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1. Wstęp

Ogromne nadzieje terapeutyczne związane ze strategią antysensu (1) pod
trzymane są przez pozytywne wyniki eksperymentów in vitro, których 
celem było, np. zablokowanie aktywności niektórych wirusów, jak HIV (2,3), 

grypy (4) i opryszczki (5) czy specyficznych onkogenów, jak c-myc (6,7) i c-myb 
(8). Głównymi problemami, które wiążą się z tą koncepcją są transport anty- 
sensowych oligonukleotydów przez naturalną barierę, jaką jest błona plazma- 
tyczna oraz stabilność konstruktów antysensowych w środowisku wewnątrz- 
i zewnątrzkomórkowym. Syntetyczne oligonukleotydy mogą być modyfikowane 
zarówno w kierunku zwiększenia ich stabilności jak i efektywności transportu, 
jakkolwiek obecny stan wiediy nie dostarcza jednoznacznych odpowiedzi na 
pytanie o mechanizm ich migracji przez błonę komórkową.

2. Mechanizmy transportu przez błonę komorkowq

Jednym z podstawowych warunków powstania życia jest wyodrębnienie 
układów biologicznych z nieożywionego otoczenia. Na poziomie komórkowym 
rolę bariery uniemożliwiającej swobodny przepływ materii i energii pełni błona 
komórkowa. Zapobiega ona wypływowi rozpuszczalnych w wodnym środowi
sku składników komórki. Jednakże w toku ewołucji zostały wytworzone, czę
sto wysoce wyrafinowane mechanizmy umożliwiające pobieranie substancji 
odżywczych z otoczenia i wydalanie zbędnych produktów przemiany materii. 
Komórki muszą ponadto regulować wewnątrzkomórkowe stężenie elektrolitów, 
co oznacza transport specyficznych jonów do wewnątrz i na zewnątrz komórki. 
Znane są również wytworzone przez komórki mechanizmy umożliwiające wni
kanie niektórych makromolekuł, jak białka czy połisacharydy do ich wnętrza. 
Stosując substancje farmakologiczne, których miejsce działania jest zlokali
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zowane wewnątrz komórki należy więc pamiętać, że skuteczność ich działania 
jest limitowana możliwością ich transportu przez błonę komórkową. Główne, 
dobrze poznane mechanizmy wnikania substancji do komórek przedstawiono 
poniżej.

2.1. Dyfuzja prosta

Niektóre substancje mogą swobodnie dyfundować przez dwuwarstwę lipi
dową. Do tej grupy należą: molekuły hydrofobowe (O2, N2, benzen, itp.) oraz 
małe (m.cz. < 100 Da), niejonowe, polarne cząsteczki (H2O, mocznik, glicerol, 
CO2, itp.). Przepuszczalność dwuwarstwy maleje wraz ze wzrostem hydrofilo- 
wości i wielkości transportowanych molekuł.

2.2. Dyfuzja ułatwiona

2.2.1. Białka transportowe (ang. carrier proteins)

Jakkolwiek dwu warstwa lipidowa jest nieprzepuszczalna dla wielu klas 
substancji, błony biołogiczne zawierają wyspecjałizowane białka ułatwiające 
transport niektórych molekuł do komórki. Każde z tych białek jest przysto
sowane do transportu tyłko jednego rodzaju cząsteczek, takich jak: niektóre 
jony, węgłowodany czy aminokwasy. Są to integralne białka błonowe, których 
łańcuch aminokwasowy wielokrotnie przechodzi przez dwuwarstwę lipidową, 
posiadające miejsce wiązania substratu, po czym następuje zmiana ich kon
formacji umożliwiająca przeniknięcie transportowanej molekuły przez dwu
warstwę bez kontaktu z jej hydrofobowym środowiskiem.

2.2.2. Kanały jonowe (ang. channel proteins)

Efektywniejszy sposób transportu jonów przez błonę komórkową umożli
wiają inne integralne białka błonowe tworzące tzw. kanały jonowe, których 
światło w obrębie dwuwarstwy jest otwarte, niezależnie od interakcji z sub- 
stratem. Może tą drogą przenikać przez błonę ponad 10® jonów na sekundę, 
czyli ponad 100 razy więcej niż w przypadku transportu nośnikowego. Kanały 
jonowe występujące w błonach komórkowych roślin i zwierząt są małe i wy
soce selektywne, podczas gdy w błonie mitochondriów, chloroplastów i ko
mórek bakteryjnych są względnie duże i mniej selektywne. Przepływ jonów 
przez kanały jonowe może być regulowany przez „furtki”, które zamykają lub 
otwierają kanały pod wpływem różnorodnych C2ynników, takich jak: potencjał 
błonowy (najpowszechniejszy), stymulacja mechaniczna czy wiązanie specyfi
cznego ligandu (neurotransmiteiy, jony, nukleotydy itd.). Do tej pory opisano 
ok. 50 typów kanałów jonowych występujących w wielu typach komórek, 
a następne nadal są odloywane.
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2.3. Transport aktywny

Transport substancji zgodnie z opisanymi mechanizmami może odbywać 
się jedynie w kierunku zgodnym z ich gradientem elektrochemicznym, tzn. 
z ośrodka o wyższym stężeniu określonej substancji lub koncentracji jonów 
obdarzonych zgodnym ładunkiem do ośrodka o odpowiednio niższym stęże
niu. Jednakże dla prawidłowego funkcjonowania komórek niezbędne jest 
utrzymywanie gradientu stężeń po przeciwnych stronach błony. Przykładowo, 
stężenie jonów K"'' w cytoplazmie podstawowej jest w stanie fizjologicznym 10 
do 20 razy wyższe niż w pfynach tkankowych. Jest to możliwe dzięki syste
mowi aktywnego transportu, który zużywając energię transportuje substancje 
wbrew ich gradientowi elektrochemicznemu. Rolę transporterów pełnią białka 
błonowe posiadające z reguły akt}rwność ATP-azową. Zmiana konformacyjna 
takiego białka transportowego wymaga poza związaniem substratu również 
hydrolizy ATP i ufosforylowania tego białka. Niektóre białka transportują po- 
jedyneze cząsteczki z jednej strony błony na drugą. Taki system nosi nazwę 
uniportu. Inne natomiast jednocześnie transportują drugą cząsteczkę innego 
rodzaju w kiemnku zgodnym (sympoil), jak w przypadku transpotru glukozy 
wspólnie z jonami Na+ do komórek jelita lub nerek lub przeciwnym (antyport) 
jak w pr2ypadku białka pasma 111 erytrocytów, transportującego aniony CP 
do wewnątrz, a HCO3* na zewnątrz komórki.

2.4. Endocytoza

Makromolekuły (polisacharydy, białka, kwasy nukleinowe) aby dostać się 
do wnętrza komórki wymagają bardziej wyrafinowanych mechanizmów trans
portu. Mogą one wnikać do komórek razem z fragmentami błony komórkowej 
na drodze endocytozy. Ze względu na rodzaj interakcji substratu z powierz
chnią komórki można wyróżnić dwa rodzaje endocytozy: 1) niespecyficzna, 
adsorpcyjna (zwana także endocytozą z fazy ciekłej lub pinocytozą) oraz 2) za
leżna od wiązania substratu z receptorem. W pierwszym przypadku substrat 
o dużym powinowactwie do błony komórkowej spowodowanym najczęściej 
jego hydrofobowością lub dodatnim ładunkiem (powierzchnia komórki zawsze 
naładowana jest ujemnie) wchodzi wraz z przyległym fragmentem błony ko
mórkowej w cykl endocytotyczny podobny jak w przypadku endocytozy za
leżnej od wiązania z receptorem. Zjawisko endocytozy zależnej od wiązania 
substratu z receptorem zachodzi w cyklu następujących po sobie faz:

I — związanie substratu ze specyficznym receptorem obecnym na powie
rzchni błony komórkowej;

II — koncentracja kompleksów ligand-receptor w wyspecjalizowanych re
gionach błony komórkowej w postaci zagłębień opłaszczonych od wewnętrznej 
strony białkiem błonowym — klatryną, wiążącym się z cytoplazmatyczną do
meną receptorów (ang. coated pits). Regiony takie zajmują ok. 2% powierzchni 
komórki, a każdy z nich skupia ok. 1000 receptorów. Średni ezas trwania 
tych struktur wynosi ok. 1 min;
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III — zamykanie zagłębień i powstanie opłaszczonych klatryną pęcherzy
ków (ang. coated vesicles), które następnie odrywają się od błony komórkowej 
i migrują do cytoplazmy (ok. 2500 pęcherzyków na minutę odrywa się od 
błony komórkowej fibrobłastów);

IV — w ciągu kilku sekund pęcherzyki tracą płaszcz kłatrynowy i podle
gają fuzji z endosomami, gdzie pod wpływem obniżonego pH (5 - 6) substrat 
może dysocjować od receptorów, zmieniając ponadto swoje właściwości fizy
kochemiczne. Niskie pH wewnątrz endosomów, podobnie jak pH lizosomów, 
jest utrzymywane dzięki ATP-zależnemu systemowi aktywnego transportu jo
nów H+ z cytozołu (9):

V — zawartość endosomów z fragmentami ich błony, nadal zawierającymi 
receptory drogą transportu wezykulamego, migruje do lizosomów, gdzie ulega 
enzymatycznej degradacji lub poprzez pęcherzyki powracające (ang. recycling 
vesicles) dostaje się ponownie na powierzchnię błony komórkowej. Endosomy 
mogą również przekształcać się w lizosomy na drodze dojrzewania poprzez 
przyjmowanie pęcherzyków formowanych w aparacie Golgiego, zawierających 
odpowiednie enzymy. Ostateczna lokałizacja receptorów i ligandów jest zróż
nicowana i nie zawsze dokładnie określona. Dobrze poznane przykłady to: 
receptory insuliny i EOF (czynnik wzrostu nabłonka), które wspólnie z ligan- 
dem wędrują do lizosomów; receptory mannozy, mannozo-6-fosforanu, LDL 
(lipoproteiny), a2-makroglobuliny, które wracają ną powierzchnię, podczas gdy 
ich Ugandy trafiają do lizosomów oraz receptor transferryny, który powraca 
na powierzchnię komórki wspólnie ze zasocjowanym ligandem (transferryną) 
uwalniającym jednakże w kwaśnym środowisku endosomalnym atomy żelaza.

2.5. Fagocytoza

Drogą endocytozy mogą wnikać do komórek cząstki o rozmiarach nie prze
kraczających z reguły 150 nm. Większe obiekty (>250 nm) takie jak mikro
organizmy czy zręby komórkowe mogą być wchłaniane tylko przez wyspecjali
zowane komórki ssaków (neutrofile, makrofagi) zgodnie z procesem zwanym 
fagocytozą. W proces ten jest zaangażowany zespół receptorów błonowych. 
Obiekty wchłaniane są wraz z fragmentem błony komórkowej, tworząc pę
cherzyki (fagosomy), które ułegają fuzji z lizosomami tworząc tzw. fagołizoso- 
my, gdzie ich zawartość jest degradowana.

3. Transport niemodyfikowanych oligonukleotydów

Oligonukleotydy, jako wzgłędnie duże, obdarzone ujemnym ładunkiem mo
lekuły nie są w stanie przenikać przez dwuwarstwę lipidową w sposób bierny. 
Połówkowy czas wypływu znakowanych izotopowo oligonukleotydów z liposo- 
mów jest dłuższy niż 4 dni (10). Jednakże w żywych komórkach obserwowano 
wnikanie oligonukleotydów znakowanych izotopowo lub fluorescencyjnie do 
ich wnętrza i lokalizację w pęcherzykach cytoplazmatycznych i w obrębie
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jądra (11,12). Podczas gdy oligonukleotydy wprowadzono do wnętrza komórki 
przez mikroiniekcję, obserwowano szybką ich migrację z cytoplazmy i sku
pienie wokół jądra komórkowego (13,14).

Szybkość transportu maleje wraz ze zwiększeniem liczby nukleotydów 
w cząsteczce (11,12). Badanie kinetyki tego transportu wykazało jego zależ
ność od temperatury, konsumpcji energii i stężenia substratu oraz brak za
leżności od sekwencji nukleotydów. Efektywność wnikania oligonukleotydów 
jest wyższa przy niższym ich zewnątrzkomórkowym stężeniu (< 0,5M), co 
sugeruje, że błona komórkowa (w szczególności receptory błonowe) może ab
sorbować jedynie ograniczoną ilość cząsteczek substratu (12). Pozwala to są
dzić, że aktywny transport na drodze endocytozy zależnej od specyficznych 
receptorów, zgodnie z którą, po związaniu substratu wnikają one do cytopla
zmy w postaci opłaszczonych klatryną pęcherzyków endocytamych, które prze
chodzą przez system endosomalny i podlegają fuzji z lizosomami, gdzie ich za
wartość może być degradowana lub powracają na powierzchnię komórki (15). 
Zgodnie z założeniami strategii antysensu, oligonukleotydy powinny być oporne 
wobec enzymów lizosomalnych i podlegać biernej dyfuzji z kwaśnego środowiska 
endo- lub lizosomów do cytoplazmy lub też na drodze transportu wezykulamego 
migrować do innych wewnątrzkomórkowych struktur błonowych.

W 1989 r. Loke i współ. (11) zidentyfikowali białko błonowe komórek HL60 
o masie cząsteczkowej ok. 80 kDa (p80), wskazując je jako receptor oligonu
kleotydów biorący udział w ich aktywnym transporcie. Wykazano obecność 
p80 w wielu typach komórek, jak: mielomonocyty, fibroblasty, komórki ner- 
wiaka niedojrzałego (neuroblastoma) czy komórki nabłonkowe. Analiza Scat- 
charda wykazała średnio od 20 000 do 100 000 miejsc wiążących oligonu
kleotydy na powierzchni komórki (16). Podobne białka powierzchniowe, wią
żące oligonukleotydy o masach 79 i 90 kDa zidentyfikowali Yakubow i współ. 
(12) w komórkach L929 i puchliny brzusznej Krebsa (ang. Krebs ascite cells). 
Hipotezę dotyczącą aktywnego transportu oligonukleotydów na drodze endo
cytozy zależnej od wiązania ze specyficznym receptorem potwierdza jego in
hibicja azydkiem sodu, deoksyglukozą czy cytochalasyną (inhibitory endocy- 
t02y) (11,12), punktowy obraz znakowanych oligonukleotydów wewnątrz ko
mórki (skoncentrowany w strukturach błonowych) oraz kompetycyjna inhibi
cja transportu znakowanych oligo(dN) przez nieznakowane deoksyrybo- i rybo- 
nukleotydy, oligo(dN), plazmidowe DNA oraz tRNA z komórek drożdży w sto
pniu proporcjonalnym do ich stężenia. Nie obserwowano kompetycji transpor
tu przez niefosfoiylowane nukleo2^ydy, jakkolwiek pojedyncze nukleotydy są 
efektywnymi inhibitorami niezależnie od stopnia ich ufosforylowania (badano 
wpływ mono-, di- i trój fosforanów). Ponadto nukleotydy posiadające grupę 
fosforanową na końcu 5’ lepiej współzawodniczą o miejsce wiążące niż ufo- 
sfoiylowane na końcu 2’ lub 3’. Brak inhibicji przez fosforany węglowodanów 
(deoksyrybozy, fruktozy, mannozy, glukozy) świadc2^ o tym, że obecność po
jedynczego 5’moncfosforanu nukleozydu jest warunkiem zarówno w^^starcza- 
jącym, jak i koniecznym do efektywnej inhibicji kompetycyjnej, a zatem za
pewne również do transportu oligonukleotydów przez błonę komórkową (11).
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Wykazano również możliwość wiązania kwasów nukleinowych przez inne 

białka błonowe. Bennet i współ. (17) wykryłi białko o masie 30 kDa, obecne 
w wielu typach komórek, zdolne do wiązania i intemalizowania dwuniciowych, 
wysokospolimeryzowanych DNA (m.in. plazmidów). W tym jednakże przypad
ku nie obserwowano kompetycyjnej inhibicji wiązania DNA przez obecność 
tRNA, plazmidowego DNA ani krótszych oligonukleotydów nawet przy ich 
1000-krotnie większym stężeniu. Ponadto wiązanie DNA do białka 30 kDa 
blokuje się heparyną i siarczanem chondroityny — związkami o charakterze 
polianionów. Wskazuje to na niespecyficzne jonowe wiązanie DNA i ewentu
alną możliwość endocytozy z fazy ciekłej. Stein i współ. (18) opisali wiązanie 
oligonukleotydów i ich pochodnych z receptorem CD4 limfocytów T (wiążącym 
białko wirusowe gpl20), wskazując na możliwość wykorzystania tej właści
wości w 2^walczaniu wirusa H1V.

Poglądy na temat mechanizmu transportu oligonukleotydów przez błonę 
komórkową nie są jednak zgodne. Zamecnik (18) na podstawie mikroskopii 
elektronowej sugeruje wnikanie na drodze potocytozy. Różnica między poto- 
cytozą a endocytozą polega na tym, że po związaniu substratu z receptorem 
nie tworzą się endosomy — pęcherzyki opłaszczone klatryną, a tzw. Caveolae 
— pęcherzyki, w błonie których zakotwiczone są białka inne niż klatryna 
poprzez grupę glikozylofosfatydyloinozytolową. Pęcherzyki takie pozostają za- 
socjowane z błoną plazmatyczną, a pod wpływem obniżonego pH substrat 
jest uwalniany od receptorów, aby prawdopodobnie poprzez tworzące się przerwy 
w ciągłości błony na skutek zmian konformacyjnych białek błonowych pod 
wpływem obniżonego pH oraz przy współudziale białek cytoszkieletu (filamen- 
tów aktyny i miozyny) migrować do cytoplazmy (20, 21).

4. Modyfikacje oligonukleotydów ułatwiające transport

Oligonukleotydy z racji posiadania ujemnego ładunku w niewielkim sto
pniu oddziałują z również ujemnie naładowaną powierzchnią komórki, co nie 
sprzyja ich transportowi przez błonę. Ładunek oligonukleotydów można mo
dyfikować poprzez sprzężenie z dodatnio naładowanymi makromolekularni. 
Jednym z często stosowanych przenośników stosowanych do wprowadzania 
leków do komórek jest polikationowy polipeptyd — poli L-lizyna (PLL), trans
portowana na drodze niespec3rficznej endocytozy adsorpcyjnej (22). Leonetti 
i współ. (23), stosując metodę cytometrii przepływowej wykazali, że zwiedzanie 
znakowanych fluorescencyjnie oligonukleotydów z PLL zarówno pr2^yspiesza 
ich transport przez błonę, jak i zwiększa ich końcowe stężenie wewnątrz ko
mórki. Ponadto proces ten jest zależny od temperatury i konsumpcji energii, 
a fluorescencja znakowanych oligonukleotydów jest skoncentrowana w pun
ktach odpowiadających endosomom, co wskazuje na transport na drodze en
docytozy.

Innym stosowanym kationowym białkiem, również intemalizowanym na 
drodze niespecyficznej endocytozy adsorpcyjnej jest awidyna. Obserwowano
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czterokrotny wzrost efektywności transportu kompleksów oligonukleotydów 
2iwiązanych z biotyną (witamina H) zasocjowanych z awidyną (24).

Oligonukleotydy modyfikowano również w kierunku zwiększenia stopnia 
ich hydrofobowości w celu podwyższenia interakcji z błoną plazmatyczną. 
Dołączenie cząsteczki fosfolipidu do końca 5’ oligonukleotydu zwiększa ilość 
intemalizowanego substratu 8-10 razy (25). Przyłączenie pojedynczej czą
steczki cholesterolu prowadzi do 15-krotnego zwiększenia wewnątrzkomórko
wej zawartości transportowanego oligonukleotydu (26), jednak nie znany jest 
sposób wnikania tak zmodyfikowanego substratu do komórki.

5. Modyfikacje zwiększajqce stabilność nukleotydów

Oligonukleotydy fosfodiestrowe transportowane do komórki są degradowa
ne przez enzymy nukleolityczne obecne zarówno w komórkach jak i w płynach 
pozakomórkowych (27,28). Jest to proces niekorzystny z punktu widzenia 
strategii antysensowej. Modyfikacje syntetycznych oligonukleotydów polega
jące na podstawieniu atomu tlenu w wiązaniu fosfodiestrowym atomem siarki 
(tiofosforany) lub grupą metylową (metanofosfoniany) skutecznie chroni je 
przed enz3rmatyczną degradacją (29,30). Modyfikacje takie mogą wpływać jed
nak na sposób i efektywność ich transportu przez błonę komórkową.

Metanofosfoniany, ze wzgłędu na zwiększoną hydrofobowość i zmniejszony 
ładunek powinny być łatwiej transportowane na drodze biernej dyfuzji niż nie- 
modyfikowane oligonukleotydy. Jednakże badania przeprowadzone w laborato
rium Juliano (10,31) nie wykazały istotnych różnic w s^bkości ich wypływu 
z liposomów. Ponadto nie stwierdzono kompetycyjnej inhibicji transportu niemo- 
dyfikowanych oligonukleotydów przez metanofosfoniany (11), a szybkość wnika
nia metanofosfonianów do komórki nie zależy od ich długości (32), mimo że 
szybkość ich transportu zależy od temperatury i czasu inkubacji, a obraz fluo
rescencyjnie znakowanego substratu wykazuje skupienia charakterystyczne dla 
endosomów (31). Fakty te sugerują transport metanofosfonianów na drodze nie
specyficznej (niezależnej od wiązania z receptorem) endocylozy z fazy ciekłej.

Tiofosforany pod względem chemicznym nie różnią się tak drastycznie od 
niemodyfikowanych oligonukleotydów, jak metanofosfoniany. Posiadają one 
ten sam ładunek i zbliżoną hydrofobowość. Obserwowano kompetycyjną in
hibicję transportu fosfodiestrowych oligonukleotydów przez tiofosforany, co 
świadczy o wspólnym mechanizmie ich transportu, prawdopodobnie na dro
dze endocylozy zależnej od wiązania ze specyficznym receptorem (11,33). Ki
netyka wnikania znakowanych fluorescencyjnie tiofosforanów jest zbliżona do 
transportu fosfodiestrów (34). Końcowe stężenie wewnątrz komórki tiofosfo
ranów jest nieznacznie wyższe niż końcowe stężenie fosfodiestrów (35). Ba
dano również transport oligonukleotydów modyfikowanych atomami siarki je
dynie w dwóch skrajnych pozycjach; na 3’ i 5’ końcu (36). Takie produkty, 
wykazując odporność na enzymy nukleolityczne zbliżoną do „pełnych” tiofo
sforanów są transportowane wyraźnie od nich szybciej i efektywniej.
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Obecnie brakuje danych na temat różnic w transporcie stereoregularnych 

tiofosforanów (wiązanie fosfotioestrowe może występować w dwóch przeciw
nych konformacjach), z których zastosowaniem wiąże się duże nadzieje tera
peutyczne (37,38).

6. Transport oligonukleotydów w liposomach

Względnie niska efektywność wnikania antysensowych oligonukleotydów 
do komórek na drodze opisanej (do 11% zewnątrzkomórkowego stężenia) skła
nia do poszukiwania alternatywnych metod transportu. Już w latach siedem
dziesiątych rozwinięto technikę podawania leków w postaci liposomów. Są 
one tworzone jako pojedyncza lub wielokrotna dwuwarstwa lipidowa zamy
kająca wewnętrzne — wodne środowisko zawierające transportowane sub
stancje i przenikają do komórek na drodze endocytozy. Skład łipidowy lipo
somów może być skomponowany tak, aby pod wpływem obniżonego pH we
wnątrz endosomów lub lizosomów następowała dezintegracja dwuwarstwy, 
spr2^yjając uwalnianiu ich zawartości (39). Zamknięcie oligonukleotydów w li
posomach chroni je ponadto przed działaniem enzymów nukleolitycznych 
(40,41). Dodatkowe możłiwości selektywnego transportu antysensowych oligo
nukleotydów do wybranych typów komórek stwarzają tzw. „adresowane” 
immunoliposomy, które na powierzchni zawierają przeciwciała skierowane 
przeciw specyficznym receptorom docelowych komórek (23,42).
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Oligonucleotide transport across the plasma membrane

Summary

Transport of synthetic oligonucleotides across the plasma membrane of mammalian cells is 
the one of the major problems in the application of the antisense strategy. Modifications of 
oligonucleotides may improve their transport and stability in the cell’s medium. The therapeutical 
agents targeted to intracellular structures and their mechanisms are reviewed.
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