
WPROWADZENIE

Terapia genowa jest now¹ meto-
d¹ leczenia chorób, znan¹ w klini-
ce od ponad 10 lat [1]. Mimo ¿e
jest to strategia wynikaj¹ca z osi¹-
gniêæ najnowszych metod badaw-
czych w naukach biologicznych –
z in¿ynierii genetycznej, to jednak
pewne jej elementy s¹ wspólne
i podobne do tych, jakie spotyka
siê w standardowych metodach te-
rapeutycznych, np. w farmakotera-
pii. Wiêkszoœæ preparatów leczni-
czych klasycznej farmakoterapii
jest zbudowana na zasadzie sub-
stancja czynna/noœnik. Po³¹czenie
tych dwóch faz wnosi okreœlon¹
postaæ leku, która ma swoiste w³a-
œciwoœci terapeutyczne i farmako-
kinetyczne. Jak dotychczas liczba
postaci leków jest ogromna – od
prostych uk³adów roztworów lecz-
niczych, maœci, proszków, czopków
– do bardziej wyszukanych – ta-
bletek wielofazowych czy syste-
mów terapeutycznych [2]. Charak-
teryzuj¹c terapiê genow¹ mo¿na
dostrzec, i¿ ten typ leczenia rów-
nie¿ (najczêœciej) opiera siê na wy-
korzystaniu uk³adu substancja
czynna/noœnik. W przypadku tera-
pii genowej substancj¹ czynn¹ jest
DNA – gen koduj¹cy terapeutycz-
ne bia³ko, zaœ noœnikiem jest wek-
tor, np. plazmid, wirus. System
transferu genów opiera siê na wy-
korzystaniu uk³adu noœnika, który
nie tylko u³atwia, umo¿liwia wnika-
nie genów do docelowych tkanek,

narz¹dów, ale równie¿ warunkuje
i jest zazwyczaj niezbêdny do eks-
presji terapeutycznych genów
w miejscach transfekcji [3, 4]. Ana-
logicznie do standardowych posta-
ci leków, noœniki genów pe³ni¹
równie¿ funkcjê ochronn¹ dla ge-
nów terapeutycznych (substancji
czynnych). Jak dotychczas system
noœników genów zasadniczo dzie-
li siê na wirusowy i niewirusowy.
Nierzadko wyodrêbnia siê grupy
tzw. inteligentnych noœników genów
[5]. Dotycz¹ one przede wszystkim
transferu genów w systemie niewi-
rusowym. W fazie badañ s¹, np.
uk³ady, w których geny terapeu-
tyczne uwalniane s¹ z systemu no-
œnikowego w odpowiedzi na okre-
œlone pH œrodowiska, temperaturê
czy œwiat³o [5, 6]. W transferze ge-
nów za pomoc¹ wirusów wykorzy-
stuje siê g³ównie metody oparte na
retrowirusach, adenowirusach czy
wirusach zwi¹zanych z adenowiru-
sami (AAV) [7]. Jest to bardzo wy-
dajny system przenoszenia genów
i wiêkszoœæ prób klinicznych jest
oparta na tym systemie (ryc. 1.).
Próby kliniczne (i wiele badañ eks-
perymentalnych) s¹ prowadzone
równie¿ w oparciu o system niewi-
rusowy, który obejmuje zarówno
metody oparte na bezpoœrednim
transferze tzw. nagiego DNA (np.
plazmidowego), jak i na wprowa-
dzaniu materia³u genetycznego po-
³¹czonego z noœnikiem, np. lipido-
wym. W obu przypadkach nie-
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Plasmid vectors are commonly used

preparations in gene therapy trials.

Over 20% of all clinical trials were

performed with plamids (non-viral

system). Gene preparations very

often look like a standard drug

product described in classical

pharmacology. DNA, a therapeutic

gene, seems to be an active

substance of the drug and the vector

is a carrier of the therapeutic gene.

Plasmid vector allows for the efficient

transfer and expression of genes.

Gene therapy plasmid production is

not different from the production of

other vectors. Generally, the plasmid

preparations are isolated from

transformed Escherichia coli bacteria

in the basic conditions, and the

chromatography methods are very

useful for further efficient purification

of the plasmid vectors. The clinical

product must be manufactured in

compliance with GMP in facilities

authorized by national regulatory

agencies. The quality of the isolated

plasmid must be determined in
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in vivo. Clinical grade plasmid
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clinical conditions only. Plasmid

preparations are widely used in gene

therapy applications. Cancer gene

therapy as well the classical gene

therapy – correction of genetic

defects – require plasmids. In the

cancer gene therapy very often the

immunostimulatory, proapoptotic and

antyangiogenic genes are cloned

into vectors and transfected in vivo.
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zbêdne jest przygotowanie genu
terapeutycznego, czyli klonowanie
wektora ekspresyjnego. Metody
niewirusowe budz¹ du¿e zaintere-
sowanie, z uwagi na bezpieczeñ-
stwo ich stosowania w klinice i sto-
sunkowo niski koszt preparatyki. 

PLAZMIDY

Plazmidy, wg definicji dostêp-
nych w Ÿród³ach akademickich, to
koliste cz¹steczki DNA zdolne do
autonomicznej replikacji w komór-
kach gospodarza – niezale¿nej od
replikacji chromosomów [8–10].
Plazmidy s¹ elementami genetycz-
nymi naturalnie wystêpuj¹cymi, np.
w bakteriach, grzybach. Przyjmuje
siê, ¿e naturalne plazmidy nie nio-
s¹ genów metabolizmu podstawo-
wego mikroorganizmów. Ich obec-
noœæ warunkuje okreœlone cechy
funkcjonalno-fenotypowe gospoda-
rza, które nierzadko stanowi¹
o atrakcyjnoœci biologicznej, eko-
logicznej mikroorganizmu. S¹ to
najczêœciej: opornoœæ na chemicz-
ne substancje toksyczne œrodowi-
ska (w tym równie¿ i antybiotyki),
opornoœæ na promieniowanie ultra-
fioletowe, zdolnoœæ do degradacji
zanieczyszczeñ œrodowiskowych,
zdolnoœæ, np. do wi¹zania azotu
atmosferycznego [9–11]. Plazmidy
s¹ ma³ymi elementami pozachro-
mosomowymi, z regu³y s¹ to cz¹-
steczki koliste, zbudowane z dwu-
niciowego DNA. Wielkoœæ natural-
nych plazmidów mieœci siê
w zakresie od 200 do 100 000 pz,
zaœ wielkoœæ konstruowanych me-
todami in¿ynierii genetycznej re-
kombinowanych wektorów plazmi-
dowych wynosi na ogó³ ok. 10 000
pz [12]. Dla potrzeb in¿ynierii ge-
netycznej dzieli siê plazmidy na
nieekspresyjne i ekspresyjne, czy-
li umo¿liwiaj¹ce ekspresjê wklono-
wanego do wektora genu. W tera-
pii genowej wykorzystywane s¹
plazmidy ekspresyjne. Pozwalaj¹
one na otrzymanie du¿ych iloœci
mRNA koduj¹cego bia³ko terapeu-
tyczne. Plazmidy ekspresyjne za-
wieraj¹ kasety ekspresyjne. Podsta-
wowe elementy kasety ekspresyj-

nej to promotor – sekwencja DNA
wektora rozpoznawana przez poli-
merazê RNA komórki gospodarza
i umo¿liwiaj¹ca transkrypcjê wklo-
nowanego genu. Promotor jest ele-
mentem plazmidu, który w sposób
bezpoœredni warunkuje jego sku-
tecznoœæ w warunkach in vivo. Naj-
czêœciej w rekombinowanych wek-
torach stosuje siê silne promotory
pochodzenia wirusowego, np.
CMV, SV40, LTR, bakteriofagowe-
go, np. SP6, T7. Wœród promoto-
rów czêsto wyró¿nia siê promoto-
ry specyficzne tkankowo (np. tyro-
kinazowy; melanocyty), indukowane
(np. przez hipoksjê), selektywne
dla nowotworów (np. alfa-fetopro-
teinowy; guzy w¹troby) oraz regu-
lowane (np. przez cykl komórkowy;
komórki proliferuj¹ce) [13]. Wektor
ekspresyjny to równie¿: 1) terminu-
j¹ca kasetê ekspresyjn¹ sekwencja
poliadenylacji – stabilizuj¹ca po-
wsta³e mRNA i chroni¹ca przed
komórkowymi nukleazami; 2) silne
bakteryjne b¹dŸ wirusowe repliko-
ny, umo¿liwiaj¹ce wysokokopijn¹
replikacjê wektora w komórkach
bakteryjnych; najczêœciej wykorzy-
stywane replikony to: Cal EI, pMBI,
SV40; 3) sekwencje markerowe –
bardzo czêsto s¹ to geny oporno-
œci na antybiotyki, cytostatyki (np.
geny opornoœci na ampicylinê,
neomycynê, chloramfenikol, tetra-
cykliny, bleomycynê) lub geny, któ-
rych produkty bia³kowe maj¹ w³a-
œciwoœci fluorescencji pod wp³y-
wem œwiat³a (GFP, RFP) [14].
Obecnoœæ sekwencji markerowych
umo¿liwia przeprowadzenie selek-
cji stransformowanych klonów pro-
kariotycznych (bakteryjnych) lub
stransfekowanych klonów eukario-
tycznych. Elementy markerowe
wektorów plazmidowych to równie¿
elementy, które u³atwiaj¹ analizy
biochemiczne, molekularne bia³ek
powsta³ych na matrycy klonowa-
nych genów. Metodami, np. chro-
matograficznymi, technikami hybry-
dyzacyjnymi mo¿na analizowaæ po-
wsta³e bia³ka. Wektory takie
zawieraj¹ rozpoznawalne przez
okreœlone przeciwcia³a fragmenty
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bia³ek komórkowych (np. myc) lub
zupe³nie syntetyczne krótkie pep-
tydy, np. powtórzenia histydyn
umo¿liwiaj¹ce analizê rekombino-
wanego bia³ka, np. na kolumnach
niklowych. Wektory ekspresyjne
mog¹ byæ równie¿ wyposa¿one
w sekwencje, które dodatkowo
wp³ywaj¹, np. na sekrecjê syntety-
zowanych bia³ek – np. sekwencje
sygna³owe (np. Igk) lub sekwencje
koduj¹ce bia³ka wirusowe, u³atwia-
j¹ce translokacjê eksprymowanych
bia³ek poza komórkê i do s¹sied-
nich komórek (np. VP22) [15]. 

W zale¿noœci od liczby klono-
wanych genów wektory ekspresyj-
ne mo¿na dzieliæ na monocistro-
nowe i policistronowe. W wekto-
rach policistronowych zawarte s¹
najczêœciej sekwencje ³¹cznikowe
(np. IRES, AP1), które umo¿liwia-
j¹ powstanie kilku bia³ek na ma-
trycy jednego mRNA [16]. Oprócz
opisanych podstawowych elemen-
tów budulcowych konstrukty now-
szych generacji zawieraj¹ ró¿ne
elementy o charakterze regulacyj-
nym, które zwiêkszaj¹ ekspresjê
klonowanych genów, stabilizuj¹
powsta³e transkrypty, np. sekwen-
cja WPRE stabilizuj¹ca powsta³e
transkrypty mRNA [17]. Bardzo
czêsto nowo klonowane wektory
plazmidowe maj¹ zminimalizowa-
n¹ liczbê immunostymuluj¹cych
dinukleotydów CpG [18-20]. 

PLAZMIDY – UZYSKIWANIE

Preparaty plazmidowe wykorzy-
stywane w próbach terapii geno-
wej najczêœciej otrzymuje siê
z bakterii Escherichia coli wcze-
œniej stransformowanych badanym
wektorem. Markery selekcyjne pla-
zmidów pozwalaj¹ na selekcjê klo-
nów i uzyskiwanie po¿¹danego
preparatu. W zale¿noœci od cha-
rakteru badañ i przeznaczenia
wektora skala uzyskiwania plazmi-
dów i zwi¹zane z ni¹ procedury
preparatyki mog¹ siê ró¿niæ, choæ
mo¿na omawiaæ charakterystyczne
etapy wspólne. W tab. 1. przed-
stawiono zakresy produkcji plazmi-
dów i ich przeznaczenie. Wiêk-

Ryc. 1. Systemy transferu genów wykorzystywane w próbach terapii genowej na œwiecie [1]. 
W ponad 20 proc. wszystkich prób klinicznych na œwiecie geny wprowadza siê za pomoc¹
wektorów plazmidowych (system niewirusowy)
Fig. 1. Gene transfer systems used in gene therapy trials worldwide [1]. In over 20% of all clinical
trials genes are transferred by plasmid vectors (non-viral system)

SSyysstteemmyy  ttrraannssffeerruu  ggeennóóww  ww  tteerraappiiii  ggeennoowweejj

transfer niewirusowy                            transfer wirusowy 

Tab. 1. Przybli¿ona skala produkcji plazmidów [12, zmienione]
Table 1. Approximate plasmid production scale [12, modified]

PPrroodduukkccjjaa  ggeennoowwyycchh  pprreeppaarraattóóww  ppllaazzmmiiddoowwyycchh

iillooœœææ pprrzzeezznnaacczzeenniiee

0,01–10 mg badania eksperymentalne

10–100 mg przedkliniczne badania na zwierzêtach

100–1 000 mg faza I-II

1–5 g faza III

>? g dostêpnoœæ komercyjna

Tab. 2. Preparaty genowe przeznaczone do prób klinicznych terapii genowej – dyrektywy Unii
Europejskiej [23]
Table 2. Gene therapy products - European Union directives [23]

UUnniiaa  EEuurrooppeejjsskkaa  wwoobbeecc  pprreeppaarraattóóww  pprrzzeezznnaacczzoonnyycchh  ddoo  pprróóbb  kklliinniicczznnyycchh

tteerraappiiii  ggeennoowweejj  ((CClliinniiccaall  TTrriiaallss  DDiirreeccttiivveess))

· Wszystkie próby kliniczne (fazy I, II, III) w Unii Europejskiej musz¹ byæ
zatwierdzone przez odpowiednie organy prawa i wykonane zgodnie 
z zasadami GCP.

· Materia³ kliniczny (produkt leczniczy) musi byæ przygotowany zgodnie 
z zasadami GMP, w pracowniach do wytwarzania zatwierdzonych przez
odpowiednie organy prawa.

· Materia³ kliniczny (produkt leczniczy) importowany spoza Unii Europejskiej
musi byæ wytwarzany zgodnie z wymogami GMP.

· Produkt leczniczy do prób klinicznych musi byæ wprowadzany do u¿ytku
przez osoby do tego celu wykwalifikowane.
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szoœæ procedur izolacji plazmidów
z bakterii wykorzystuje metodê li-
zy bakterii w warunkach alkalicz-
nych, precypitacjê w œrodowisku
kwaœnym i dalsze etapy izola-
cji/oczyszczania zale¿ne od skali
produkcji. Najnowsze systemy izo-
lacji/oczyszczania plazmidów opie-
raj¹ siê na metodach chromato-
graficznych. W przypadku prepa-
ratyki plazmidów wa¿nym
podkreœlenia jest, ¿e istniej¹ ró¿-
ne formy topologiczne plazmidów
(ryc. 3.), a ich wystêpowanie wi¹-
¿e siê przede wszystkim z jako-
œci¹ procedury izolacji. Postaci¹
najbardziej oczekiwan¹ (o najwy¿-
szej aktywnoœci biologicznej) jest
postaæ superzwiniêta, czyli dwuni-
ciowa, kowalentnie zamkniêta for-
ma ccc (ang. covalently closed

circular; ryc. 3.). Oprócz ccc

w preparatach plazmidowych mo-
g¹ byæ obecne formy oc (ang.
open circular), l (ang. linear form).
Postacie ccc, oc, jak i l mog¹ po-
nadto wystêpowaæ w formie nie
tylko monomerów, ale równie¿ i di-
merów, multimerów [21, 22]. Ja-
koœæ preparatu (uto¿samiana

Ryc. 3. Postacie topologiczne plazmidów. CCC – forma superzwiniêta – dwuniciowa, kowalentnie zamkniêta; OC – forma czêœciowo otwarta; 
L – forma linearna [21, zmienione]
Fig. 3. Topology variants of plasmids. CCC – supercoiled – double stranded, covalently closed circular; OC – open circular variant; L – linear form [21,
modified]

Ryc. 2. Schemat budowy ekspresyjnego wektora plazmidowego. Plazmid ekspresyjny zawiera
kasetê ekspresyjn¹ (promotor, gen terapeutyczny, sekwencja poliadenylacji) oraz geny
markerowe. t g – terapeutyczny gen; s p – sekwencja poliadenylacji; r – replikon; g m – gen
markerowy
Fig. 2. Schematic map of expression plasmid vector. The expression plasmid mainly contains
expression cassette and marker genes. t g – therapeutic gene; s p – poliadenylation sequence; 
r – replicon; g m – marker gene
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z procentem formy ccc) jest bez-
poœrednio zale¿na od przebiegu
procedury izolacji plazmidu. 

GMP I PREPARATY

PLAZMIDOWE 

Preparaty plazmidowe, jak
i wszystkie inne preparaty wykorzy-
stywane w próbach klinicznych te-
rapii genowej (plazmidy, wirusy, ko-
mórki) wg wytycznych Unii Europej-
skiej musz¹ byæ wytwarzane
zgodnie z zasadami dobrej prakty-
ki wytwarzania GMP (ang. Good

Manufacturing Practice) (tab. 2.).
Postêpowanie GMP obejmuje za-
równo procesy wytwarzania plazmi-
dów, jak i ich pakowania, przecho-
wywania, transportu i sprawdzania
jakoœci. Preparaty plazmidowe
przygotowane do prób klinicznych
musz¹ posiadaæ pe³n¹ dokumenta-
cjê, uwzglêdniaj¹c¹ wyniki szeregu
badañ biochemicznych, mikrobiolo-
gicznych, toksykologicznych, farma-
kokinetycznych, prowadzonych za-
równo w warunkach in vitro, jak i na
zwierzêtach laboratoryjnych [23].
Podstawowe badania, którym pod-
daje siê preparaty plazmidowe, ze-
brano w tab. 3. Œcis³a charaktery-
styka jakoœci i czystoœci otrzyma-
nego preparatu plazmidowego jest
niezbêdna do jego wykorzystania
w warunkach klinicznych. Wp³ywa
ona nie tylko na efektywnoœæ tera-
peutyczn¹ badanego preparatu, ale
równie¿, a mo¿e przede wszystkim,
na bezpieczeñstwo jego stosowa-
nia u pacjentów. 

PLAZMIDY W BADANIACH

EKSPERYMENTALNYCH

Plazmidy s¹ preparatami geno-
wymi, które wykorzystuje siê
w próbach terapii genowej bardzo
szeroko. Zarówno wirusowy, jak
i niewirusowy system transferu ge-
nów operuje plazmidami [3, 24,
25]. W przypadku strategii wiruso-
wej plazmidy niezbêdne s¹ do
otrzymania rekombinowanych wek-
torów wirusowych. S¹ one noœni-
kami genów wirusowych, które da-
lej sk³adane s¹ w rekombinowane

cz¹stki wirusowe, najczêœciej
w systemie eukariotycznych komó-
rek pakuj¹cych. W systemie niewi-
rusowym plazmidy podaje siê
w postaci nagiego DNA w roztwo-
rze, np. soli fizjologicznej lub nie-
rzadko ³¹czy siê z noœnikami, np.
lipidowymi (kationowe lipidy), któ-
re u³atwiaj¹ wnikanie plazmidowe-
go DNA do komórek w warunkach
in vitro i in vivo [26, 27]. Prepara-
ty plazmidowe wykorzystywane siê
w próbach terapii genowej bezpo-
œrednio – nagi DNA plazmidowy
wprowadza siê bezpoœrednio do
okreœlonej tkanki, narz¹du. Przy-
k³adem takiej strategii jest terapia
genowa, wykorzystuj¹ca geny te-
rapeutyczne, których bia³kowe pro-
dukty maj¹ charakter angiogenny
(angiogenna terapia genowa) [28].
Plazmidy proangiogenne (koduj¹-
ce np. VEGF, HGF) wprowadza
siê bezpoœrednio w miejsce nie-
dokrwionej tkanki na drodze iniek-
cji roztworu plazmidowego DNA.
Badania kliniczne wskazuj¹, i¿
transfer plazmidów angiogennych,
np. w obszar niedokrwionej koñ-
czyny czy serca, wymusza po-
wstawanie sieci nowych naczyñ
krwionoœnych, poprawia przep³yw
krwi i stan kliniczny pacjenta [28,
29]. Wskazuje siê, ¿e strategia an-
giogennej terapii genowej mo¿e
byæ skuteczna w klinice oraz ¿e
transfer nagiego DNA do tkanki
wydaje siê byæ efektywn¹ drog¹
podania preparatu genowego. Nie-
mniej jednak warto podkreœliæ, i¿
mimo pozytywnych efektów lecze-

nia nagimi plazmidami skutecz-
noœæ terapeutyczna tych samych
genów w noœnikach wirusowych
jest znacznie wy¿sza. Jednak
wzglêdy wiêkszego bezpieczeñ-
stwa stosowania plazmidów nad
rekombinowanymi wektorami wiru-
sowymi sprawia, ¿e preparaty pla-
zmidowe maj¹ w okreœlonych sta-
nach chorobowych cenn¹ wartoœæ
terapeutyczn¹ [28]. 

Znane s¹ próby terapii genowej
chorób nowotworowych za pomoc¹
transferu nagiego DNA [3, 24].
W badaniach wykorzystuje siê stra-
tegiê bezpoœredniej iniekcji prepa-
ratów do guzów nowotworowych,
b¹dŸ wprowadza siê plazmidy np.
do tkanki miêœniowej, traktuj¹c
stransfekowane wówczas miêœnie ja-
ko potencjalne bioreaktory bia³ek te-
rapeutycznych. W pierwszym przy-
padku (bezpoœrednie podanie do
guza) obserwuje siê z regu³y nie-
wielki efekt terapeutyczny, g³ównie
z uwagi na nisk¹ efektywnoœæ trans-
feru genów i ograniczon¹ do miej-
sca podania ekspresjê bia³ka tera-
peutycznego [24]. Wzrost guzów
mysiego miêsaka (L1) traktowanych
plazmidowym konstruktem koduj¹-
cym inhibitor angiogenezy – sFLT-1
jest zahamowany o ok. 20–30 proc.
w porównaniu do grupy kontrolnej
[30]. Natomiast doœæ skutecznym
wydaje siê byæ podanie i.m. plazmi-
dów koduj¹cych terapeutyczne bia³-
ka o aktywnoœci systemowej. Po
transfekcji tkanki miêœniowej plazmi-
dem obserwuje siê efekt systemo-
wy – wzrost terapeutycznego bia³ka

Tab. 3. Preparaty plazmidowe przeznaczone do prób klinicznych terapii genowej – badania
podstawowe. 
Table 3. Clinical plasmid preparations – quality control

PPllaazzmmiiddyy::  bbaaddaanniiaa  pprrzzeeddkklliinniicczznnee  iinn  vviittrroo ii  nnaa  zzwwiieerrzzêêttaacchh

iinn  vviittrroo iinn  vviivvoo

stê¿enie DNA toksykologia
ogólna czystoœæ farmakokinetyka
homogennoœæ aktywnoœæ biologiczna/efekt terapeutyczny
to¿samoœæ

czystoœæ biochemiczna
czystoœæ mikrobiologiczna

stabilnoœæ
aktywnoœæ biologiczna
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we krwi i ograniczenie wzrostu gu-
zów nowotworowych, zlokalizowa-
nych z dala od miejsca podania
[24, 31]. 

Stransfekowane miêœnie wydaj¹
siê byæ doskona³ym bioreaktorem
terapeutycznych bia³ek nie tylko
bezpoœrednio o charakterze anty-
nowotworowym. Znane s¹ równie¿
próby skutecznego i.m. transferu
genów koduj¹cych, np. bia³ka
uk³adu hemostazy [32], czy genów
koduj¹cych bia³ka bior¹ce udzia³
w regulacji gospodarki wêglowo-
danowej ustroju (insulina, glukoki-
naza) [33, 34]. 

Transfer nagiego plazmidowego
DNA to równie¿ wiele badañ, do-
tycz¹cych prób modulowania od-
powiedzi¹ immunologiczn¹ ustroju
na antygeny, czyli badania nad
szczepionkami, np. antynowotwo-
rowymi [35], antyinfekcyjnymi (np.
przeciw grypie, WZW, wœciekliŸnie,
gruŸlicy) [36]. Plazmidy koduj¹ce
fragmenty bia³ek o charakterze an-
tygenów. wprowadza siê, np. do
miêœni szkieletowych, skóry w ce-
lu immunizacji ustroju. 

Transfer nagiego DNA plazmi-
dowego do tkanek to nie tylko
próby wprowadzania plazmidów
jedynie na drodze iniekcji. Szereg
badañ wskazuje, ¿e efekt transfek-
cji mo¿e byæ bardzo efektywnie
wzmocniony przez zwiêkszaj¹ce
chwilowo przepuszczalnoœæ b³on
komórkowych napiêcie elektrycz-
ne, czyli zastosowanie elektro-
transferu. Mimo ¿e tradycyjnie
elektrotransfer przeprowadza siê
przez przy³o¿enie elektrod do
tkanki uprzednio ostrzykniêtej pla-
zmidem, to znane s¹ równie¿ pró-
by, w których elektropuls przepro-
wadza siê po systemowym (i.v.)
podaniu wektora plazmidowego.
W badaniach Liu i Huanga [37]
wykazano, i¿ elektropulsy przy³o-
¿one bezpoœrednio do w¹troby
efektywnie zwiêkszaj¹ transfer ge-
nów reporterowych wprowadzo-
nych do zwierz¹t systemowo
w postaci nagiego plazmidowego
DNA. Próby wykorzystania metody
elektroporacji in vivo w terapii ge-

nowej staj¹ siê coraz bardziej do-
kumentowane i wskazuj¹, ¿e me-
toda skutecznie podnosi efektyw-
noœæ transferu i ekspresji genów
zarówno reporterowych, jak i tera-
peutycznych do wielu tkanek, np.
do skóry, miêœni, w¹troby [38, 39].
Równie¿ nierzadko wskazuje siê,
i¿ elektrotransfer in vivo nagiego
DNA mo¿e s³u¿yæ wprowadzaniu
genów terapeutycznych bezpo-
œrednio do guzów nowotworowych.
W badaniach, np. Hellera i Cop-
poli [40] wykazano, ¿e elektropo-
racja jest wysoce skutecznym spo-
sobem transferu genów do guzów
B16 u myszy. Zastosowanie elek-
tropulsów zwiêksza³o nawet kilku-
dziesiêciokrotnie transfer i ekspre-
sjê genów reporterowych w gu-
zach nowotworowych. Do komórek
czerniaka efektywnie wprowadza-
no drog¹ elektrotransferu równie¿
geny terapeutyczne, np. IL12,
IL18, prowadz¹c do ograniczenia
wzrostu guzów [41]. W badaniach
Cichonia i wsp. [31] wykazano, i¿
elektroporacja jest efektywn¹ me-
tod¹ transferu genów zarówno do
prawid³owych tkanek, jak i do gu-
zów nowotworowych (B16/F10/).
Wykorzystuj¹c elektroporacjê in vi-

vo, autorzy wykazali zwiêkszon¹
skutecznoœæ terapii antyangiogen-
nej (konstrukt plazmidowy koduj¹-
cy endostatynê) [31]. Yamashita
i wsp. [42] natomiast wykazali, ¿e
po elektrotransferze genu IL12 do-
chodzi do ograniczenia wzrostu
raka w¹troby (badania przeprowa-
dzono na podskórnie zaszczepio-
nych guzach). Podobne wyniki
otrzymano równie¿ w badaniach
dotycz¹cych raka jelita grubego
[43]. Wprowadzanie nagiego pla-
zmidowego DNA koduj¹cego IL12
bezpoœrednio do guzów na zasa-
dzie iniekcja/elektroporacja efek-
tywnie ogranicza³o ich wzrost [43]. 

PODSUMOWANIE

Terapia genowa jest dynamicznie
rozwijaj¹c¹ siê metod¹ leczenia
wielu chorób. Ograniczone zastoso-
wanie, jak dot¹d, metod transferu

genów w terapii wynika przede
wszystkim z u³omnoœci noœników te-
rapeutycznych genów – wektorów.
Plazmidy mog¹ efektywnie wprowa-
dzaæ geny do okreœlonych tkanek,
decyduj¹c tym samym o efekcie te-
rapeutycznym. Odpowiednio przy-
gotowane – zgodnie z wymogami
farmakopealnymi – preparaty pla-
zmidowe koduj¹ce bia³ka terapeu-
tyczne mog¹ byæ traktowane jako
nowa postaæ leku, w której substan-

cj¹ czynn¹ jest gen. Preparaty pla-
zmidowe jako nowe leki musz¹
spe³niaæ wiele wymogów, przede
wszystkim bezpieczeñstwa. Wi¹¿e
siê to z koniecznoœci¹ przeprowa-
dzania szeregu badañ biochemicz-
nych, toksykologicznych i farmako-
kinetycznych przed przyst¹pieniem
do prób klinicznych. 

PIŒMIENNICTWO

1. The Journal of Gene Medicine,

www.wiley.co.uk

2. Janicki S, Fiebig A (red). Farmacja

stosowana. PZWL 2001. 

3. Greco O, Scott SD, Marples B,

Dachs GU. Cancer gene therapy: deli-

very, delivery, delivery. Front Biosci

2002; 7: d1516-24. 

4. Jain RK. The next frontier of molecular

medicine: delivery of therapeutics. Na-

ture Med 1998; 4: 655-7. 

5. Dincer S, Turk M, Cimen E, et al. Ge-

ne delivery with stimuli-responsive poly-

mers. 3rd European Conference & Practi-

cal Course: Advanced Methods for In-

dustrial Production, Purification, and

Characterization of Gene Vectors. Evry,

France 2004. Conference Book: p. 18.

6. Dincer S, Tuncel A, Piskin E. A poten-

tial gene delivery vector: N-isopropy-

lacrylamide-ethyleneimine block copo-

lymers. Macromol Chem Phys 2002;

203: 1460-5. 

7. Ma³ecki M. Wirusowe strategie w tera-

pii genowej ze szczególnym uwzglêd-

nieniem wektorów konstruowanych

z wirusów zwi¹zanych z adenowirusa-

mi (AAV). Postêpy Biol Komórki 2004;

31: 47-57. 

8. Kur J. Podstawy in¿ynierii genetycz-

nej. Politechnika Gdañska 1994. 

9. Turner PC, McLennan AG, Bates AD

i wsp. Biologia molekularna. PWN,

Warszawa 1999. 

10. Wêgleñski P (red.). Genetyka moleku-

larna. PWN, Warszawa 1995. 



327Preparaty plazmidowe w terapii genowej

11. Bartosik D. Stabilnoœæ plazmidów bak-

teryjnych. Postêpy Biochem 2001; 47:

138-45. 

12. Lemmens R. RNase free purification

process for supercoiled plasmid DNA.

3rd European Conference & Practical

Course Advanced Methods for Indu-

strial Production, Purification, and Cha-

racterization of Gene Vectors. Evry,

France 2004. Conference Book. 

13. Nettelbeck DM, Jerome V, Muller R.

Gene therapy designer promoters for tu-

mour targeting. TIG 2000; 16: 174-81. 

14. Œliwiñska E. Bia³ko zielonej fluroescen-

cji (GFP) – ekologiczny marker trans-

formacji genetycznej i narzêdzie do

obserwacji procesów w ¿ywej komór-

ce. Biotechnologia 2002: 56: 129-35. 

15. Elliot G, O’Hare P. Intercellular traffic-

king of VP22-GFP fusion proteins. Ge-

ne Ther 1999; 6: 149-51. 

16. Vagner S, Galy B, Pyronnet S. Irresi-

stible IRES. EMBO reports 2001; 21:

893-8. 

17. Johansen J, Tornoe J, Moller A, Jo-

hansen TE. Increased in vitro and in

vivo transgene expression levels me-

diated through cis-acting elements.

J Gene Med 2003; 5: 1080-9. 

18. Krieg AM, Davis HL. Enhancing vac-

cines with immune stimulatory CpG

DNA. Curr Opin Mol Ther 2001; 3:

15-24. 

19. Reyes-Sandoval A, Ertl HCJ. CpG

methylation of a plasmid vector results

in extended transgene product expres-

sion by circumventing induction of im-

mune responses. Mol Ther 2004; 9:

249-61. 

20. Bird AP. CpG rich islands and the

function of DNA methylation. Nature

1986; 321: 209-13. 

21. Schleef M, Schmidt T. Animal-free

production of ccc-supercoiled pla-

smids for research and clinical appli-

cations. J Gene Med 2004; 6: S45-

53. 

22. Friehs K. Plasmid copy number and

plasmid stability. Adv Biochem En-

gin/Biotechnol 2004; 86: 47-82. 

23. Wisher M. GMP production and quality

control for gene therapy products. 3rd

European Conference & Ptactical Cour-

se: Advanced Methods for Industrial

Production, Purification, and Characte-

rization of Gene Vectors. Evry, France

2004. Conference Book. 

24. Herwijer H, Wolff JA. Progress and

prospects: naked DNA gene transfer

and therapy. Gene Ther 2003; 10:

453-8. 

25. Nabel GJ. Development of optimized

vectors for gene therapy. Proc Nat

Acad Sci USA 1999; 96: 324-6. 

26. Templeton NS. Liposomal delivery of

nucleic acids in vivo. DNA Cell Biol

2002; 21: 857-67. 

27. Langner M. Liposomowe noœniki mate-

ria³u genetycznego. Postêpy Bioch

1998; 44: 299-305. 

28. Yla-Herttuala S, Alitalo K. Gene trans-

fer as a tool to induce therapeutic va-

scular growth. Nat Med 2003; 9: 694-

99. 

29. Kolsut P, Malecki M, Zelazny P, et al.

Gene therapy of coronary artery dise-

ase with phvegf165 – early outcome.

Kardiol Pol 2003; 59: 373-84. 

30. Ma³ecki M, Jastrzêbski Z, Przyby-

szewska M i wsp. Antyangiogenna te-

rapia genowa: próby wykorzystania

rozpuszczalnej formy receptora FLT-1.

Adv Clin Exp Med 2004; 13: 227-33. 

31. Cichoñ T, Jamrozy L, Glogowska J,

et al. Electrotransfer of gene encoding

endostatin into normal and neoplastic

mouse tissues: inhibition of primary tu-

mor growth and metastatic spread.

Cancer Gene Ther 2002; 9: 771-7. 

32. VandenDriessche T, Collen D, Chuah

MK. Gene therapy for the hemophilias.

J Thromb Haemost 2003; 1: 1550-8. 

33. Gros L, Riu E, Montoliu L, et al. In-

sulin production by engineered muscle

cells. Hum Gene Ther 1999; 10:

1207-17. 

34. Otaegui PJ, Ferre T, Pujol A, et al.

Expression of glucokinase in skeletal

muscle: a new approach to counteract

diabetic hyperglycemia. Hum Gene

Ther 2000; 11: 1543-52. 

35. Kowalczyk DW, Wysocki PJ, Mackie-

wicz A. Cancer immunotherapy using

cells modified with cytokine genes. 

Acta Biochem Pol 2003; 50: 613-24. 

36. Gendaszewska E. Szczepionki DNA.

Postêpy Biochem 1998; 44: 117-23. 

37. Liu F, Huang L. Electric gene transfer

to the liver following systemic admini-

stration of plasmid DNA. Gene Ther

2002; 9: 1116-9. 

38. Heller L, Lucas ML. Delivery of pla-

smid DNA by in vivo electroporation.

Gene Ther Biol 2000; 5: 50 5. 

39. Gollins H, McMahon J, Wells KE, et

al. High-efficiency plasmid gene trans-

fer into dystrophic muscle. Gene Ther

2003; 10: 504-12. 

40. Heller L, Coppola D. Electrically me-

diated delivery of vector plasmid DNA

elicits an antitumor effect. Gene Ther

2002; 9: 1321-5. 

41. Kishida T, Asada H, Satoh E, et al.

In vivo electroporation-mediated trans-

fer of interleukin-12 and interleukin-18

genes induces significant antitumor ef-

fects against melanoma in mice. Gene

Ther 2001; 8: 1234-40. 

42. Yamashita YI, Shimada M, Hasegawa

H, et al. Electroporation-mediated in-

terleukin-12 gene therapy for hepato-

cellular carcinoma in the mice model.

Cancer Res 2001; 61: 1005-12. 

43. Tamura T, Nishi T, Goto T, et al. In-

tratumoral delivery of interleukin 12

expression plasmids with in vivo elec-

troporation is effective for colon and re-

nal cancer. Hum Gene Ther 2001; 12:

1265-76. 

ADRES DO KORESPONDENCJI

dr n. med. MMaacciieejj  MMaa³³eecckkii

Zak³ad Biologii Komórki

Centrum Onkologii – Instytut 

im. Marii Sk³odowskiej-Curie

ul. Roentgena 5

02-781 Warszawa

tel. +48 22 546 26 21

e-mail: mahan@poczta.wp.pl 


