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Использование генов антибиотикорезистентности в плазмидных векторах для отбора трансформиро-
ванных клеток остается актуальной проблемой в медицинской биотехнологии. Это обуславливает необ-
ходимость разработки систем селекции без применения антибиотикорезистентных маркеров. Цель иссле-
дования – создание вектора с минималистичным дизайном для трансформации прокариотических клеток 
без использования генов антибиотикорезистентности. Размер плазмидной ДНК влияет на эффективность 
трансфекции, уменьшение размера плазмидного вектора существенно повышает эффективность доставки 
целевого гена. Изучение возможностей применения небольших векторов и мини-кольцевых ДНК несет 
в себе большой потенциал. Также для повышения стабильности конструкции необходимо избегать ток-
сичных для клеток элементов или последовательностей, в том числе элементов вирусных геномов. А мар-
кер антибиотикорезистентности желательно заменить другим маркером селекции. Для создания вектора 
с минималистичным дизайном были подобраны элементы, необходимые для поддержания саморепликации 
вектора и экспрессии целевого гена. Элементы вектора из коммерческих плазмид получали путем ПЦР-
амплификации, где векторы использовались в качестве матриц. Далее сборка вектора осуществлялась по-
средством нескольких сшивок. Полная последовательность проверена секвенированием по Сэнгеру. Данный 
вектор возможно использовать без дополнительных маркеров селекции в клетках E. coli с модифициро-
ванным геномом. В таких клетках должен содержаться элемент транспозона Tn-10 и мутантный ген pheS. 
В совокупности вектор и элементы, внедренные в геном клеток, позволяют клеткам расти на среде с со-
держанием 4-хлор-фенилаланина, тогда как клетки с мутантным генотипом, не несущие вектор, погибают.
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The use of antibiotic resistance genes in plasmid vectors for the selection of transformed cells remains an urgent 
problem in medical biotechnology. This necessitates the development of breeding systems without the use of antibiotic-
resistant markers. The purpose of the work is to create a vector with a minimalistic design for the transformation of 
prokaryotic cells without the use of antibiotic resistance genes. The size of plasmid DNA affects the efficiency of 
transfection. Reducing the size of the plasmid vector significantly increases the efficiency of target gene delivery. 
Exploring the possibilities of using small vectors and mini-ring DNA has great potential. Also, to increase the stability of 
the structure, it is necessary to avoid elements or sequences that are toxic to cells, including elements of viral genomes. 
And it is desirable to replace the marker of antibiotic resistance with another marker of breeding. To create a vector 
with a minimalistic design, the elements necessary to maintain the self-replication of the vector and the expression of 
the target gene were selected. Vector elements from commercial plasmids were obtained by PCR amplification, where 
the vectors were used as matrices. Next, the vector was assembled by means of several crosslinking. The complete 
sequence has been verified by Sanger sequencing. This vector can be used without additional selection markers in 
E.coli cells with a modified genome. Such cells should contain a Tn-10 transposon element and a mutant pheS gene. 
Together, the vector and the elements embedded in the cell genome allow cells to grow on a medium containing 
4-chlorophenylalanine, while cells with a mutant genotype that do not carry the vector die.
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Введение
Плазмиды являются незаменимым ин-

струментом в генной инженерии и син-
тетической биологии [1]. Их применение 
в качестве научных инструментов суще-
ственно ускорило прогресс во многих об-
ластях. Разнообразие и многофункциональ-
ность плазмид позволяют исследователям 
решать широкий спектр задач [2, с. 7]. На-
пример, плазмидные векторы используют-
ся для клонирования и экспрессии генов, 
создания генетически модифицированных 
организмов, при производстве рекомби-

нантных белков для медицинских и про-
мышленных целей. 

Плазмиды, приспособленные или искус-
ственно созданные для нужд ученых, при-
нято называть плазмидными векторами. 
От обычных плазмид их отличает универ-
сальность применения и наличие элемен-
тов, отобранных по каким-либо критериям 
для использования этих векторов в иссле-
довательских или терапевтических целях 
[3]. Чтобы из плазмиды получился действу-
ющий и эффективный вектор, она должна 
обладать некоторыми характеристиками 
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и элементами [4]. Векторы наиболее часто 
применяют для получения рекомбинантных 
белков, а также для придания клеткам ка-
ких-либо уникальных свойств. 

В последние десятилетия исследования 
в области плазмидных векторов направлены 
на повышение эффективности и безопасно-
сти их действия, в том числе для возможно-
го терапевтического применения. 

В настоящее время на рынке представ-
лено множество коммерческих плазмид-
ных векторов для разнообразных целей. 
Выбор вектора для экспрессии целевого 
гена при этом зависит от клеток, в которые 
вектор будет трансфицироваться, уровня 
экспрессии целевого гена и стабильно-
сти конструкции.

В плазмидах присутствуют гены, кодиру-
ющие белки, необходимые для конъюгации 
(tra-гены), сайты посадки рибосом, системы 
для обеспечения наследования в плазмидах 
и многие другие компоненты [5]. Вариатив-
но в плазмиды могут быть добавлены раз-
личные необязательные для жизнеспособ-
ности или экспрессии элементы, которые 
помогают достигать поставленной экспери-
ментальной цели. Такими элементами мо-
гут быть, например, индукторы, операторы 
или теговые последовательности. При этом 
есть минимальный набор элементов, кото-
рые должны присутствовать в плазмиде 
для поддержания ее существования в клетке 
и экспрессии целевого белка. 

В клетках плазмиды существуют во  
множестве копий, постоянно реплицируясь 
для избегания деградации. Процесс репли-
кации ДНК начинается в стартовой точке, 
которая называется ориджин репликации 
(ori). Ориджин репликации регулирует ко-
личество плазмидных копий внутри клет-
ки-хозяина. Структура ориджина уникальна 
и позволяет обеспечивать видовую спец-
ифичность и совместимость с конкретным 
типом клеток. 

Бактериальные плазмиды помещают 
в клетки посредством трансформации, эф-
фективность которой зависит от многих 
факторов. Чтобы провести селекцию коло-
ний, используют определенный маркер, ген 
которого должен присутствовать в плазмид-
ной ДНК. Наиболее часто для этих целей ис-
пользуют гены, вызывающие устойчивость 
к антибиотикам у бактерий. Механизм се-
лекции основан на выживании клеток, в ко-
торые трансформировалась плазмида с ге-
ном устойчивости, в среде с антибиотиком. 
Нетрансформированные клетки при этом 
не выживают в селективной среде.

Использование генов антибиотикорези-
стентности в плазмидных векторах для от-
бора трансформированных клеток остается 

актуальной проблемой в медицинской био-
технологии [6]. Риск связан с возможным 
распространением этих генов в окружаю-
щей среде, что может способствовать го-
ризонтальному переносу генов устойчиво-
сти к патогенным или условно-патогенным 
бактериям. Кроме того, гены устойчиво-
сти к антибиотикам вносят существенный 
вклад в увеличение размера вектора [7]. Все 
эти факторы обуславливают необходимость 
разработки систем селекции без примене-
ния антибиотикорезистентных маркеров.

Для экспрессии рекомбинантного бел-
ка в плазмиду необходимо добавить ген, 
кодирующий целевой белок. Для удобства 
клонирования в векторах присутствует по-
лилинкер (multiple cloning site, MCS) – уча-
сток с набором разнообразных рестрик-
ционных сайтов. При конструировании 
вектора сайты рестрикции в MCS должны 
соответствовать сайтам, фланкирующим 
целевой ген, что обеспечивает правильное 
встраивание фрагмента.

Перед MCS находится промотор, кон-
тролирующий инициацию транскрипции 
гена. Он служит местом связывания РНК-
полимеразы. Различные промоторы обеспе-
чивают различный уровень экспрессии гена. 
Также промоторы могут быть конститутив-
ными, индуцибельными или тканеспецифи-
ческими. Выбор промотора зависит от же-
лаемого уровня экспрессии целевого гена. 

В векторе обычно присутствуют элемен-
ты для процессинга РНК, последователь-
ность Козака, терминатор трансляции, сайты 
сплайсинга РНК при необходимости. После 
вставки целевого гена обычно располагается 
терминатор транскрипции, который служит 
для сигнализации о завершении процесса 
транскрипции [8; 9]. Наглядно обобщенная 
структура плазмиды показана на рис. 1.

Рис. 1. Обобщенная структура плазмиды 
Источник: составлено авторами по [8]
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Цель исследования – создание вектора 

для экспрессии в прокариотических клет-
ках, обладающего минималистичным ди-
зайном и методом селекции, основанным 
на элементах транспозона Tn10 RNA-IN 
и RNA-OUT.

Материалы и методы исследования
Для обеспечения стабильной саморе-

пликации вектору необходим ориджин, а  
для экспрессии гена, клонированного в век-
тор, – промотор, терминатор транскрипции 
и полилинкер [10; 11]. Также нужен маркер 
селекции. Эти компоненты являются ос-
новными для использования плазмидного 
вектора при получении рекомбинантных 
белков [12]. В качестве маркера селекции 
были использованы участки транспозона 
Tn10 и мутантный ген pheS.

Исследования выявили фенилаланино-
вую (Phe) специфичность фенилаланил-
тРНК-синтетазы (PheRS) из E. coli [13]. Мо-
дель связывания с субстратом предсказала, 
что замена Ala294 α субъединицы PheRS 
на меньший остаток Gly приводит к полу-
чению фермента со сниженной специфич-
ностью к субстрату. Gly294 PheRS способна 
ферментировать производные Phe с объем-
ными p-заместителями, такие как p-Cl-Phe 
и p-бромфенилаланин. Включение в ме-
таболизм p-Cl-Phe с помощью ферментов 
приводит к включению аминокислот в кле-
точный белок [13]. В присутствии p-Cl-Phe 
ген pheS является доминантным и леталь-
ным, если только он не будет инактивиро-
ван каким-либо путем. 

Транспозон Tn10 кодирует 69-нуклео-
тидную РНК (RNA-OUT), которая регули-
рует экспрессию транспозазы путем спа-
ривания с мРНК транспозазы (RNA-IN). 
Это спаривание регулирует трансляцию 
транспозазы, изолируя 5’-участок иници-
ации трансляции (TIR) от рибосомы, тем 
самым ограничивая трансляцию транс-
позазы в клетках E. coli [14]. Эту систему 
можно воссоздать, используя способность 
блокирования трансляции других генов. 
В результате наличие элемента RNA-IN 
в клетках перед экспрессируемым геном 
(в данном случае pheS*) в паре с RNA-
OUT, расположенным в векторе, может за-
блокировать экспрессию этого гена. Тогда 
клетки с мутантным генотипом и успешно 
прошедшей трансформацией смогут вы-
расти на селективной среде с добавлением 
4-хлор-фенилаланина. Эти компоненты яв-
ляются основой данной системы селекции 
без использования антибиотиков.

Для правильной работы данного векто-
ра необходимы клетки с модифицирован-
ным геномом. В них необходимо внести 

точечную мутацию гена pheS для обеспе-
чения субстратного связывания, а также 
добавление последовательности RNA-IN 
перед промотором, инициирующим экс-
прессию данного гена. 

Необходимые элементы конструкции:
1)  prom  – промоторная область гена 

человеческого фактора элонгации EF1A. 
Служит для обеспечения высокого уров-
ня транскрипции рекомбинантных генов 
в большинстве тканей человека. Полу-
чен из коммерческого вектора pLV (Ad-
dgene, США);

2) MCS (Multiple cloning site) – полилин-
кер (сайт множественного клонирования), 
содержащий последовательно сайты ре-
стрикции Eco53kI, SacI, AvaI, SmaI, BamHI, 
XbaI, Sall, SphI, HindIII и предназначенный 
для клонирования целевых генов, полу-
чен из коммерческого вектора pUC19 (Ad-
dgene, США);

3)  RNA-out  – регуляторный элемент 
РНК-out транспозона Т10, обеспечиваю-
щий возможность положительной селекции 
без использования антибиотиков при ис-
пользовании модифицированного штамма 
E. coli DH5α;

4)  ori  – ориджин репликации pUCori, 
служащий для автономной репликации с од-
нонуклеотидной заменой для повышения 
копийности плазмиды в клетках большин-
ства штаммов E. coli. Получен из коммерче-
ского вектора pUC19 (Addgene, США);

5)  term  – терминатор транскрипции 
BGH pA, получен из коммерческого вектора 
pSecTAG2 C (Invitrogen, США).

Элементы вектора амплифицированы 
и сшиты между собой с помощью ПЦР. 
Полимеразную цепную реакцию проводи-
ли в реакционной смеси объемом 30 мкл, 
содержащей 0,7 мкл (1 ед.) Tersus ДНК-
полимеразы (Евроген, Россия), 3 мкл бу-
фера для Tersus ДНК-полимеразы (20 мМ 
Tris-HCl (pH 8,8), 10 мМ (NH4)2SO4, 10 мМ 
KCl, 2 мМ MgCl₂, 0,1% Tween-20, 1 М бета-
ин, 0,1 мг/мл BSA), 1,5 мкл (2,5 мМ) сме-
си дезоксинуклеозидтрифосфатов (dNTP), 
по 0,3 мкл 100 мкМ олигонуклеотидов 
F1 и R1. Объем реакции доводили до 30 мкл 
деионизированной водой. Амплифика-
цию проводили при следующем режиме: 
1 цикл: денатурация +95 °С – 3 мин; 24 цик-
ла: денатурация +95 °С – 20 с, отжиг прай-
меров (Тотж = 64°C) – 50 с, полимеризация 
при +72°С – 1 мин. 

Полученный вектор в линейной форме 
лигирован в коммерческий вектор pAL2-T 
(Евроген, Россия) для выявления клонов, 
содержащих нуклеотидную последователь-
ность без качественных мутаций по стан-
дартной методике для коммерческого векто-
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ра. Вектор трансформировали в химически 
компетентные клетки E. coli штамма ТОР-
10. Секвенирование проводили по методу 
Сенгера. Секвенирующую реакцию выпол-
няли с использованием реакционной смеси 
в соответствии с протоколом фирмы-изго-
товителя (Applied Biosystems, США). Элек-
трофоретическое разделение продуктов 
секвенирующей реакции – с помощью авто-
матического 24-капиллярного генетическо-
го анализатора Applied Biosystems 3500XL. 
Затем с отобранной после секвенирования 
плазмидой проводили реакцию рестрикции 
по стандартному протоколу для рестрик-
тазы BamHI (Fermentas, США). Вектор ли-
гировали на себя и готовили к тестирова-
нию в клетках E. coli, содержащих элемент 
транспозона Tn-10 и мутантный ген pheS.

Результаты исследования  
и их обсуждение

Было установлено [9], что размер плаз-
мидной ДНК влияет на эффективность 
трансфекции. Компактные плазмиды де-
монстрировали более высокую трансфекци-
онную активность по сравнению с крупны-
ми. Также размер влияет на диффузию ДНК 
в цитоплазме клеток, молекулы длиной 
свыше 2000 п.н. практически неподвижны. 
При этом в ядре ДНК всех размеров оста-
ется неподвижной [9]. Замедление диффу-
зии может быть обусловлено связыванием 
с элементами цитоскелета, а также эффек-
тами молекулярной перегрузки и взаимо-
действий при столкновениях. Проникнове-

ние ДНК через ядерные поры также зависит 
от размера. Доказано [10], что мини-кольце-
вые ДНК длиной 2900 п.н. трансфицируют 
клетки в 77 раз эффективнее, чем плазмиды 
размером 52 500 п.н. Более того, при изуче-
нии влияния размера вектора на активность 
промоторов [11] было выявлено, что сни-
жение экспрессии происходит пропорцио-
нально увеличению длины вектора. Таким 
образом, уменьшение размера плазмидного 
вектора существенно повышает эффектив-
ность доставки целевого гена.

Изучение возможностей применения не-
больших векторов и мини-кольцевых ДНК 
несет в себе большой потенциал. Мини-
кольцевые ДНК – это экспрессионные кас-
сеты, генерируемые сайт-специфической 
рекомбинацией. Они лишены прокариоти-
ческих последовательностей: ori и генов 
резистентности, которые удаляются в про-
цессе создания мини-колец. Хотя этим кон-
струкциям на некоторых этапах необходимы 
антибиотики для отбора, такие конструкции 
демонстрируют повышенную эффектив-
ность трансфекции и экспрессии благодаря 
компактности [12]. Однако их производство 
требует дорогостоящей хроматографии, 
что увеличивает себестоимость по срав-
нению с традиционной ферментацией. Ве-
роятно, наиболее эффективной стратегией 
является создание стандартных векторов 
небольшого размера, которые обладали 
бы только необходимыми для поддержания 
жизнедеятельности плазмиды и экспрессии 
генов элементами.

Рис. 2. Схема вектора с минимальным набором элементов 
Источник: составлено авторами
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Рис. 3. Этапы сшивки элементов вектора 
Источник: составлено авторами

Таким образом, для наиболее эффек-
тивной работы плазмидного вектора же-
лательно обеспечить их компактный раз-
мер до включения целевого гена. Также 
для повышения стабильности конструкции 
необходимо избегать токсичных для клеток 
элементов или последовательностей, в том 
числе элементов вирусных геномов. А мар-
кер антибиотикорезистентности желатель-
но заменить другим маркером селекции. 
При выборе вектора стоит помнить о том, 
что успех эксперимента во многом зависит 
от правильного и рационального дизай-
на плазмиды.

В программе VectorNTI была собрана 
конструкция вектора с минимальным набо-

ром компонентов (рис. 2). Также были по-
добраны праймеры для ПЦР-амплификации 
компонентов вектора, его сборки и секвени-
рования.

После разработки конструкции векто-
ра получали необходимые для его сборки 
ПЦР-продукты. Элементы вектора из ком-
мерческих плазмид получали путем ПЦР-
амплификации, где векторы использовались 
в качестве матриц. 

Далее сборка вектора осуществлялась 
посредством нескольких сшивок (рис. 3). Це-
лью синтеза был вектор в линейной форме, 
который затем лигировали в клонирующий 
вектор pAL2-T для выявления правильно со-
бранных клонов, не содержащих мутаций.
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Рис. 4. Скрининг колоний, несущих вставку pAL2-T/vector 
Источник: составлено авторами

Рис. 5. Электрофорез продуктов рестрикции pAL2-T/vector 
Источник: составлено авторами

ПЦР-продукт размером 1254 п.н. далее 
был залигирован в клонирующий вектор 
pAL2-T (Евроген, Россия) с последующей 
трансформацией в клетки E. coli. Клеточная 
суспензия после трансформации втиралась 
в чашку с агаризованной средой LB, ампи-
циллином (100 мкг/мл), S-Gal и индуктором 
IPTG. Чашки Петри инкубировали в тер-
мостате при 37 °С в течение 16 ч. Далее, 
для отбора клонов, несущих вставку нуж-
ного размера, проводили скрининг с прай-
мерами T7 и Sp6 (рис. 4). 

Последовательность вставки отобран-
ных клонов была определена с помощью 
секвенирования по Сэнгеру, в котором 
также была использована пара праймеров 
T7 и Sp6. Вектор, несущий вставку без мута-

ций, был обработан рестриктазами по сайту 
рестрикции BamHI (рис. 5). Два одинаковых 
сайта рестрикции из полилинкера в линеа-
ризированном векторе были расположены 
на его 5’- и 3’-концах таким образом, чтобы 
затем обработанный рестриктазами вектор 
можно было лигировать на него же самого. 

После обработки рестриктазой и про-
ведения электрофореза продукт рестрик-
ции выделяли из геля. С ним проводили 
лигирование для образования кольцевой 
молекулы. Так как вектор не имеет никаких 
самостоятельных элементов для селекции, 
отобрать единичные колонии при высеве 
на чашку без антибиотиков было бы затруд-
нительно. Рационально трансформировать 
его сразу в клетки с модифицированным 
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геномом для тестирования разработанной 
системы и получения кольцевого варианта 
синтезированного вектора. Таким образом, 
при подготовке специализированных кле-
ток тестирование данного вектора не пред-
ставляет труда.

Заключение
Эффективность трансфекции генов 

значительно зависит от конструкции экс-
прессионного вектора. На этапе разра-
ботки плазмиды необходимо проводить 
тщательный анализ эукариотических по-
следовательностей и оптимизировать рас-
положение прокариотических элементов 
в векторе. Так как потенциально проблем-
ные последовательности (например, неже-
лательные сайты рестрикции) возможно 
определить заранее, необходимым эта-
пом является анализ последовательности 
для исключения функционально дестаби-
лизирующих участков.

В контексте функциональности плазмид 
ключевым аспектом является минимизация 
последовательностей, включая сокращение 
или полное удаление селективных марке-
ров. Это существенно улучшает эффектив-
ность трансфекции. «Идеальный» вектор 
должен обладать небольшим размером, со-
держать лишь необходимые для репликации 
элементы и исключать последовательности, 
нарушающие экспрессию целевого гена. 

Для повышения эффективности си-
стем доставки ДНК в клетки необходимо 
решать множество различных задач, таких 
как разработка методов увеличения копий-
ности плазмид без модификации их основ-
ной структуры и поиск стратегий селекции 
без использования антибиотиков.

Преимущества минималистичных бак-
териальных векторов должны стимулиро-
вать их внедрение в повсеместную практи-
ку, особенно из-за возможных регуляторных 
ограничений на применение генов антибио-
тикорезистентности в генно-терапевтиче-
ских препаратах.

Список литературы

1. Banu H., Prasad K.P. Role of plasmids in microbiolo-
gy // Journal of Aquaculture Research and Development. 2017. 
Vol. 8, Is. 466. P. 2. DOI: 10.4172/2155-9546.1000466.

2.  Tolmasky M.E., Alonso J.C. Plasmids: biology and 
impact in biotechnology and discovery // John Wiley & Sons. 
2020. 480 p. ISBN 978-1-683-67339-2.

3. Li X. et al. Evolution of plasmid-construction // Interna-
tional Journal of Biological Macromolecules. 2022. Vol. 209. 
P. 1319–1326. DOI: 10.1016/J.IJBIOMAC.2022.04.094.

4. Гуринович А.С., Титок М.А. Молекулярно-генетиче-
ский и функциональный анализ плазмиды pBS72 природных 
бактерий Bacillus subtilis // Микробиология. 2020. Т. 89. № 6. 
С. 646–657. DOI: 10.31857/S0026365620060063.

5. Syyam A. et al. Adenovirus vector system: construction, 
history and therapeutic applications // Biotechniques. 2022. 
Vol. 73, Is. 6. P. 297–305. DOI: 10.2144/btn-2022-0051.

6.  Castañeda-Barba S., Top E.M., Stalder T. Plasmids, a 
molecular cornerstone of antimicrobial resistance in the One 
Health era // Nature Reviews Microbiology. 2024. Vol. 22, Is. 1. 
P. 18–32. DOI: 10.1038/s41579-023-00926-x.

7.  Summers W.C. Plasmids: Histories of a Concept // 
Reticulate Evolution. Cham: Springer. 2015. С. 179–190.  
DOI: 10.1007/978-3-319-16345-1_6.

8. Ashwini M. et al. Advances in molecular cloning // Mo-
lecular Biology. 2016. Vol. 50. P. 1–6.

9. Lukacs G., Haggie P., Seksek O., Lechardeur D., Freed-
man N., Verkman A. Size-dependent DNA mobility in cytoplasm 
and nucleus // Journal of Biological Chemistry. 2000. Vol. 275, 
Is. 3. P. 1625–1629. URL: https://www.jbc.org/article/S0021-
9258(18)31087-1/fulltext (дата обращения: 17.04.2025).

10. Yin W., Xiang P., Li Q. Investigations of the effect of 
DNA size in transient transfection assay using dual luciferase 
system // Analytical Biochemistry. 2005. Vol. 346, Is. 2. P. 289–
294. DOI: 10.1016/j.ab.2005.08.029.

11. Ghaly T.M., Geoghegan J.L., Tetu S.G., Gillings M.R. 
The Peril and Promise of Integrons: Beyond Antibiotic Resis-
tance // Trends in Microbiology. 2020. Vol. 28, Is. 6. P. 455–464. 
DOI: 10.1016/J.TIM.2019.12.002.

12. Ebmeyer S., Kristiansson E., Larsson D.G.J. A frame-
work for identifying the recent origins of mobile antibiotic re-
sistance genes // Communications Biology. 2021. Vol. 4. P. 8.  
DOI: 10.1038/S42003-020-01545-5.

13.  Kast P. pKSS  – A second-generation general 
purpose cloning vector for efficient positive selection of 
recombinant clones // Gene. 1994. Vol. 138. № 1–2. P. 109–114.  
DOI: 10.1016/0378-1119(94)90790-0. 

14. Ross J.A., Ellis M.J., Hossain S., Haniford D.B. Hfq re-
structures RNA-IN and RNA-OUT and facilitates antisense pair-
ing in the Tn10/IS10 system // RNA. 2013. Vol. 19, Is. 5. P. 670–
684. [Электронный ресурс]. URL: https://rnajournal.cshlp.org/
content/19/5/670.short (дата обращения: 21.04.2025).


