Transport oligonukleotydow
przez btone komorkowsg

Janusz taski

Centrum Badan Molekularnych
i Makromolekularnych PAN
L6dz

1. Wstep

gromne nadzieje terapeutyczne zwigzane ze strategig antysensu (1) pod-

trzymane sg przez pozytywne wyniki eksperymentéw in vitro, ktorych

celem byto, np. zablokowanie aktywnosci niektorych wiruséw, jak HIV (2,3)
grypy (4) i opryszczki (5) czy specyficznych onkogendw, jak c-myc (6,7) i c-myb
(8). Gtownymi problemami, ktére wigzg sie z tg koncepcjg sa transport anty-
sensowych oligonukleotydéw przez naturalng bariere, jaka jest btona plazma-
tyczna oraz stabilno$¢ konstruktéw antysensowych w Srodowisku wewnatrz-
i zewnatrzkomérkowym. Syntetyczne oligonukleotydy moga by¢ modyfikowane
zarobwno w kierunku zwigkszenia ich stabilnosci jak i efektywnosci transportu,
jakkolwiek obecny stan wiediy nie dostarcza jednoznacznych odpowiedzi na
pytanie o mechanizm ich migracji przez btone komorkowa.

2. Mechanizmy transportu przez btone komorkowq

Jednym z podstawowych warunkéw powstania zycia jest wyodrebnienie
uktadow biologicznych z nieozywionego otoczenia. Na poziomie komérkowym
role bariery uniemozliwiajacej swobodny przeptyw materii i energii petni btona
komorkowa. Zapobiega ona wyptywowi rozpuszczalnych w wodnym $Srodowi-
sku sktadnikéw komorki. Jednakze w toku ewotucji zostaty wytworzone, cze-
sto wysoce wyrafinowane mechanizmy umozliwiajgce pobieranie substancji
odzywczych z otoczenia i wydalanie zbednych produktow przemiany materii.
Komorki muszg ponadto regulowa¢ wewnatrzkomorkowe stezenie elektrolitow,
co oznacza transport specyficznych jonéw do wewnatrz i na zewnatrz komorki.
Znane sg rowniez wytworzone przez komorki mechanizmy umozliwiajace wni-
kanie niektorych makromolekut, jak biatka czy potisacharydy do ich wnetrza.
Stosujac substancje farmakologiczne, ktérych miejsce dziatania jest zlokali-
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zowane wewnatrz komérki nalezy wiec pamietac, ze skutecznos$¢ ich dziatania
jest limitowana mozliwoscig ich transportu przez btone komérkowa. Gtowne,
dobrze poznane mechanizmy wnikania substancji do komérek przedstawiono
ponizej.

2.1. Dyfuzja prosta

Niektore substancje moga swobodnie dyfundowac przez dwuwarstwe lipi-
dowa. Do tej grupy naleza: molekuty hydrofobowe (02, N2, benzen, itp.) oraz
mate (m.cz. < 100 Da), niejonowe, polarne czgsteczki (H20, mocznik, glicerol,
COz2, itp.). Przepuszczalno$¢ dwuwarstwy maleje wraz ze wzrostem hydrofilo-
wosci i wielkosci transportowanych molekut.

2.2. Dyfuzja utatwiona

2.2.1. Biatka transportowe (ang. carrier proteins)

Jakkolwiek dwuwarstwa lipidowa jest nieprzepuszczalna dla wielu klas
substancji, blony biotogiczne zawierajg wyspecjatizowane biatka utatwiajgce
transport niektérych molekut do komorki. Kazde z tych biatek jest przysto-
sowane do transportu tytko jednego rodzaju czasteczek, takich jak: niektore
jony, wegtowodany czy aminokwasy. Sg to integralne biatka btonowe, ktorych
tancuch aminokwasowy wielokrotnie przechodzi przez dwuwarstwe lipidowa,
posiadajace miejsce wigzania substratu, po czym nastepuje zmiana ich kon-
formacji umozliwiajgca przenikniecie transportowanej molekuty przez dwu-
warstwe bez kontaktu z jej hydrofobowym $rodowiskiem.

2.2.2. Kanaty jonowe (ang. channel proteins)

Efektywniejszy sposéb transportu jondw przez btone komérkowag umozli-
wiajg inne integralne biatka bltonowe tworzgce tzw. kanaty jonowe, ktorych
Swiatto w obrebie dwuwarstwy jest otwarte, niezaleznie od interakcji z sub-
stratem. Moze ta drogg przenikaé¢ przez btone ponad 10® jonéw na sekunde,
czyli ponad 100 razy wiecej niz w przypadku transportu no$nikowego. Kanaty
jonowe wystepujace w btonach komérkowych roslin i zwierzat sa mate i wy-
soce selektywne, podczas gdy w btonie mitochondriéw, chloroplastéw i ko-
mérek bakteryjnych sg wzglednie duze i mniej selektywne. Przeptyw jonow
przez kanaty jonowe moze byé regulowany przez ,furtki”, ktére zamykajg lub
otwierajg kanaty pod wptywem réznorodnych C2ynnikéw, takich jak: potencjat
btonowy (najpowszechniejszy), stymulacja mechaniczna czy wigzanie specyfi-
cznego ligandu (neurotransmiteiy, jony, nukleotydy itd.). Do tej pory opisano
ok. 50 typow kanatow jonowych wystepujacych w wielu typach komobrek,
a nastepne nadal sg odloywane.
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2.3. Transport aktywny

Transport substancji zgodnie z opisanymi mechanizmami moze odbywac
sie jedynie w kierunku zgodnym z ich gradientem elektrochemicznym, tzn.
z osrodka o wyzszym stezeniu okre$lonej substancji lub koncentracji jonéw
obdarzonych zgodnym tadunkiem do osrodka o odpowiednio nizszym steze-
niu. Jednakze dla prawidtowego funkcjonowania komoérek niezbedne jest
utrzymywanie gradientu stezen po przeciwnych stronach btony. Przykiadowo,
stezenie jonow K" w cytoplazmie podstawowej jest w stanie fizjologicznym 10
do 20 razy wyzsze niz w pfynach tkankowych. Jest to mozliwe dzieki syste-
mowi aktywnego transportu, ktéry zuzywajac energie transportuje substancje
wbrew ich gradientowi elektrochemicznemu. Role transporteréw petnig biatka
btonowe posiadajace z reguly akt}rwno$¢ ATP-azowa. Zmiana konformacyjna
takiego biatka transportowego wymaga poza zwiazaniem substratu réwniez
hydrolizy ATP i ufosforylowania tego biatka. Niektére biatka transportujg po-
jedyneze czasteczki z jednej strony btony na drugg. Taki system nosi nazwe
uniportu. Inne natomiast jednoczesnie transportujg drugag czasteczke innego
rodzaju w kiemnku zgodnym (sympoil), jak w przypadku transpotru glukozy
wspolnie z jonami Na+ do komorek jelita lub nerek lub przeciwnym (antyport)
jak w priypadku biatka pasma 11l erytrocytdéw, transportujgcego aniony CP
do wewnatrz, a HCO3* na zewnatrz komorki.

2.4. Endocytoza

Makromolekuty (polisacharydy, biatka, kwasy nukleinowe) aby dostac sie
do wnetrza komérki wymagajg bardziej wyrafinowanych mechanizmoéw trans-
portu. Moga one wnika¢ do komdérek razem z fragmentami btony komoérkowej
na drodze endocytozy. Ze wzgledu na rodzaj interakcji substratu z powierz-
chnig komdérki mozna wyrdézni¢ dwa rodzaje endocytozy: 1) niespecyficzna,
adsorpcyjna (zwana takze endocytozg z fazy ciekiej lub pinocytozg) oraz 2) za-
lezna od wigzania substratu z receptorem. W pierwszym przypadku substrat
0 duzym powinowactwie do btony komodrkowej spowodowanym najczesciej
jego hydrofobowoscig lub dodatnim tadunkiem (powierzchnia komorki zawsze
natadowana jest ujemnie) wchodzi wraz z przylegtym fragmentem btony ko-
morkowej w cykl endocytotyczny podobny jak w przypadku endocytozy za-
leznej od wigzania z receptorem. Zjawisko endocytozy zaleznej od wigzania
substratu z receptorem zachodzi w cyklu nastepujacych po sobie faz:

| — zwigzanie substratu ze specyficznym receptorem obecnym na powie-
rzchni btony komorkowej;

Il — koncentracja kompleksow ligand-receptor w wyspecjalizowanych re-
gionach btony komoérkowej w postaci zagtebien optaszczonych od wewnetrznej
strony biatkiem btonowym — Kklatryna, wigzacym sie z cytoplazmatyczng do-
meng receptoréw (ang. coated pits). Regiony takie zajmujg ok. 2% powierzchni
komorki, a kazdy z nich skupia ok. 1000 receptoréw. Sredni ezas trwania
tych struktur wynosi ok. 1 min;
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Il — zamykanie zaglebien i powstanie optaszczonych klatryna pecherzy-
kéw (ang. coated vesicles), ktére nastepnie odrywajg sie od btony komdérkowej
i migrujg do cytoplazmy (ok. 2500 pecherzykéw na minute odrywa sie od
btony komérkowej fibrobtastéw);

IV — w ciaggu kilku sekund pecherzyki tracg ptaszcz kiatrynowy i podle-
gaja fuzji z endosomami, gdzie pod wptywem obnizonego pH (5 - 6) substrat
moze dysocjowa¢ od receptoréw, zmieniajagc ponadto swoje wiasciwosci fizy-
kochemiczne. Niskie pH wewnatrz endosoméw, podobnie jak pH lizosomow,
jest utrzymywane dzieki ATP-zaleznemu systemowi aktywnego transportu jo-
néw H+ z cytozotu (9):

V — zawarto$¢ endosomow z fragmentami ich btony, nadal zawierajgcymi
receptory drogg transportu wezykulamego, migruje do lizosomoéw, gdzie ulega
enzymatycznej degradacji lub poprzez pecherzyki powracajgce (ang. recycling
vesicles) dostaje sie ponownie na powierzchnie btony komoérkowej. Endosomy
moga rowniez przeksztatca¢ sie w lizosomy na drodze dojrzewania poprzez
przyjmowanie pecherzykéw formowanych w aparacie Golgiego, zawierajacych
odpowiednie enzymy. Ostateczna lokatizacja receptorow i ligandow jest zroz-
nicowana i nie zawsze doktadnie okreslona. Dobrze poznane przykiady to:
receptory insuliny i EOF (czynnik wzrostu nabtonka), ktore wspdlnie z ligan-
dem wedrujg do lizosomoéw; receptory mannozy, mannozo-6-fosforanu, LDL
(lipoproteiny), a2-makroglobuliny, ktére wracajg ng powierzchnig, podczas gdy
ich Ugandy trafiajg do lizosoméw oraz receptor transferryny, ktéry powraca
na powierzchnie komarki wspoélnie ze zasocjowanym ligandem (transferryna)
uwalniajgcym jednakze w kwasnym Srodowisku endosomalnym atomy zelaza.

2.5. Fagocytoza

Droga endocytozy moga wnika¢ do komorek czastki o rozmiarach nie prze-
kraczajacych z reguty 150 nm. Wieksze obiekty (>250 nm) takie jak mikro-
organizmy czy zreby komorkowe moga by¢ wchianiane tylko przez wyspecjali-
zowane komorki ssakéw (neutrofile, makrofagi) zgodnie z procesem zwanym
fagocytoza. W proces ten jest zaangazowany zespOt receptoréw bionowych.
Obiekty wchtaniane sa wraz z fragmentem biony komdrkowej, tworzac pe-
cherzyki (fagosomy), ktére utegajg fuzji z lizosomami tworzac tzw. fagotizoso-
my, gdzie ich zawarto$¢ jest degradowana.

3. Transport niemodyfikowanych oligonukleotydow

Oligonukleotydy, jako wzgtednie duze, obdarzone ujemnym tadunkiem mo-
lekuty nie sg w stanie przenika¢ przez dwuwarstwe lipidowag w sposéb bierny.
Potowkowy czas wyptywu znakowanych izotopowo oligonukleotydéw z liposo-
mow jest dtuzszy niz 4 dni (10). Jednakze w zywych komdrkach obserwowano
whnikanie oligonukleotydéw znakowanych izotopowo lub fluorescencyjnie do
ich wnetrza i lokalizacje w pecherzykach cytoplazmatycznych i w obrebie
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jadra (11,12). Podczas gdy oligonukleotydy wprowadzono do wnetrza komorki
przez mikroiniekcje, obserwowano szybka ich migracje z cytoplazmy i sku-
pienie wokdt jadra komoérkowego (13,14).

Szybko$¢ transportu maleje wraz ze zwiekszeniem liczby nukleotydow
w czasteczce (11,12). Badanie kinetyki tego transportu wykazato jego zalez-
no$¢ od temperatury, konsumpcji energii i stezenia substratu oraz brak za-
leznosci od sekwencji nukleotydéw. Efektywnos$¢é wnikania oligonukleotydéw
jest wyzsza przy nizszym ich zewngtrzkomorkowym stezeniu (< 0,5M), co
sugeruje, ze btona komdrkowa (w szczegdlnosci receptory btonowe) moze ab-
sorbowac jedynie ograniczong ilo$¢ czasteczek substratu (12). Pozwala to sa-
dzi¢, ze aktywny transport na drodze endocytozy zaleznej od specyficznych
receptoréw, zgodnie z ktéra, po zwigzaniu substratu wnikajg one do cytopla-
zmy w postaci optaszczonych klatryng pecherzykéw endocytamych, ktére prze-
chodza przez system endosomalny i podlegajg fuzji z lizosomami, gdzie ich za-
warto$¢ moze byé degradowana lub powracajg na powierzchnie komorki (15).
Zgodnie z zatozeniami strategii antysensu, oligonukleotydy powinny byé oporne
wobec enzymoéw lizosomalnych i podlegac biernej dyfuzji z kwasnego srodowiska
endo- lub lizosoméw do cytoplazmy lub tez na drodze transportu wezykulamego
migrowaé¢ do innych wewnatrzkomérkowych struktur btonowych.

W 1989 r. Loke i wspét. (11) zidentyfikowali biatko btonowe komérek HL60
0 masie czasteczkowej ok. 80 kDa (p80), wskazujac je jako receptor oligonu-
kleotydéw bioracy udziat w ich aktywnym transporcie. Wykazano obecno$é
p80 w wielu typach komdrek, jak: mielomonocyty, fibroblasty, komorki ner-
wiaka niedojrzatego (neuroblastoma) czy komorki nabtonkowe. Analiza Scat-
charda wykazata $rednio od 20 000 do 100 000 miejsc wigzacych oligonu-
kleotydy na powierzchni komorki (16). Podobne biatka powierzchniowe, wig-
zace oligonukleotydy o masach 79 i 90 kDa zidentyfikowali Yakubow i wspét.
(12) w komérkach L929 i puchliny brzusznej Krebsa (ang. Krebs ascite cells).
Hipoteze dotyczacg aktywnego transportu oligonukleotydéw na drodze endo-
cytozy zaleznej od wigzania ze specyficznym receptorem potwierdza jego in-
hibicja azydkiem sodu, deoksyglukozg czy cytochalasyng (inhibitory endocy-
t02y) (11,12), punktowy obraz znakowanych oligonukleotydéw wewnatrz ko-
morki (skoncentrowany w strukturach btonowych) oraz kompetycyjna inhibi-
cja transportu znakowanych oligo(dN) przez nieznakowane deoksyrybo- i rybo-
nukleotydy, oligo(dN), plazmidowe DNA oraz tRNA z komoérek drozdzy w sto-
pniu proporcjonalnym do ich stezenia. Nie obserwowano kompetycji transpor-
tu przez niefosfoiylowane nukleoXydy, jakkolwiek pojedyncze nukleotydy sa
efektywnymi inhibitorami niezaleznie od stopnia ich ufosforylowania (badano
wptyw mono-, di- i trojfosforanéw). Ponadto nukleotydy posiadajgce grupe
fosforanowa na koncu 5' lepiej wspdtzawodniczg o miejsce wigzace niz ufo-
sfoiylowane na koncu 2' lub 3’ Brak inhibicji przez fosforany weglowodanow
(deoksyrybozy, fruktozy, mannozy, glukozy) $wiadc™ o tym, ze obecnos$¢ po-
jedynczego 5'moncfosforanu nukleozydu jest warunkiem zaréwno w"starcza-
jacym, jak i koniecznym do efektywnej inhibicji kompetycyjnej, a zatem za-
pewne réwniez do transportu oligonukleotydow przez btone komorkowsg (11).
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Wykazano réwniez mozliwo$¢ wigzania kwaséw nukleinowych przez inne
biatka btonowe. Bennet i wspot. (17) wykryti biatko o masie 30 kDa, obecne
w wielu typach komérek, zdolne do wigzania i intemalizowania dwuniciowych,
wysokospolimeryzowanych DNA (m.in. plazmidéw). W tym jednakze przypad-
ku nie obserwowano kompetycyjnej inhibicji wigzania DNA przez obecno$¢
tRNA, plazmidowego DNA ani krétszych oligonukleotydéw nawet przy ich
1000-krotnie wiekszym stezeniu. Ponadto wigzanie DNA do biatka 30 kDa
blokuje sie heparyng i siarczanem chondroityny — zwigzkami o charakterze
polianionéw. Wskazuje to na niespecyficzne jonowe wigzanie DNA i ewentu-
alng mozliwo$¢ endocytozy z fazy ciektej. Stein i wspot. (18) opisali wigzanie
oligonukleotyddw i ich pochodnych z receptorem CD4 limfocytow T (wigzacym
biatko wirusowe gpl20), wskazujagc na mozliwos¢ wykorzystania tej wiasci-
wosci w ”walczaniu wirusa H1V.

Poglady na temat mechanizmu transportu oligonukleotyddéw przez btone
komorkowa nie sg jednak zgodne. Zamecnik (18) na podstawie mikroskopii
elektronowej sugeruje wnikanie na drodze potocytozy. Réznica miedzy poto-
cytoza a endocytozg polega na tym, ze po zwigzaniu substratu z receptorem
nie tworzg sie endosomy — pecherzyki optaszczone klatryna, a tzw. Caveolae
— pecherzyki, w btonie ktérych zakotwiczone sg biatka inne niz klatryna
poprzez grupe glikozylofosfatydyloinozytolowa. Pecherzyki takie pozostajg za-
socjowane z btong plazmatyczng, a pod wplywem obnizonego pH substrat
jest uwalniany od receptoréw, aby prawdopodobnie poprzez tworzace sie przerwy
w ciggtosci btony na skutek zmian konformacyjnych biatek btonowych pod
wptywem obnizonego pH oraz przy wspétudziale biatek cytoszkieletu (filamen-
tow aktyny i miozyny) migrowa¢ do cytoplazmy (20, 21).

4. Modyfikacje oligonukleotydéw utatwiajgce transport

Oligonukleotydy z racji posiadania ujemnego tadunku w niewielkim sto-
pniu oddziatujg z réwniez ujemnie natadowana powierzchnig komérki, co nie
sprzyja ich transportowi przez btone. tadunek oligonukleotydow mozna mo-
dyfikowaé poprzez sprzezenie z dodatnio natadowanymi makromolekularni.
Jednym z czesto stosowanych przeno$nikow stosowanych do wprowadzania
lekbw do komarek jest polikationowy polipeptyd — poli L-lizyna (PLL), trans-
portowana na drodze niespec3rficznej endocytozy adsorpcyjnej (22). Leonetti
i wspdt. (23), stosujgc metode cytometrii przeptywowej wykazali, ze zwiedzanie
znakowanych fluorescencyjnie oligonukleotydéw z PLL zaréwno prityspiesza
ich transport przez btone, jak i zwieksza ich kohcowe stezenie wewnatrz ko-
mérki. Ponadto proces ten jest zalezny od temperatury i konsumpcji energii,
a fluorescencja znakowanych oligonukleotyddéw jest skoncentrowana w pun-
ktach odpowiadajgcych endosomom, co wskazuje na transport na drodze en-
docytozy.

Innym stosowanym kationowym biatkiem, réwniez intemalizowanym na
drodze niespecyficznej endocytozy adsorpcyjnej jest awidyna. Obserwowano
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czterokrotny wzrost efektywnosci transportu komplekséw oligonukleotyddéw
liwigzanych z biotyng (witamina H) zasocjowanych z awidyng (24).

Oligonukleotydy modyfikowano réwniez w kierunku zwiekszenia stopnia
ich hydrofobowosci w celu podwyzszenia interakcji z btona plazmatyczna.
Dotaczenie czasteczki fosfolipidu do korica 5' oligonukleotydu zwieksza ilo$¢
intemalizowanego substratu 8-10 razy (25). Przylgczenie pojedynczej cza-
steczki cholesterolu prowadzi do 15-krotnego zwiekszenia wewnatrzkomaorko-
wej zawartosci transportowanego oligonukleotydu (26), jednak nie znany jest
sposéb wnikania tak zmodyfikowanego substratu do komorki.

5. Modyfikacje zwiegkszajqce stabilnos¢ nukleotyddw

Oligonukleotydy fosfodiestrowe transportowane do komorki sg degradowa-
ne przez enzymy nukleolityczne obecne zaréwno w komérkach jak i w ptynach
pozakomérkowych (27,28). Jest to proces niekorzystny z punktu widzenia
strategii antysensowej. Modyfikacje syntetycznych oligonukleotydéw polega-
jace na podstawieniu atomu tlenu w wigzaniu fosfodiestrowym atomem siarki
(tiofosforany) lub grupa metylowg (metanofosfoniany) skutecznie chroni je
przed enzi3rmatyczng degradacjg (29,30). Modyfikacje takie moga wptywac jed-
nak na sposob i efektywno$é ich transportu przez btone komérkowa.

Metanofosfoniany, ze wzgtedu na zwiekszong hydrofobowosS¢ i zmniejszony
tadunek powinny by¢ fatwiej transportowane na drodze biernej dyfuzji niz nie-
modyfikowane oligonukleotydy. Jednakze badania przeprowadzone w laborato-
rium Juliano (10,31) nie wykazaly istotnych roznic w s”*bkosci ich wyptywu
z liposoméw. Ponadto nie stwierdzono kompetycyjnej inhibicji transportu niemo-
dyfikowanych oligonukleotydéw przez metanofosfoniany (11), a szybkos¢ wnika-
nia metanofosfonianébw do komérki nie zalezy od ich dtugosci (32), mimo ze
szybko$¢ ich transportu zalezy od temperatury i czasu inkubacji, a obraz fluo-
rescencyjnie znakowanego substratu wykazuje skupienia charakterystyczne dla
endosomow (31). Fakty te sugerujg transport metanofosfonianéw na drodze nie-
specyficznej (niezaleznej od wigzania z receptorem) endocylozy z fazy ciekle;.

Tiofosforany pod wzgledem chemicznym nie r6znig sie tak drastycznie od
niemodyfikowanych oligonukleotydéw, jak metanofosfoniany. Posiadajg one
ten sam tadunek i zblizong hydrofobowosS¢. Obserwowano kompetycyjng in-
hibicje transportu fosfodiestrowych oligonukleotydéw przez tiofosforany, co
$wiadczy o wspdélnym mechanizmie ich transportu, prawdopodobnie na dro-
dze endocylozy zaleznej od wigzania ze specyficznym receptorem (11,33). Ki-
netyka wnikania znakowanych fluorescencyjnie tiofosforanéw jest zblizona do
transportu fosfodiestrow (34). Konhcowe stezenie wewnatrz komérki tiofosfo-
randw jest nieznacznie wyzsze niz koricowe stezenie fosfodiestrow (35). Ba-
dano réwniez transport oligonukleotydéw modyfikowanych atomami siarki je-
dynie w dwdch skrajnych pozycjach; na 3' i 5 koncu (36). Takie produkty,
wykazujac odporno$¢ na enzymy nukleolityczne zblizong do ,,petnych” tiofo-
sforandw sg transportowane wyraznie od nich szybciej i efektywniej.
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Obecnie brakuje danych na temat réznic w transporcie stereoregularnych
tiofosforanow (wigzanie fosfotioestrowe moze wystepowaé w dwoch przeciw-
nych konformacjach), z ktoérych zastosowaniem wigze sie duze nadzieje tera-
peutyczne (37,38).

6. Transport oligonukleotydéw w liposomach

Wozglednie niska efektywno$¢ wnikania antysensowych oligonukleotyddow
do komérek na drodze opisanej (do 11% zewnatrzkomérkowego stezenia) skia-
nia do poszukiwania alternatywnych metod transportu. Juz w latach siedem-
dziesiagtych rozwinieto technike podawania lekow w postaci liposoméw. Sag
one tworzone jako pojedyncza lub wielokrotna dwuwarstwa lipidowa zamy-
kajgca wewnetrzne — wodne $rodowisko zawierajace transportowane sub-
stancje i przenikajg do komorek na drodze endocytozy. Skiad tipidowy lipo-
somow moze by¢é skomponowany tak, aby pod wptywem obnizonego pH we-
whnatrz endosomow lub lizosomow nastepowata dezintegracja dwuwarstwy,
spryjajac uwalnianiu ich zawartosci (39). Zamkniecie oligonukleotydow w li-
posomach chroni je ponadto przed dziataniem enzyméw nukleolitycznych
(40,41). Dodatkowe moztiwosci selektywnego transportu antysensowych oligo-
nukleotydéw do wybranych typow komérek stwarzajg tzw. ,,adresowane”
immunoliposomy, ktére na powierzchni zawierajg przeciwciata skierowane
przeciw specyficznym receptorom docelowych komorek (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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