
ne powoduje w następstwie wydajnej transfekcji i eks-
presji transgenów powstanie lokalnych gradientów stę-
żeń rekombinowanych białek proangiogennych, które
bezpośrednio decydują o przebiegu procesu neowasku-
laryzacji in vivo [9]. Jak pokazują wstępne badania, popra-
wa stanu klinicznego pacjentów leczonych preparatami
genowymi (angiogeneza terapeutyczna) wynika bezpo-
średnio z neowaskularyzacji indukowanej przez wprowa-
dzane do niedokrwionych tkanek preparaty genowe ko-

dujące czynniki angiogenezy [9, 10]. Próby kliniczne an-
giogennej terapii genowej wykonuje się również w ośrod-
kach kardiologicznych w Polsce [11, 12].

Skóra jest rozległym narządem budującym ludzkie
ciało. Spełnia wiele podstawowych zadań warunkujących
prawidłowe funkcjonowanie organizmu człowieka. Jest
aktywną biologicznie powłoką ciała, odgrywa rolę termo-
regulacyjną, wydzielniczą, a także wydalniczą. Fizjologicz-
ny stan skóry jest wypadkową aktywności wielu narzą-
dów, a jej sprawność biologiczna łączy się również
z funkcjonalnym ukrwieniem, warunkującym chociażby
prawidłowy wzrost włosów. Unaczynienie (ukrwienie) skó-
ry wpływa w decydujący sposób zarówno na jej spraw-
ność biologiczną, jak i przebieg procesów starzenia. Roz-
wój technologii genowych umożliwia prowadzenie badań
poświęconych poszukiwaniu różnorodnych środków lecz-
niczych i skutecznych sposobów terapii. Obecnie możli-
we wydaje się np. konstruowanie metodami inżynierii ge-
netycznej ekspresyjnych wektorów plazmidowych
poprawiających ukrwienie tkanek, tym samym polepsza-
jących czynność biologiczną narządów [10, 13]. Wydaje
się prawdopodobne, że obecność plazmidów proangio-
gennych w badaniach może przyczynić się do rozwiąza-
nia wielu problemów ograniczających rozwój transplan-
tologii, medycyny regeneracyjnej, chirurgii plastycznej czy
kosmetologii.

Cel 

W niniejszej pracy wykorzystano uzyskane drogą klo-
nowania molekularnego wektory ekspresyjne kodujące
wybrane, silne białka proangiogenne, takie jak VEGF, FGF
oraz SDF. Celem badań była ocena, czy przygotowane pro-
angiogenne preparaty genowe będą stymulować proces
neowaskularyzacji w skórze i wzrost włosów. Badania
przeprowadzono na myszach laboratoryjnych Balb/c. Zwie-
rzętom śródskórnie podawano DNA plazmidowe czyste
lub skompleksowane z nośnikiem polikationowym PEI
25 kDa, efektywnie zwiększającym wydajność transfekcji
genów in vivo.

Materiał i metody

PPrrooaannggiiooggeennnnee  ppllaazzmmiiddyy

W badaniach wykorzystano uzyskane wcześniej meto-
dą klonowania molekularnego plazmidowe wektory ekspre-
syjne kodujące czynniki proangiogenne, takie jak pVEGF165,
pFGF-2, pSDF-1 oraz wektor pVIF kodujący jednocześnie 

Maciej Małecki, Karolina Podolska

CCoonncclluussiioonnss:: Gene preparations encoding proangiogenic factors injected into mouse as pDNA:PEI complexes effectively
induce skin angiogenesis and stimulate hair growth. The results may have promising implications for further
development of skin gene therapy.

KKeeyy  wwoorrddss:: gene therapy, plasmid gene preparations, angiogenesis, skin, hair growth.
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VEGF165 oraz FGF-2 (wektor bicistronowy) [11]. Wklonowa-
ne geny znajdują się pod transkrypcyjną kontrolą promoto-
ra cmv. Wektory namnażano w systemie transformowanych
bakterii Escherichia coli. Plazmidy izolowano metodą lizy al-
kalicznej, stosując zestawy do izolacji GigaEndofree 
(Qiagen). Uzyskane wektory poddawano analizie PCR 
(ang. polymerase chain reaction) oraz elektroforetycznej. 
Zastosowano startery o następujących sekwencjach: amp:
5’-ATAGTTGCCTGACTCC-3’, 5’-GTTACATCGAACTGGA-3’; 
Vegf165: 5’-GCAGAATCATCACGAAGT-3’, 5’-GCCTCGGCTTGT-
CACA-3’; Fgf-2: 5’-ATGAATTCGCCAGCATTGCCCGAGGAT-3’,
5’-TTCTCGAGATTCAGCTCTTAGCAGACAT-3’; Sdf-1: 5’-AAGAAT-
TCCCATGAACGCCAAGGTCGTG-3’, 5’-AAACTCGAGTGCTTACTT-
GTTTAAAGCTTT-3’.

KKoommpplleekkssyy  ppDDNNAA::PPEEII 2255  kkDDaa

Plazmidowe DNA kompleksowano z PEI 25 kDa (Sig-
ma) w temperaturze pokojowej przez 20 min. Do badań
indukcji angiogenezy przygotowano kompleksy zawiera-
jące 5 μg pDNA o współczynniku kompleksowania R=0,5,
R=5 i R=10, natomiast do badania stymulacji wzrostu wło-
sów wybrano preparaty zawierające 5 μg pDNA i R=5.
Współczynnik R oznacza stosunek liczby naładowanych
dodatnio grup iminowych polietylenoiminy (N) do ujem-
nie naładowanych grup fosforanowych plazmidowego
DNA (P), N/P=R. Skuteczność kompleksowania, obecność
kompleksów pDNA:PEI w uzyskanych preparatach potwier-
dzono za pomocą analizy elektroforetycznej. Kompleksy
przygotowano bezpośrednio przed podaniem zwierzętom
laboratoryjnym.

TTeesstt  sskkóórrnneejj  aannggiiooggeenneezzyy  iinn  vviivvoo,,  oocceennaa wwzzrroossttuu  
wwłłoossóóww

Do badań wykorzystano 6–8-tygodniowe myszy Balb/c
(samce). Zwierzęta usypiano 3,6-procentowym roztwo-
rem wodzianu chloralu i usuwano włosy za pomocą pre-
paratu Nair. Następnie wykonano śródskórne iniekcje wek-
torów proangiogennych pVEGF165, pFGF-2, pVIF, pSDF-1
(w dawce 5 i 10 μg/0,125 ml 0,9% NaCl) oraz kompleksów
wymienionych wektorów z polietylenoiminą 25 kDa
(w dawce 5 μg/0,125 ml 0,9% NaCl/PEI, R=0,5, R=5 i R=10).
Do iniekcji kontrolnych wykorzystano pusty wektor pEMPTY
oraz 0,9-procentowy roztwór NaCl. W celu ułatwienia wi-
zualizacji miejsca wstrzyknięcia preparaty barwiono
0,1-procentowym roztworem błękitu trypanu. Po 72 godz.
zwierzęta uśpiono preparatem Morbital, a miejsca
wstrzyknięcia analizowano pod lupą (32×), licząc nowe
naczynia zgodnie z kryteriami opisanymi przez Sidky’ego
i Auerbacha [14]. Części myszy podano śródskórnie pre-
paraty wektorów proangiogennych skompleksowanych
z PEI 25 kDa (5 μg/0,125 ml 0,9% NaCl/PEI R=5). Obser-
wowano wzrost włosów w miejscach iniekcji. W tym ce-
lu usunięto włosy preparatem Nair, podano śródskórnie
plazmidy, zaznaczając miejsca podania. Pozostawiono na-
stępnie myszy na 14 dni, po czym znów usunięto włosy

i obserwowano ich pojawianie się w miejscach wstrzyknię-
cia plazmidów. Wykonano fotografie, usunięto powtórnie
włosy z miejsc podania. Pobrano zaznaczone fragmenty
skóry, w obszarze którym obserwowano silną angiogene-
zę i wzrost włosów. Z pobranej tkanki wyizolowano DNA
metodą Qiagen (zestaw Midiprep). Analizowano obecność
sekwencji plazmidowych metodą PCR.

Wyniki i omówienie wyników

Dynamiczny rozwój nowych technologii farmaceu-
tycznych sprawia, że jest możliwe projektowanie, wytwa-
rzanie i stosowanie w warunkach klinicznych nowych środ-
ków leczniczych, również dermatologicznych. Znana
w klinice od końca lat 80. ubiegłego wieku terapia geno-
wa wykorzystuje preparaty genowe kodujące białka, speł-
niające funkcje terapeutyczne. Proangiogenne preparaty
genowe zawierają geny czynników silnie stymulujących
proces neowaskularyzacji in vivo [9, 10]. Pierwsze próby
kliniczne wskazują, że np. proangiogenne wektory plazmi-
dowe silnie pobudzają angiogenezę w mięśniach szkiele-
towych oraz w sercu pacjentów cierpiących na choroby
niedokrwienne [1, 10–12].

Jak przedstawiono na ryc. 1.–5., w wyniku połączenia pla-
zmidowego DNA z polietylenoiminą 25 kDa powstają trwa-
łe kompleksy pDNA:PEI. Analizy elektroforetyczne (test opóź-
nienia w żelu), widoczne na ryc. 1.–5., panel A, ukazują, że
przy stosunku grup iminowych (PEI) do fosforanowych
(pDNA) 0,5–10 (R=0,5–10) polimer kationowy PEI całkowi-
cie kompleksuje plazmidowe DNA. Powstałe kompleksy mi-
grują w żelu agarozowym w formie niewidocznych plam.

Celem doświadczeń in vivo na zwierzętach była oce-
na, czy sklonowane plazmidy proangiogenne opłaszczo-
ne nośnikiem polietylenoiminowym, czyli struktury o wy-
padkowym ładunku dodatnim, efektywnie transfekują
komórki skóry i pobudzą neowaskularyzację. Myszom la-
boratoryjnym śródskórnie podawano kompleksy pDNA:PEI
o R=0,5, R=5 oraz R=10. Wykazano (ryc. 1.–5.), że PEI uła-
twia wnikanie plazmidów proangiogennych do komórek.
Wyniki testu angiogenezy skórnej zebrane w tab. 1. wska-
zują, że stymulacja angiogenezy przez kompleksy 
pDNA:PEI jest kilkakrotnie wyższa niż czystego plazmido-
wego DNA – np. wprowadzenie do skóry 5 μg czystego
preparatu pVEGF165 powoduje powstanie ok. 8 nowych
naczyń krwionośnych, natomiat podanie kompleksu 
pVEGF165:PEI indukuje powstanie blisko 30 naczyń.
Z tab. 1. wynika, że wszystkie sklonowane wektory stymu-
lują proces neoangiogenezy w skórze. Do najsilniej akty-
wujących powstanie nowych naczyń krwionośnych zali-
czyć jednak można wektor pVIF oraz pSDF-1 (ryc. 4., 5.).
Wektor pVIF koduje dwa czynniki proangiogenne – naczy-
niowo-śródbłonkowy czynnik wzrostu (VEGF165) oraz fi-
broblastyczny czynnik wzrostu (FGF-2), natomiast wektor
pSDF-1 – białko SDF-1. Wektory pVIF i pSDF-1 podane śród-
skórnie myszom w formie kompleksów z nośnikiem PEI
stymulują angiogenezę najprawdopodobniej na zasadzie
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RRyycc.. 22..  AA – rozdział elektroforetyczny kompleksów pFGF-2:PEI25. BB – liczba nowych naczyń krwionośnych w skórze trans-
fekowanej wektorem pFGF-2 skompleksowanym z PEI25 (R=0,5, R=5, R=10) 
C – plazmid pFGF-2 nieskompleksowany z PEI25
*między grupą C a pozostałymi występuje różnica znamienna statystycznie, p<0,01 (Student’s t-test)
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RRyycc.. 33..  AA – rozdział elektroforetyczny kompleksów pVEGF165:PEI25. BB – liczba nowych naczyń krwionośnych w skórze trans-
fekowanej wektorem pVEGF165 skompleksowanym z PEI25 (R=0,5, R=5, R=10) 
C – plazmid pVEGF nieskompleksowany z PEI25 
*między grupą C i pozostałymi występuje różnica znamienna statystycznie, p<0,01 (Student’s t-test)
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RRyycc.. 11..  AA – rozdział elektroforetyczny kompleksów pEMPTY: PEI25. BB – liczba nowych naczyń krwionośnych w skórze trans-
fekowanej wektorem pEMPTY (plazmid niekodujący czynników angiogennych; kontrola) skompleksowanym z PEI25 (R=0,5,
R=5, R=10) 
C – plazmid pEMPTY nieskompleksowany z PEI25
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RRyycc.. 44..  AA – rozdział elektroforetyczny kompleksów pVIF:PEI25. BB – liczba nowych naczyń krwionośnych w skórze transfe-
kowanej wektorem pVIF skompleksowanym z PEI25 (R=0,5, R=5, R=10) 
C – plazmid pVIF nieskompleksowany z PEI25
*między grupą C a grupą R=0,5 występuje różnica znamienna statystycznie, 0,05>p>0,01
**między grupą C a grupami R=5, R=10 występuje różnica znamienna statystycznie, p<0,01 (Student’s t-test)
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TTaabb..  11..  Liczba nowych naczyń krwionośnych w skórze transfekowanej plazmidami kodującymi czynniki proangiogenne

PPllaazzmmiidd
LLiicczzbbaa  nnoowwyycchh  nnaacczzyyńń  kkrrwwiioonnoośśnnyycchh

1100  μμgg  ppDDNNAA 55  μμgg  ppDDNNAA 55  μμgg  ppDDNNAA//PPEEII**

pEMPTY 5,0±1,1 5,0±1,2 8,8
n=7 n=7 n=14

pVEGF165 14,3±2,1 8,6±3,8 29,4
n=11 n=12 n=29

pFGF-2 11,9±1,8 9,0±1,7 29,4
n=9 n=8 n=20

pVIF 21,3±1,8 11,2±3,3 36,7
n=12 n=6 n=20

pSDF-1 25,0±2,1 10,5±3,3 44,8
n=12 n=8 n=19

Wektory (pVEGF165, pFGF-2, pVIF, pSDF-1 i pEMPTY) były wprowadzane śródskórnie jako czyste pDNA oraz w postaci kompleksów z PEI 25 kDA (pDNA:PEI).
*średnia liczba nowych naczyń krwionośnych po indukcji za pomocą kompleksów o R=0,5, R=5 i R=10

A B

RRyycc..  55..  AA  – rozdział elektroforetyczny kompleksów pSDF-1:PEI25. BB – liczba nowych naczyń krwionośnych w skórze
transfekowanej wektorem pSDF-1 skompleksowanym z PEI25 (R=0,5, R=5, R=10)
C – plazmid pSDF-1 nieskompleksowany z PEI25
*między grupą C a pozostałymi występuje różnica znamienna statystycznie, p<0,01 (Student’s t-test)
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odmiennych procesów. Główny mechanizm proangiogen-
nej aktywności VEGF sprowadza się do stymulacji swo-
istych receptorów (głównie VEGFR1 i VEGFR2) na komór-
kach śródbłonkowych, natomiast SDF-1 jest chemokiną
przede wszystkim oddziałującą na śródbłonkowe komór-
ki progenitorowe [7, 8, 15].

W niniejszej pracy preparaty proangiogennych wek-
torów – plazmidowego DNA i nośnika polietylenoiminy
– próbowano wykorzystać do indukcji neowaskularyza-
cji w skórze, jak również do stymulacji wzrostu włosów.
Dane eksperymentalne wykazują, że właściwe ukrwie-
nie skóry może być decydujące dla prawidłowego wzro-
stu włosów [16–18]. W pracy wzrost włosów stymulo-
wano przez indukcję angiogenezy za pomocą preparatów
genowych. Stosowano preparaty o jakości farmakope-
alnej. Niektóre z zastosowanych, np. wektory pVEGF165
i pVIF, są dopuszczone do prób klinicznych terapii geno-
wej chorób naczyniowo-sercowych w Polsce [11, 12]. Z ob-
serwacji wzrostu włosów u myszy, którym podano śród-
skórnie plazmidy proangiogenne (kompleksy pDNA:PEI,
R=5) wynika, że preparaty genowe silnie stymulujące
skórną angiogenezę pobudzają również wzrost włosów.
Efekt obserwowano po ok. 14–18 dniach od iniekcji. Jak
przedstawiono na ryc. 6. najsilniej wzrost włosów pobu-
dza bicistronowy wektor pVIF. Wyniki wskazują, że sil-
na, lokalna ekspresja cytokin VEGF i FGF wzmaga angio-
genezę i wzrost włosów. Metodą PCR (ryc. 7.)
potwierdzono obecność sekwencji plazmidowych w miej-
scach silnej angiogenezy i intensywnego wzrostu 
włosów.

Wnioski

W pracy analizowano trzy geny proangiogenne – Vegf,
Fgf oraz Sdf, które w formie wektorów plazmidowych
kompleksowano z polietylenoiminą 25 kDa i wprowadza-
no śródskórnie do zwierząt laboratoryjnych. Poszukiwa-
no kompleksów najefektywniej wprowadzających geny
proangiogenne do komórek skóry i stymulujących tym
samym skórną angiogenezę. W wyniku badań
stwierdzono, że do najsilniejszych induktorów neowa-
skularyzacji zalicza się wektory pVIF i pSDF w postaci
kompleksów pDNA:PEI o współczynniku kompleksowa-
nia R=5. Jak pokazują wyniki badań (tab. 1., ryc. 1.–5., 7.)
wykorzystane preparaty efektywnie stymulują neoangio-
genezę w skórze zwierząt laboratoryjnych. Stwierdzono,
że po śródskórnej iniekcji preparatów dochodzi do two-
rzenia kapilar oraz obserwuje się również silny wzrost
włosów (ryc. 6.). Na podstawie przeprowadzonych do-
świadczeń wykazano, że z wykorzystanych preparatów
genowych proangiogennych wzrost włosów najsilniej po-
budza preparat bicistronowego wektora pVIF (kompleks
pDNA:PEI, R=5).

RRyycc.. 77..  AA – rozdział elektroforetyczny amplifikowanych me-
todą PCR genów proangiogennych (cDNA) obecnych w sklo-
nowanych wektorach (kontrola preparatów przed poda-
niem); Fgf – 440 bp, Vegf – 560 bp, Sdf – 240 bp. BB – rozdział
elektroforetyczny amplifikowanych metodą PCR sekwencji
pDNA obecnych w DNA wyizolowanym z transfekowanych
skór (kontrola obecności preparatu w skórze po podaniu):
1 – rozdział plazmidów (pEMPTY: 5200 bp; pFGF-2: 5621 bp;
pVEGF165: 5723 bp; pVIF: 6960 bp; pSDF-1: 6370); 2 – kon-
trola GAPDH (500 bp); 3 – amplifikacja fragmentu pDNA
– genu amp (760 bp)

RRyycc.. 66..  Stymulacja wzrostu włosów przez proangiogenne
preparaty genowe (pFGF-2, pVEGF165, pVIF oraz pSDF-1) po-
dane śródskórnie myszom w formie kompleksów pDNA:PEI.
Obraz po 18 dniach od iniekcji
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