
МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ, 2012, том 46, № 3, с. 387–401

387

ВВЕДЕНИЕ

Поскольку в основе большинства заболеваний
человека лежит изменение уровня продукции тех
или иных белков, открытие явления РНК!интер!
ференции, без сомнения, считается одной из наи!
более значимых вех в развитии мировой науки и
обладает огромным коммерческим потенциалом.
Одна из основных проблем, стоящих на пути
внедрения технологии малых интерферирующих
РНК (siРНК) в клинику, – вопрос ее доставки в це!
левые клетки. Разработанные на настоящий мо!
мент системы доставки siРНК можно подразде!
лить на две большие группы: вирусные и невирус!
ные. Доставка siРНК с помощью вирусов
осуществляется чрезвычайно эффективно вслед!
ствие присущей вирусам способности транспорти!
ровать генетический материал в клетки [1], однако
потенциальная канцерогенность, способность
индуцировать иммунный ответ, а также другие
факторы, например, высокая стоимость произ!

водства [2], заставили исследователей сосредото!
чить внимание на системах невирусной доставки
siРНК. 

На рисунке представлены известные на насто!
ящий момент способы невирусной доставки
siРНК в клетки!мишени. Доставку siРНК без
оболочки широко использовали на ранних этапах
исследований явления РНК!интерференции
[3, 4]. Тогда же разработаны различные способы
модификации, позволяющие повысить стабиль!
ность и липофильность таких siРНК, а также сни!
зить их иммунно!стимулирующую активность
[3]. Способы модификации безоболоченной
siРНК подробно рассмотрены в нашем обзоре
“Терапевтические siРНК и невирусные системы
их доставки” (№3, стр. 371–386), поэтому в дан!
ной работе основное внимание уделено методам
доставки siРНК в оболочке. Как видно из приве!
денной схемы, оболочка может иметь органиче!
ское и неорганическое происхождение. В настоя!
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щее время неорганические носители распростра!
нены мало, большая часть исследований с их
использованием проводилась in vitro. Органиче!
ские носители siРНК, наоборот, хорошо изучены
и широко применяются, в том числе и в исследо!
ваниях in vivo. Большинство таких носителей бы!
ло разработано в конце прошлого столетия, и при!
менялись они для доставки ДНК в клетки. Позд!
нее этот опыт “перенесли” на работы с siРНК. 

Органические системы доставки включают
липидные и полимерные носители, которые, в
свою очередь, можно подразделить соответствен!
но на катионные/нейтральные и природные/син!
тетические. Каждый из этих носителей обладает
рядом преимуществ и недостатков (таблица), о
которых речь пойдет ниже, поэтому в настоящее
время лишь в редких случаях при приготовлении
систем доставки siРНК используется один тип
носителя. Комбинация нескольких материалов
часто позволяет добиться лучшего результата, чем
использование каждого из них по отдельности. 

ЛИПИДНЫЕ СИСТЕМЫ 

Липосомы используются для доставки нуклеи!
новых кислот уже более 25 лет, начиная с эпохаль!
ной работы Сориано (P. Soriano) с соавторами [5],
где впервые показана способность нейтральных
липосом транспортировать ген препроинсулина в
печень. Вследствие технических трудностей, свя!
занных с включением отрицательно заряженной
ДНК в нейтральные липосомы, постепенно эти

носители были вытеснены катионными липосо!
мами – их впервые использовали для доставки
нуклеиновых кислот в клетки в 1989 г. [6]. 

КАТИОННЫЕ ЛИПОСОМЫ 

Катионные липосомы – один из наиболее ча!
сто используемых носителей siРНК [7]. Положи!
тельный заряд катионных липосом способствует
формированию компактных комплексов с поли!
анионной нуклеиновой кислотой – так называе!
мых липоплексов, размер которых варьирует от
200 до 300 нм, – а также взаимодействию послед!
них с отрицательно заряженными клеточными
мембранами. Наиболее часто для приготовления
катионных липоплексов используется катион!
ный липид N![1!(2,3!диолеилокси)]!N,N,N�три!
метиламмоний пропан (DOTAP), а также его сме!
си с нейтральными липидами, такими как DOPE
и холестерин.

Арнольд (A.S. Arnold) и коллеги [8] показали,
что однократное внутривенное введение ком!
плексов siРНК с DOTAP!липосомами (1 мг/кг)
вызывает блокаду экспрессии β1!адренорецепто!
ра и существенное снижение кровяного давления
у спонтанно гипертензивных крыс в течение
12 сут. Важно отметить, что эффект, полученный
при использовании липоплексов значительно
превосходил тот, который наблюдался при при!
менении β!блокаторов. В другой работе при ис!
пользовании DOTAP для in vivo доставки siРНК,
направленной против фактора некроза опухоли α

С п о с о б ы  д о с т а в к и  s i Р Н К  в  к л е т к е

Без оболочки, со стабилизирующими
модификациями

Модификация
фосфатного

остова

Биоконъюгирование Модификация
остатка сахара

В оболочке

Органические
материалы

Нерганические
материалы

Липиды ПолимерыМодификация
нуклеозидного

основания

– фосфотиоатная;
– боранофосфатная

– липиды;
– пептиды;
– ПЭГ;
– аптамеры и др.

– 2'!О!метилирование;
– UsiRNA;
– LNA

катионные нейтральные природные синтетические

– оксид железа;
– диоксид кремния;
– золото;
– углеродные нанотрубки

– DOTAP;
– DOPE;
– CCLA и др.

– PC;
– DOPC;
– DSPC;
– DPPE и др.

– олиго! и полисахариды;
– пептиды и белки

– ПЭИ и его производные;
– полилизин;
– синтетические пептиды

Способы доставки siРНК в клетки.
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(TNFα), наблюдали ингибирование индуциро!
ванной липополисахаридом экспрессии TNFα у
мышей [9].

Некоторые исследователи изучали способ!
ность коммерчески доступных катионных липид!
ных составов, таких как липофектин, RNAifect
(“Qiagen”), олигофектамин, липофектамин (Oli!
gofectamine, Lipofectamine фирмы “Invitrogen”) и
TransIT TKO (“Mirus”), улучшать доставку siРНК
in vitro. Эффективность этих препаратов проде!
монстрирована в серии работ [10–13]. Положи!
тельные результаты получены и при их использо!
вании в экспериментах in vivo. Так, Верма
(U.N. Verma) и др. [14] показали, что siРНК, на!
правленная против β!катенина и введенная с оли!
гофектамином, существенно снижает экспрессию

соответствующего гена и ингибирует пролифера!
цию клеток рака толстой кишки в ксенотранс!
плантатах у бестимусных мышей.

С целью увеличения эффективности транс!
фекции siРНК при создании липосом используют
также смеси DOTAP с другими катионными липи!
дами. Чиен (P.Y. Chien) и др. [15], например, разра!
ботали липосомы, состоящие из катионного аналога
кардиолипина (CCLA) и DOPE (молярное отноше!
ние 1 : 2). Эти липосомы оказались в 7 раз более эф!
фективными и менее токсичными, чем коммерче!
ские DOTAP!липосомы (In Vivo GeneSHUTTLEtm)
in vitro и in vivo. Введение комплексов siРНК, на!
правленной против гена c�raf, с CCLA!липосома!
ми мышам с ксенотрансплантатами клеток рака мо!
лочной железы человека приводило к подавлению

Достоинства и недостатки известных органических оболочек невирусных систем доставки siРНК

Тип носителя Достоинства Недостатки

Катионные
липосомы

–биодеградируемость
–повышенная эффективность взаимодействия с 
отрицательно заряженными мембранами клеток 
in vitro;
–возможность модификации поверхности липо!
сом полимерами и нацеливающими агентами

–адсорбция на поверхности липосом отрица!
тельно заряженных сывороточных белков;
–способность к агрегации;
–способность индуцировать иммунный ответ у 
хозяина;
–цитотоксичность;
–способность к индукции экспрессии случай!
ных генов

Нейтральные
липосомы

–биодеградируемость;
–сниженная сорбция сывороточных белков;
– возможность модификации поверхности липо!
сом полимерами и нацеливающими агентами

–способность к агрегации;
–способность индуцировать иммунный ответ у 
хозяина

Экзосомы –биосовместимость и биодеградируемость;
–возможность нацеливания

–врямязатратный способ получения носителей; 
–высокая стоимость получения носителей;
–невозможность автоматизации процесса про!
изводства

Полиплексы
из ателоколлагена

–биосовместимость и биодеградируемость;
–низкая иммуногенность;
–низкая токсичность

нет данных

Полиплексы из 
циклодекстринов

–низкая иммуногенность;
–возможность модификации полимерами и на!
целивающими агентами

нет данных

Хитозан –биодеградируемость;
–мукоадгезивные свойства и способность прони!
кать через слизистые оболочки;
–повышенная эффективность взаимодействия с 
отрицательно заряженными мембранами клеток 
in vitro

нет данных

Пептиды и белки –биодеградируемость;
–возможность модификации нацеливающими 
агентами

нет данных

Полиэтиленимин
и полилизин

–возможность модификации поверхности поли!
мерами и нацеливающими агентами

–цитотоксичность;
–способность индуцировать иммунный ответ 
у хозяина;
–способность вызывать агрегацию тромбо!
цитов;
–способность стимулировать эндотелиаль!
ные клетки легких
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роста опухоли на 73% (по сравнению с животными,
которым вводили незащищенную siРНК). Хоури
(M. Khoury) и др. [16] приготовили липосомы, содер!
жащие катионный липид RPR209120 (2!(3![бис!(3!
амино!пропил)!амино]!пропиламино)!N!дитетра!
децилкарбамоилметил!ацетамид) и DOPE в моляр!
ном соотношении 1 : 1. Для оценки эффективности
разработанной системы доставки авторы вводили
липосомы, содержащие siРНК против TNFα, мы!
шам с артритом, индуцированным коллагеном. По!
казано, что системное введение таких липосом
приводит к снижению секреции TNFα в кровь и
ткани колена и, как следствие, к значительному
снижению заболеваемости. Кроме того, в данной
работе в качестве одного из компонентов систе!
мы доставки также использована плазмидная
ДНК. Добавление ДНК!носителя в состав ком!
плекса приводило к усилению эффекта: секреция
TNFα в тканях колена блокировалась на 50–60%
siРНК!липосомами и на 75% siРНК!липосома!
ми, содержащими ДНК.

Для выявления роли кавеолина!1 в регуляции
проницаемости сосудов легких Мияваки!Шими!
зу (K. Miyawaki!Shimizu) и соавт. [17] использова!
ли siРНК, инкапсулированную в липосомы, со!
стоящие из диметилдиоктадециламмоний броми!
да и холестерина (молярное соотношение 1 : 1).
Другие исследователи при конструировании ком!
плексов липосом с siРНК использовали более
сложные смеси липидов [18–21]. 

В поисках наиболее эффективной системы до!
ставки Акинк (A. Akinc) и соавт. [22] создали ком!
бинаторную библиотеку, состоящую из 1200 липи!
доподобных молекул – липидоидов. Эти молекулы
были получены путем конъюгации алкилакрилатов
или алкилакриламидов с первичными или вторич!
ными аминами по одностадийной схеме синтеза.
Наиболее оптимальная система доставки, LNP01,
состояла из липидоида 98N12!5(1), холестерина, по!
лиэтиленгликоль!С14!глицерида (mPEG2000!C14),
взятых в молярном соотношении 42 : 48 : 10. Ана!
лиз биораспределения показал, что LNP01
(3 мкг/кг siРНК) быстро распределяется, глав!
ным образом, в печень и селезенку (95% введен!
ной дозы), и только 0.5% LNP01 найдено в лег!
ких. В этом же исследовании показано, что
LNP01 можно вводить повторно через продолжи!
тельные периоды времени, при этом его эффек!
тивность in vivo сохраняется. Кроме того, при по!
вторном введении мышам отрицательных эффек!
тов не наблюдалось.

Важное преимущество липосом состоит в том,
что их поверхность можно модифицировать по!
лимерами. Подобные модификации способству!
ют увеличению времени циркуляции липосом в
крови, снижению их агрегации и элиминирова!
ния ретикулоэндотелиальной системой. Моди!
фикация липосом нацеливающими агентами, в

свою очередь, позволяет проводить направлен!
ную доставку терапевтических агентов в клетки!
мишени. Такой подход использован Пиролло
(K.F. Pirollo) и соавт. [23]; они показали, что кати!
онные липосомы, несущие фрагмент антитела к
рецептору трансферрина, эффективно доставля!
ют siРНК против гена HER2 в опухолевые ксено!
трансплантаты бестимусных мышей.

Многочисленные данные свидетельствуют о
том, что катионные липосомы проявляют высо!
кую эффективность при системной доставке
siРНК in vivo, однако их широкому клиническому
использованию препятствуют проблемы токси!
кологического характера. Так, в ряде работ in vitro
и in vivo показана токсичность катионных липи!
дов [4, 24, 25]. Кроме того, установлено, что со!
ставы некоторых катионных липидов сами по се!
бе вызывают экспрессию ряда генов [26], а также
способствуют иммунному ответу на siРНК [27].
Для клинического использования катионных ли!
посом в качестве средств доставки siРНК необхо!
дима разработка новых стабильных и нетоксич!
ных липидов. С целью избежать токсичности
проводят конъюгацию siРНК с такими носителя!
ми как пептиды, аптамеры и холестерин [28].

НЕЙТРАЛЬНЫЕ ЛИПОСОМЫ 

Как упоминалось ранее, на начальном этапе
разработки носителей для доставки ДНК в клетки
использовали нейтральные липосомы, но позд!
нее они были вытеснены катионными. Однако, в
связи с обнаруженной в многочисленных иссле!
дованиях повышенной токсичностью катионных
липосом, на нейтральные липосомы вновь стали
смотреть как на перспективные носители нуклеи!
новых кислот [29].

Одним из наиболее важных достижений в об!
ласти доставки siРНК считается разработка липо!
сом на основе 1,2!диолеил!sn!глицеро!3!фосфа!
тидилхолина (DOPC), средний размер которых со!
ставляет 65 нм [30–34]. Такие липосомы могут
осуществлять доставку siРНК in vivo в опухолевые
клетки в 10 и 30 раз эффективнее, чем соответ!
ственно катионные DOTAP!липосомы и незащи!
щенные siРНК [35]. Внутривенные (в.в.) или внут!
риперитонеальные (в.п.) инъекции комплексов
siРНК с DOPC!липосомами в дозе 150 мкг/кг/сут.
мышам с ксенотрансплантатами различных ви!
дов рака человека дважды в неделю приводили к
значительному снижению экспрессии целевых
генов (EphA2, FAK, NRP2, IL�8 или Bcl�2), а также
к уменьшению размеров опухолей [30–34]. Одно!
кратная инъекция комплекса siРНК с DOPC!ли!
посомами (150 мкг/кг в.в. или в.п.) приводила к
ингибированию экспрессии целевого белка на
период более четырех суток [30]. 
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DOPC!липосомы не индуцировали никаких
патологических состояний или токсичности в нор!
мальных клетках, включая фибробласты, клетки
костного мозга и гемопоэтические клетки [7], что
сделало их очень привлекательными объектами
для дальнейших исследований и разработок. 

Циммерман (T.S. Zimmermann) и соавт. [36]
разработали липосомы, состоящие из дистеароил!
глицерофосфатидилхолина (DSPC), дилиноле!
илдиметиламинопропана (DLinDMA), метокси!
полиэтиленгликоль!карбамоил!димиристилокси!
пропиламина (PEG!c!DMA) и холестерина. Раз!
мер этих частиц составлял 77–83 нм, и они были
успешно использованы для системной доставки
siРНК против гена apoB у мышей и нечеловекооб!
разных приматов [36]. Однократное введение
siРНК, инкапсулированной в такие липосомы
(2.5 мг/кг), приводило к снижению экспрессии
гена apoB в печени макака!крабоеда (Macaca fas�
cicularis) более чем на 90%. Это, в свою очередь,
вызывало значительное снижение уровней холе!
стерина и липопротеинов низкой плотности в
крови. Данный эффект поддерживался в течение
11 сут после введения препарата. В течение этого
периода у животных не наблюдалось токсичности
или нецелевых эффектов. Следует отметить, что
ПЭГилированные липосомы представляют собой
клинически утвержденную систему доставки док!
сорубицина [37, 38] и поэтому в перспективе мо!
гут быть использованы для доставки противоопу!
холевых siРНК. Однако при повторном введении
таких препаратов необходимо учитывать, что эти
носители могут стимулировать сильный иммун!
ный ответ [39, 40]. 

Джадж (A.D. Judge) и соавт. [41] и Моррисcей
(D.V. Morrissey) с соавт. [42] для in vivo сайленсин!
га мРНК вируса гепатита В и гена apoB, соответ!
ственно, использовали носители, получившие
название стабильных липидных частиц нуклеи!
новой кислоты (SNALPs, stable nucleic acid!lipid
particles). При создании носителей для siРНК
Морриссей (D.V. Morrissey) и соавт. оптимизиро!
вали методику спонтанного образования везикул,
разработанную ранее Джеффсом (L.B. Jeffs) и др.
[43]. Полученные носители состояли из липидного
бислоя, содержащего смесь катионных и фузоген!
ных липидов, покрытого растворимым конъюга!
том ПЭГ с липидом (DSPC:Chol:PEG!C!DMA:
DLinDMA в молярном соотношении 20 : 48 : 2 : 30).
Бислой обеспечивал проникновение комплексов
в клетку и высвобождение siРНК из эндосомы, а
конъюгат ПЭГ с липидом формировал нейтраль!
ную гидрофильную оболочку и способствовал
стабилизации образующихся частиц; при введе!
нии частиц ПЭГ!липидный конъюгат диссоции!
ровал из SNALP. Существенный недостаток
SNALP!доставки заключался в том, что она не
обладала системой нацеливания, вследствие чего
siРНК помимо органа!мишени (печени) попада!

ла в нецелевые клетки, что приводило к увеличе!
нию цитотоксичности [44]. 

Пир (D. Peer) и соавт. [45] показали, что мно!
гослойные липосомы, состоящие из фосфатидил!
холина, дипальмитоилфосфатидилэтаноламина
(DPPE) и холестерина, эффективно защищают
инкапсулированную siРНК от деградации РНКа!
зами и способствовуют интернализации в клетки
в ходе рецептор!опосредованного эндоцитоза.
Системное введение siРНК против циклина D1,
инкапсулированной в такие липосомы, приводи!
ло к подавлению пролиферации лейкоцитов и экс!
прессии цитокинов Т!хелперами. Для нацелива!
ния на определенные субпопуляции лейкоцитов
такие липосомы модифицировали антителами к
интегрину β7, что приводило к эффективному сай!
ленсингу при низких дозах терапевтического аген!
та (2.5 мг/кг) и к незначительным нецелевым и
токсическим эффектам.

Недавно сконструированы так называемые
“сэндвич!комплексы”, в которых siРНК заклю!
чена между катионным “кором”, состоящим из
DOTAP, и внешним липидным бислоем 1,2!диоле!
ил!sn!глицеро!3!фосфатидилэтаноламин!N!(поли!
этиленгликоля) и фосфатидилхолина [46]. Такие
комплексы оставались в токе крови более 20 ч по!
сле инъекции.

В заключение этого раздела хочется отметить
чрезвычайно интересную работу. Алварец!Эрви!
ти (L. Alvarez!Erviti) и соавт. [47] для доставки
siРНК в мозг мыши использовали экзосомы, по!
лученные из дендритных клеток костного мозга
мышей. Размер этих частиц составлял около
80 нм и для их нацеливания использовали экзосо!
мальный белок Lamp2b, слитый с нейрон!специ!
фичным RVG!пептидом, следуя следующей схеме:
дендритные клетки предварительно трансфициро!
вали плазмидой, кодирующей вышеуказанный
конъюгат; эндосомы, полученные из этих клеток,
также несли конъюгат на своей поверхности, их за!
грузку проводили методом электропорации. Такие
нацеленные экзосомы, введенные внутривенно,
специфичным образом доставляли siРНК, на!
правленную против гена GAPDH, в нейроны и
микроглию мозга, что приводило к нокдауну це!
левого гена.

ПОЛИМЕРНЫЕ СИСТЕМЫ 

При создании систем доставки siРНК могут
быть использованы различные виды катионных
полимеров, однако их спектр гораздо уже, чем для
полимерных носителей, предназначенных для
доставки ДНК [48]. Все эти полимеры можно под!
разделить на природные – хитозан, ателоколлаген,
циклодекстрин, и синтетические – полиэтилени!
мин (ПЭИ), поли(L!лизин) и дендримеры. 
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При взаимодействии siРНК с катионными по!
лимерами в растворе самопроизвольно формиру!
ются тороидные или стержневидные комплексы
размером 100–300 нм, получившие название по!
липлексов. 

ПРИРОДНЫЕ ПОЛИМЕРЫ

Олиго и полисахариды

Ателоколлаген стал первым полимерным био!
материалом, который использовали в качестве
носителя для доставки siРНК in vivo [49]. Этот по!
лимер представляет собой производное коллаге!
на типа I, получаемое из дермы теленка посред!
ством обработки пепсином. Ателоколлаген облада!
ет очень низкой иммуногенностью и токсичностью,
поскольку обработка пепсином приводит к удале!
нию с N! и С!концов молекулы коллагена так на!
зываемых телопептидов, ответственных за имму!
ногенность молекулы [50, 51]; при этом способ!
ность к биодеградации и биосовместимость
сохраняются. При низкой температуре полимер
находится в жидком состоянии, что упрощает
формирование комплексов с siРНК [52]. Размер
полиплексов зависит от соотношения нуклеино!
вой кислоты и ателоколлагена. При высокой кон!
центрации ателоколлагена комплекс может суще!
ствовать в течение длительного времени, что счи!
тается важным преимуществом. С другой стороны,
при низкой концентрации ателоколлагена размер
комплексов составляет 100–300 нм, что считается
приемлемым для системного введения. Для про!
верки того, может ли ателоколлаген быть исполь!
зован для сайленсинга генов in vivo, Минакучи
(Y. Minakuchi) и соавт. [53] использовали бести!
мусных мышей с опухолевыми клетками, проду!
цирующими люциферазу. Подкожные инъекции
комплексов ателоколлагена с siРНК, направлен!
ной против люциферазы, вызывали ингибирова!
ние экспрессии люциферазы в опухолевых клет!
ках ксенотрансплантатов у мышей. Для оценки
эффективности системной доставки siРНК с по!
мощью ателоколлагена Такешита (F. Takeshita) и
соавт. [54] использовали мышиную модель опухо!
ли простаты человека с метастазами в грудной
клетке, челюстях и ногах. Авторы показали, что
комплексы эффективно доставляются в опухоли
через 24 ч после инъекции и могут оставаться ин!
тактными, по меньшей мере, трое суток. Важно
отметить, что указанные комплексы не индуци!
ровали иммунного ответа. Другая группа иссле!
дователей [55] показала, что радиоактивно!мече!
ная siРНК в смеси с ателоколлагеном находилась
в опухолях по меньшей мере 1 неделю и остава!
лась интактной. Кавата (E. Kawata) и др. [56] ис!
пользовали полиплексы ателоколлагена с siРНК
против гена PLK�1 в метастатической модели ра!
ка легкого в печени мыши. Авторы показали зна!
чительное ингибирование роста опухоли в печени

без усиления врожденного иммунного ответа да!
же спустя 70 суток после начала десятидневного
лечения, что свидетельствует о длительном инги!
бировании опухолевого роста. 

Другие природные полимеры, используемые в
качестве носителей siРНК, – это циклодекстри!
ны (ЦД). Они представляют собой ряд природ!
ных циклических олигосахаридов, состоящих из
6, 7 или 8 мономеров D(+)!глюкозы, связанных
α!1,4!гликозидными связями и называемых, со!
ответственно, α!, β! или γ!ЦД [57]. Внутри ча!
стиц ЦД находится гидрофобная внутренняя по!
лость глубиной около 7.0 Å с внутренним диамет!
ром около 4.5, 7.0 и 8.5 Å для α!, β!, и γ!ЦД
соответственно, которая может связывать раз!
личные неорганические/органические/биологиче!
ские молекулы и ионы в водном растворе и твердом
состоянии [57]. Благодаря уникальной способности
ЦД формировать комплексы внутри полостей и
другим благоприятным физико!химическим и био!
логическим характеристикам природные ЦД и их
производные используют в качестве систем достав!
ки с целью получения комплексов, обладающих по!
вышенной растворимостью и стабильностью [58].
Ху!Лискован (S. Hu!Lieskovan) и др. [59] использо!
вали систему доставки на основе β!циклодекс!
трин!содержащих поликатионов (ЦДП). Ранее
показано, что ЦДП самособираются с siРНК,
формируя коллоидные частицы размером около
50 нм в диаметре, при этом концевые имидазоль!
ные группы ЦДП способствуют внутриклеточно!
му трафику частиц и высвобождению нуклеино!
вых кислот [60]. ЦДП защищают siРНК от деграда!
ции, поэтому отпадает необходимость химической
модификации нуклеиновой кислоты. В вышеука!
занной работе коллоидные частицы – с целью их
использования в биологических жидкостях – ста!
билизировали посредством модификации по!
верхности полиэтиленгликолем (ПЭГ). Некоторые
цепи ПЭГ содержали направляющий лиганд –
трансферрин – для специфического взаимодей!
ствия с рецепторами клеточной поверхности. Си!
стемное введение липоплексов ЦДП с siРНК
против продукта гена EWS�FLI1 приводило к зна!
чительному снижению роста опухоли в мышиной
модели саркомы Эвинга [59]. При долговремен!
ных инъекциях низких объемов препарата в хво!
стовую вену не наблюдалось никаких отклонений
ни по содержанию IL!12 и IFN!α, ни по функци!
ональному состоянию почек и печени, ни патоло!
гии основных органов. Комплексы siРНК с ЦДП
обладают очень низкой иммуногенностью даже в
тех случаях, когда используются siРНК с извест!
ными иммуностимуляторными мотивами [61].

Природный полисахарид хитозан успешно ис!
пользуют при интраназальном способе введения
препаратов siРНК, поскольку он обладает муко!
адгезивными свойствами и способностью прони!
кать через слизистые оболочки [62]. Его дополни!
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тельными преимуществами считают положитель!
ный заряд и биодеградируемость. Эффективное
подавление экспрессии зеленого флуоресцентно!
го белка (GFP) in vivo наблюдали в бронхиоляр!
ных клетках эпителия GFP!трансгенных мышей
после интраназального введения комплексов
siРНК с хитозаном [63]. Показано, что частицы на
основе хитозана обеспечивают высокоэффектив!
ную и безопасную доставку siРНК также и при
внутривенном введении [64]. В данном исследо!
вании комплексы siРНК, направленной против
гена RhoA, и частиц полиизогексилцианоакрилата,
покрытых хитозаном, вводили внутривенно бести!
мусным мышам с ксенотрансплантатами агрес!
сивного рака молочной железы (MDA!MB!231).
Такая обработка приводила к ингибированию ро!
ста опухоли на 90%, при этом токсических эф!
фектов не наблюдали.

Пептиды и белки

Еще одна категория систем доставки основана
на пептидах и белках, которые также способны
доставлять siРНК in vivo. Например, Кумар (P. Ku!
mar) и коллеги [65] для доставки siРНК в мозг ис!
пользовали 29!членный пептид – производное
фрагмента аминокислотной последовательности
гликопротеина вируса бешенства, – про который
известно, что он специфически взаимодействует
с ацетилхолиновыми рецепторами на поверхно!
сти нервных клеток. В вышеуказанной работе
этот пептид модифицировали, фланкировав его с
С!конца пятью остатками Arg, и затем смешивали
с siРНК в молярном соотношении 10 : 1. Внутри!
венная инъекция таких комплексов приводила к
эффективному подавлению экспрессии GFP у
трансгенных мышей и гена SOD1 у мышей Balb/c
дикого типа. Примечательно, что сайленсинг ге!
нов наблюдали только в мозге, но не в печени или
селезенке, что свидетельствует о селективной до!
ставке. Кроме того, повторное введение не вызы!
вало ни индукции воспалительных цитокинов, ни
продукции антипептидных антител. 

Способность катионного полиамина протами!
на образовывать комплексы с нуклеиновыми
кислотами также использовали при конструиро!
вании средств доставки siРНК. Сонг (E. Song)
и др. [66] получили конъюгаты протамина, фраг!
мента антитела (Fab), специфичного к белку обо!
лочки HIV!1 gp160, и siРНК, направленных про!
тив генов c�myc, MDM2 или VEGF. При использо!
вании такого носителя siРНК специфически
доставлялись в опухолевые клетки меланомы мы!
шей B16, экспрессирующие gp160.

Пир (D. Peer) и др. [67] сконструировали хи!
мерный белок антитело!протамин для специфич!
ной доставки siРНК в активированные лейкоци!
ты. Для этого авторы использовали фрагмент ва!
риабельной цепи антитела, специфически

распознающего конформационные изменения
рецептора LFA!1, происходящие при активации
лейкоцита. 

СИНТЕТИЧЕСКИЕ ПОЛИМЕРЫ 

Полиэтиленимин и его производные

Из синтетических полимеров, используемых
для доставки нуклеиновых кислот в клетки, наи!
более изучен полиэтиленимин (ПЭИ) [68–70]. В
исследованиях чаще всего используют высоко!
разветвленный ПЭИ с молекулярным весом
25 кДа [71]. Комплексы нуклеиновых кислот с
носителями на его основе способны эффективно
трансфицировать клетки in vitro и in vivo [72]. В
комплексах с ПЭИ нуклеиновая кислота защи!
щена гораздо лучше, чем в комплексах с другими
поликатионами, такими как поли!L!лизин.
Предполагают, что это обусловлено высокой
плотностью положительного заряда ПЭИ и его
способностью к эффективному образованию
комплексов с нуклеиновыми кислотами [73]. Од!
нако с увеличением плотности положительного
заряда полимера возрастает и его токсичность –
это один из факторов, ограничивающих приме!
нение ПЭИ in vivo. 

Эффективность средств доставки на основе
ПЭИ и их цитотоксические эффекты в значи!
тельной степени зависят от характеристик ис!
пользуемого материала, таких как молекулярный
вес, степень разветвленности, плотность положи!
тельного заряда, буферная емкость полимера; а
также от содержания ДНК, размера частиц и дзе!
та!потенциала [74, 75]. Так, в одной из работ [2]
синтезирован ряд ПЭИ!полимеров с различными
молекулярными массами и степенями разветвле!
ния и проведена оценка эффективности их дей!
ствия in vitro и in vivo как средств доставки нукле!
иновых кислот. В другой работе [76] установлено,
что модификация ПЭИ, в частности сукцинили!
рование, приводит к снижению их токсичности в
10 раз по сравнению с немодифицированным по!
лимером. 

Группой Кима (D.H. Kim) [77] разработан не!
токсичный водорастворимый полимер на основе
разветвленного ПЭИ (1.8 кДа) и холестерилхлор!
формиата. Этот полимер образует с siРНК ком!
плексы размером около 100 нм и препятствует ее
деградации. Эффективность такого полимера в
качестве средства доставки siРНК в раковые клет!
ки продемонстрирована в экспериментах in vivo и
in vitro [78]. 

В качестве носителя siРНК также были ис!
пользованы новые полиамидоэтиленимины (ПА!
ЭИ), полученные путем сополимеризации циста!
мин бис!акриламида и триэтилентетрамина [79].
Из!за наличия дисульфидных связей в структуре
такой модифицированный носитель (SS!ПАЭИ)
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приобретает способность к дестабилизации в
присутствии восстанавливающих агентов. При
физиологических условиях и весовом соотноше!
нии носитель/siРНК 3 : 1 или более авторы на!
блюдали формирование стабильных комплексов.
В электрическом поле и в среде с восстановите!
лем дитиотреитолом происходило полное высво!
бождение siРНК из комплекса. Это позволило
предположить, что полученные комплексы также
эффективно будут дестабилизироваться и в клет!
ке, высвобождая siРНК в цитозоль. Затем прове!
ли сравнение эффективности носителей на осно!
ве линейного ПЭИ (25 кДа) и модифицированно!
го SS!ПАЭИ для доставки siРНК против гена
VEGF в клетки карциномы простаты человека,
PC!3. При использовании SS!ПАЭИ в качестве
носителя супрессия VEGF была выражена значи!
тельно сильнее, чем в случае линейного ПЭИ.
Полученный результат свидетельствовал в под!
держку гипотезы об эффективной дестабилиза!
ции SS!ПАЭИ!носителей в клетках.

Эффективность доставки siРНК восстанавли!
ваемой полимерной системой подтверждена и
другими исследователями [80]. Синтезировав
различные производные ПЭИ, связанные ди!
сульфидными связями (SS!ПЭИ), авторы оцени!
ли возможность их использования в качестве но!
сителей siРНК. В этих экспериментах показано,
что SS!ПЭИ способствуют высвобождению
siРНК в цитоплазму клеток и облегчают ее до!
ступность для RISC. Авторы высказали предпо!
ложение, что разработка полимеров на основе
ПЭИ, представляющих собой комбинацию раз!
ветвления высокой плотности и расщепляемых
восстановлением связей, может стать перспек!
тивным направлением в усовершенствовании
средств доставки siРНК.

Шиффелерс (R.M. Schiffelers) и соавт. [81]
приготовили ПЭГилированные носители на ос!
нове ПЭИ с RGD (Arg!Gly!Asp) пептидами, свя!
занными с дистальными концами ПЭГ. Размер
полученных комплексов составлял 70–100 нм
при молярном соотношении аминогрупп (ПЭИ)
и фосфатов (нуклеиновая кислота), N : P = 2 : 1.
Такие частицы оставались стабильными в течение
9 сут. Внутривенное введение бестимусным мы!
шам с нейробластомой N2A комплексов siРНК,
направленной против гена VEGFR2, с такими но!
сителями приводило к ингибированию экспрес!
сии белка, а также ангиогенеза и скорости роста
опухоли. Ким (S.H. Kim) и соавт. [82] сравнили
эффективность доставки siРНК с помощью ми!
целл полиэлектролита на основе ПЭИ с таковой
для незащищенной siРНК. Показано, что взаи!
модействие между ПЭГилированной siРНК, на!
правленной против гена VEGF, и полиэтилени!
мином приводит к спонтанному образованию
сложных полиэлектролитных мицелл, в которых
внутреннее ядро siРНК и ПЭИ окружено оболоч!

кой ПЭГ. Такие мицеллы вводили внутривенно
самкам бестимусных мышей с ксенотранспланта!
ми рака опухоли простаты. Установлено, что та!
кие инъекции приводили к ингибированию экс!
прессии гена VEGF в опухолевой ткани на 86% по
сравнению с незащищенной siРНК, которая не
вызывала сайленсинга. Стоит заметить, что им!
мунного ответа на введенные препараты не на!
блюдали.

Полилизин

Носители на основе полилизина давно ис!
пользуют для доставки нуклеиновых кислот, в
частности ДНК, в клетки [83]. Размер комплексов
полилизина с плазмидами составляет примерно
20–30 нм [84, 85]. После открытия siРНК опыт, по!
лученный при работе с плазмидами, использовали
при конструировании средств доставки siРНК.
Носители на основе немодифицированного по!
лилизина оказались малоэффективными для до!
ставки siРНК в клетки [86]. Модификации поли!
лизиновых носителей позволили разработать бо!
лее эффективные системы доставки siРНК. Одна
из таких модификаций – гистидилирование (бо!
лее подробно рассмотрено в обзоре [87]). Лизин
важен для связывания с РНК [83], а гистидин, как
было показано ранее в экспериментах с ДНК, иг!
рает важную роль в забуферивании кислой среды
эндосом, что приводит к их разрушению и высво!
бождению нуклеиновой кислоты [88]. Более того,
оказалось, что соотношение His и Lys, а также их
распределение может оказывать влияние на до!
ставку нуклеиновой кислоты [89]. Недавно Сти!
венсон (M. Stevenson) и коллеги [90] продемонстри!
ровали, что способные к восстановлению гисти!
дин!лизиновые полимеры низкой молекулярной
массы могут быть эффективными носителями
siРНК in vitro. 

Мейер (M. Meyer) и др. [91] получили конъ!
югат, основу которого составлял ПЭГилирован!
ный полилизин. Для предотвращения внеклеточ!
ной диссоциации к конъюгату через восстанавлива!
емые дисульфидные связи пришивали литический
пептид меллитин, маскированный диметилмалеи!
новым ангидридом, и siРНК. В экспериментах на
клетках этот конъюгат работал лучше, чем ком!
плексы siРНК!полимер, образованные посред!
ством ионных взаимодействий. Однако в иссле!
дованиях in vivo на мышах (инъекцию делали в
хвостовую вену) наночастицы оказались токсич!
ными для печени и легких.

Также разработаны средства доставки на осно!
ве пептидов, состоящих из остатков Lys и His [87].
Основное преимущество этих пептидов перед ги!
стидин!лизиновыми полимерами состоит в том,
что они более однородны. Разветвленные пепти!
ды с высоким соотношением His/Lys оказались
наиболее эффективными средствами доставки
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siРНК in vitro и in vivo [92]. Системное введение
комплексов siРНК, направленной против гена
Raf�1, приводило к ингибированию роста MDA!
MB435 опухолевых ксенотрансплантатов у мы!
шей [93]. Комплексы проявляли низкую токсич!
ность в нормальных тканях. Ян (Z. Yan) и соавт.
[94] также провели успешную апробацию in vivo
носителя на основе разветвленного гистидин!ли!
зинового пептида как средства для доставки
siРНК, направленной против гена RHBDF1
(human rhomboid family�1 gene), в клетки опухолей
MDA!MB!435 и 1483 в ксенотрансплантатах у
бестимусных голых мышей. 

СИСТЕМЫ ДОСТАВКИ НА ОСНОВЕ 
НЕОРГАНИЧЕСКИХ МАТЕРИАЛОВ

Системы доставки на основе неорганических
материалов стали применяться сравнительно не!
давно и пока не находят широкого применения.
Тем не менее, нам представляется интересным от!
метить некоторые из них.

Магнитные частицы наноразмеров: супермаг!
нитные частицы оксида железа и магнитные ча!
стицы тетраоксида железа – широко используют!
ся в магнитной резонансной томографии (МРТ) в
качестве контрастирующих агентов [95]. Ядерные
магнитные кристаллы могут быть включены в на!
ночастицы siРНК, а МРТ может использоваться
для мониторинга динамики распределения пре!
парата и периода его полужизни [96]. Другое пре!
имущество использования магнитных наноча!
стиц для доставки ген!направленных агентов со!
стоит в том, что лекарственный препарат может
направляться к специфическим сайтам с помо!
щью внешнего магнита. 

Мезоморфные [97] и полостные [98] частицы
диоксида кремния недавно также стали рассмат!
ривать в качестве потенциальных материалов для
наноносителей. Поры и полости этих материалов
легко вмещают молекулы siРНК. Материалы из
диоксида кремния, как правило, токсичны, но их
токсичность может быть уменьшена путем моди!
фикации поверхности, например, ПЭИ [99].

Углеродные нанотрубки подразделяют на од!
ностенные (single!wall carbon nanotubes, SWNTs) и
мультистенные (MWNTs). Для облегчения взаи!
модействия с отрицательно заряженной siРНК и
увеличения стабильности наночастиц углерод!
ные нанотрубки химически модифицируют со!
единениями с положительно заряженными зве!
ньями. Химически модифицированные SWNTs
использовали в качестве носителей siРНК, наце!
ленной на обратную транскриптазу теломеразы, в
модели опухоли у мышей [100]. Показано, что
SWNT!носители, модифицированные 1,6!диами!
ногексаном, успешно доставляют siРНК против
супрессора цитокиновой сигнализации 1

(SOCS1) in vitro, и in vivo [101]. Подеста (J.E. Pode!
sta) и др. установили, что MWNTs, модифициро!
ванные аминогруппами (MWNT!NH+3), с siTOX
siРНК при внутриопухолевом введении мышам
снижают скорость роста опухолей и увеличивают
выживаемость животных [102]. 

Наночастицы из золота (gold nanoparticles,
GNPs), или так называемые нанотрубки (gold na!
norods, GNRs), – это биосовместимый материал.
Поверхностные свойства этих частиц могут быть
легко изменены таким образом, что их положи!
тельно заряженные поверхности позволяют им
легко прикрепляться к отрицательно заряжен!
ным siРНК посредством электростатических взаи!
модействий. Недавно комплексы GNR!DARPP!
32siRNA использовали для снижения экспрессии
ключевых белков (DARPP!32, ERK и PP!1) допа!
минергического сигнального пути в мозге [103].
После введения GNRs/siРНК, направленной
против DARPP, в допаминергических нейронах
экспрессия DARPP!32 и других ключевых эффек!
торов, таких как ERK и PP!1, расположенных ни!
же в сигнальном каскаде, снижалась. В этом ис!
следовании показано, что наночастицы GNRs/
siРНК могут эффективно проникать через гема!
тоэнцефалический барьер и существенно снижать
экспрессию DARPP!32 в клетках допаминергиче!
ских нейронов.

МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ЭФФЕКТИВНОСТИ 
ДОСТАВКИ siРНК В КЛЕТКИ

Для оптимизации существующих и разработки
новых технологий доставки siРНК в целевые
клетки/ткани необходимы исследования меха!
низмов взаимодействия siРНК и ее носителей с
клетками, способов их интернализации, а также
последующего высвобождения siРНК в цитозоль.
Эти исследования позволят расширить понима!
ние механизмов биораспределения siRNA и си!
стем их доставки, а также в будущем разработать
носители siРНК с высокой эффективностью до!
ставки – для использования в медицине.

Традиционные стратегии для оценки эффек!
тивности доставки siРНК в клетки включают мо!
ниторинг siРНК, меченных флуоресцентными
красителями, или котрансфекцию с репортерны!
ми плазмидами [104–106]; клетки в этих случаях
отбирают, соответственно, по интенсивности
флуоресцентного сигнала или по устойчивости к
действию антибиотиков. Эти методы позволяют
провести единовременную селекцию клеток, для
которых эффективность сайленсинга оказалась
высокой, но не учитывают клетки со средней эф!
фективностью, которые также могут быть инте!
ресны для исследования. Более того, быстрое вы!
цветание органических флуорофоров и ограни!
ченный выбор доступных в настоящее время
репортеров затрудняют отслеживание siРНК в
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долговременных или комплексных исследовани!
ях. Красители, традиционно используемые для
мечения siРНК, обычно теряют половину интен!
сивности флуоресцентного сигнала в течение 5–
10 с [107, 108]. При использовании флуоресцент!
ных репортерных плазмид, продолжительно экс!
прессирующихся в клетках, для обнаружения
функционального белка может требоваться не
менее двух часов после траскрипции [109]. Следу!
ет также отметить, что вследствие ограниченной
доступности флуорофоров и репортерных белков,
имеющих неперекрывающиеся спектры эмис!
сии, методы скрининга трансфекции, используе!
мые в настоящее время, не приспособлены для
одновременного мониторинга различных моле!
кул siРНК.

Чен (A.A. Chen) и коллеги [110] разработали
метод мониторинга доставки siРНК, где в каче!
стве многоцветных биологических зондов ис!
пользовали комплексы siРНК, содержащей флуо!
ресцеин на 5'!конце смысловой цепи, с полупро!
водниковыми квантовыми элементами. С
помощью таких флуоресцентных комплексов
можно отслеживать доставку нуклеиновых кис!
лот, сортировать клетки по уровню трансфекции
и отбирать субпопуляции клеток со сходной эф!
фективностью сайленсинга. По сравнению с ком!
плексами, в которых задействованы репортерные
плазмиды и siРНК с мечеными концами, ком!
плексы флуоресцеин!меченой siРНК с полупро!
водниковыми квантовыми элементами обладают
повышенной фотостабильностью и легко настра!
иваемыми оптическими свойствами, варьируе!
мыми в широком спектре неперекрывающихся
цветов.

Медарова (Z. Medarova) и др. [111] для достав!
ки и наблюдения siРНК в опухолях (при систем!
ном введении) использовали зонд на основе на!
ночастиц. Они получили магнитные частицы, по!
крытые аминированными декстранами и меченные
флуоресцентным красителем Cy5.5. К этим части!
цам через два различных линкера присоединены
siРНК и катионный пептид, способствующий ин!
тернализации комплексов клеткой. На двух раз!
личных моделях опухолей показана принципи!
альная возможность наблюдения и контроля за
поглощением опухолью таких зондов in vivo с ис!
пользованием МРТ и оптического анализа изоб!
ражений. 

В последнее время для определения эффек!
тивности доставки siРНК в клетки широко ис!
пользуют флуоресцентные реагенты, такие как
siGLO® (например, siGLO Green and siGLO Red
фирмы “Thermo Scientific Dharmacon”, США).
Эти индикаторы трансфекции представляют со!
бой флуоресцентно!меченые олигонуклеотиды,
которые локализуются в ядре и позволяют прове!
сти визуальную оценку интернализации siРНК

клетками млекопитающих. Эти реагенты исполь!
зуют в экспериментах для определения оптималь!
ных условий трансфекции siRNA, для отслежива!
ния индивидуально трансфицированных клеток
и для мониторинга относительной эффективно!
сти доставки при котрансфекции с siRNA. 

Хочется также упомянуть о работе, которая
сделана в нашей лаборатории [112]. Нами разра!
ботана модельная система контроля стабильно!
сти siРНК и ее проникновения в клетку, создан!
ная на основе вектора p2FP!RNAi (“Евроген”,
Россия). Этот вектор содержит открытые рамки
считывания (ORF) для двух репортерных флуо!
ресцентных белков, TurboGFP и JRed (красный
флуоресцентный белок), которые находятся под
контролем сильных конститутивных промоторов.
Нуклеотидная последовательность, кодирующая
JRed, слита с ORF, кодирующей N!конец белка
Neor, определяющего устойчивость к неомицину.
Экспрессию JRed!Neor регистрируют по флуо!
ресценции в красной области видимого спектра
света и устойчивости к неомицину, что позволяет
проводить селекцию трансформантов с использо!
ванием антибиотика G!418. По соотношению
сигналов красной/зеленой флуоресценции мож!
но судить об эффективности действия исследуе!
мой siРНК in vivo. Для оценки сохранности
siРНК, а также степени ее деградации нами ис!
пользована система флуорохром/гаситель флуо!
ресценции – Сy5/BHQ!3. В этой системе интен!
сивность флуоресцентного сигнала пропорцио!
нальна степени деградации siРНК, при этом
сохраняется возможность нормирования сигнала
“флуорохрома деградации”, встроенного в
siРНК, к уровню сигналов от “флуорохромов на!
личия” (TurboGFP и JRed). Разработанная систе!
ма успешно апробирована на линии клеток эм!
бриональной почки человека HEK 293.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Благодаря усилиям многих групп исследовате!
лей в настоящее время достигнуты значительные
успехи в разработке систем доставки siРНК. Как
уже было отмечено в этом обзоре, в настоящее
время создано много невирусных носителей и
разработано множество подходов, которые поз!
воляют осуществить высокоэффективную до!
ставку siРНК к мишеням, повышенная экспрес!
сия которых связана с какими!либо заболевания!
ми. Ряд терапевтических препаратов на основе
siРНК сейчас проходит клинические испытания
[113–115]. Согласно данным, приведенным на
сайте службы американского Национального ин!
ститута здравоохранения за 2010 год, большая
часть этих исследований направлена на лечение
глазных болезней, одно – на лечение дисфункции
почек, еще три – на лечение онкологических за!
болеваний [116]. 
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Хотя высокоэффективные и селективные си!
стемы доставки siРНК для определенных типов
клеток уже существуют, об их универсальности
говорить пока не приходится. Наиболее перспек!
тивными с точки зрения универсальности, по на!
шему мнению, следует считать системы на основе
природных полимеров, сочетающих в себе такие
важные характеристики как биосовместимость и
биодеградируемость, низкая иммуногенность и
токсичность, а также возможность модификации
поверхности носителя для повышения специ!
фичности “нацеливания”. Ряд перспективных
носителей, отличающихся высокой эффективно!
стью доставки siРНК в клетки, проходит докли!
нические испытания. Исследования, направлен!
ные на усовершенствование существующих носи!
телей и разработку новых, также развиваются
довольно быстрыми темпами, поэтому можно
ожидать, что в ближайшее десятилетие универ!
сальная высокоэффективная система доставки
siРНК в клетки будет создана и станет основой
для долгожданного внедрения технологии РНК!
интерференции в клинику.

Авторы приносят благодарность организато!
рам сайта www.molbiol.ru за помощь в сборе лите!
ратуры.
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