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Ïîëó÷åíû äàííûå îá îáúåìå âíóòðèêëåòî÷íîãî êîìïàðòìåíòà, â êîòîðîì íàõîäèòñÿ èí-
òåðíàëèçèðîâàííûé òîêñèí, è êîíöåíòðàöèè òîêñèíà â íåì. Ñäåëàíû ïðåäïîëîæåíèÿ î ðîëè
àãðåãàòîâ èç ìîëåêóë òîêñèíîâ â òðàíñëîêàöèè A-öåïè â öèòîçîëü, ïðèâîäÿùåé ê ãèáåëè êëåòîê.
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Ðàñòèòåëüíûå òîêñèíû ðèöèí (R60) è âèñêóìèí
(MLI) èìåþò ñõîäíîå ñòðîåíèå è ñîñòîÿò èç äâóõ
ñóáúåäèíèö, îäíà èç êîòîðûõ îáëàäàåò ëåêòèíîâîé
àêòèâíîñòüþ è èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â ñâÿçûâàíèè
òîêñèíà ñ êëåòêîé, à âòîðàÿ îáëàäàåò òîêñè÷åñêîé
àêòèâíîñòüþ. Áîëüøàÿ ÷àñòü èíòåðíàëèçîâàííîãî òîê-
ñèíà ÷åðåç ðàííèå ýíäîñîìû âîçâðàùàåòñÿ ê êëåòî÷-
íîé ïîâåðõíîñòè [1]. Ìèíîðíàÿ æå ÷àñòü èíòåðíà-
ëèçîâàâøèõñÿ ìîëåêóë ÷åðåç àïïàðàò Ãîëüäæè (ÀÃ)
òðàíñïîðòèðóåòñÿ â ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì
(ÝÐ) è äàëåå ïîïàäàåò â öèòîçîëü, ãäå èíàêòèâèðó-
åò ðèáîñîìû [2]. Ïîêàçàíà íåîáõîäèìîñòü ðàçäåëå-
íèÿ ñóáúåäèíèö òîêñèíîâ äëÿ òðàíñëîêàöèè â öè-
òîçîëü [3]. Íàëè÷èå ðèöèíà â ðàííåýíäîñîìàëüíîì
êîìïàðòìåíòå ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî òàì æå
ìîæåò ïðîèñõîäèòü è âîññòàíîâëåíèå äèñóëüôèäíîé
ñâÿçè, ïðèâîäÿùåå ê òðàíñëîêàöèè ñâîáîäíîé À-ñóáú-
åäèíèöû â öèòîïëàçìó. Ñàìîïðîèçâîëüíîå âîññòàíîâ-
ëåíèå âîçìîæíî òîëüêî ïðè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè
òîêñèíà â äàííîì êîìïàðòìåíòå. Äëÿ âû÷èñëåíèÿ
êîíöåíòðàöèè íåîáõîäèìî çíàòü îáúåì, êîòîðûé çà-
íèìàåò èçâåñòíîå êîëè÷åñòâî òîêñèíà. Â äàííîé ðà-
áîòå ìû ïîñ÷èòàëè îáúåì êîìïàðòìåíòà, â êîòîðîì
äåòåêòèðóþòñÿ ìîëåêóëû òîêñèíîâ. Àíàëèç êîìïàð-
òìåíòîâ, â êîòîðûõ âûÿâëÿþòñÿ ìîëåêóëû òîêñèíîâ,
ìîæåò âíåñòè ñóùåñòâåííûå èçìåíåíèÿ â ñîâðåìåí-
íûå ïðåäñòàâëåíèÿ î òðàíñïîðòå òîêñèíîâ è ìîæåò
áûòü èñïîëüçîâàí ïðè ñèíòåçå èììóíîòîêñèíîâ.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Òîêñèíû

Ðèöèí (R60) âûäåëÿëè èç ñåìÿí êëåùåâèíû (Ri-
cinus communis), à âèñêóìèí (MLI) — èç ëèñòüåâ

îìåëû áåëîé (Viscum album). Òîêñèíû î÷èùàëè â ñî-
îòâåòñòâèè ñ îïèñàííîé ìåòîäèêîé [4, 5].

Ïîëó÷åíèå ìîíîêëîíàëüíûõ
àíòèòåë ïðîòèâ ðèöèíà

Ìûøåé ëèíèè Balb/ñ (ÍÈÈ áèîìîäåëåé ÐÀÌÍ,

Ðîññèÿ) èììóíèçèðîâàëè RÒÀ è R60 ïî ðàçëè÷íûì

ñõåìàì [6]. Òèòð àíòèòåë â ñûâîðîòêàõ êîíòðîëèðî-

âàëè ïðè ïîìîùè òâåðäîôàçíîãî èììóíîôåðìåíò-

íîãî àíàëèçà (ÒÈÔÀ). Ñëèÿíèå ñïëåíîöèòîâ ñ ìèå-

ëîìîé ëèíèè sp2/0 ïðîâîäèëè íà òðåòèé äåíü ïîñëå

áóñòåðíîé èììóíèçàöèè. Ìèåëîìó âûðàùèâàëè íà

ñðåäå RPMI 1640 (Sigma, ÑØÀ), ïåðâè÷íûå ãèáðè-

äîìû — íà ñðåäå ÍÀÒ (Sigma, ÑØÀ). Ñóïåðíàòàíòû

ñêðèíèðîâàëè ïðè ïîìîùè ÒÈÔÀ ñ áèîòèíèëèðî-

âàííûìè R60, RÒÀ è RTB â ðàñòâîðå. Îòîáðàííûå

ãèáðèäîìû ìíîãîêðàòíî êëîíèðîâàëè ìåòîäîì ëè-

ìèòèðóþùèõ ðàçâåäåíèé. Ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòå-

ëà íàêàïëèâàëè â àñöèòíîé æèäêîñòè è âûäåëÿëè

ìåòîäîì àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè íà ïðîòåèí À-ñå-

ôàðîçå (Pharmacia, Sweden).

Ïîëó÷åíèå ôëóîðåñöåíòíûõ êîíúþãàòîâ

Î÷èùåííûå òîêñèíû êîíúþãèðîâàëè ñ ôëóîðî-

õðîìàìè äëÿ èõ âèçóàëèçàöèè ìåòîäàìè êîíôîêàëü-

íîé ìèêðîñêîïèè. Äëÿ ýòîãî cóõîé ôëóîðåñöåèíèçî-

òèîöèàíàò (ÔÈÒÖ) ðàçâîäèëè â ÄÌÑÎ äî êîíöåíò-

ðàöèè 100 ìã/ìë. Áåëêè ïåðåâîäèëè â êàðáîíàòíûé

áóôåð (ðÍ 9,0), ñîäåðæàùèé 1 Ì NaHCO3, 20 mM

ëàêòîçó, è êîíöåíòðèðîâàëè äî ñîäåðæàíèÿ 2 ìã/ìë.

Çàòåì ñìåøèâàëè ðàñòâîðû áåëêà â êàðáîíàòíîì áó-

ôåðå è ÔÈÒÖ â ÄÌÑÎ òàê, ÷òîáû èçáûòîê ÔÈÒÖ

ñîñòàâëÿë äëÿ ðèöèíà 25-êðàòíûé ìîëÿðíûé èçáû-
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òîê, äëÿ âèñêóìèíà — 20-êðàòíûé ìîëÿðíûé èçáû-
òîê. Èíêóáèðîâàëè ñ ïåðåìåøèâàíèåì 24 ÷ ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå. Ñ ïîìîùüþ ãåëü-ôèëüòðàöèè
íà êîëîíêå PD10 c ñîðáåíòîì Sephadex G25 î÷èùà-
ëè ïðîáû îò íåñâÿçàâøåãîñÿ ñ áåëêîì ÔÈÒÖ. Ïåðå-
âîäèëè áåëîê â ÔÑÁ (ðÍ 7,4). Êîëè÷åñòâî ãðóïï
ÔÈÒÖ, âíåñåííûõ â îäíó ìîëåêóëó áåëêà, áûëî
îöåíåíî ïî ñëåäóþùåé ôîðìóëå: Ìîëü ÔÈÒÖ/Ìîëü
áåëêà = 2,87 · ÎÏ495/[ÎÏ280 – ÎÏ495 · 0,35], ãäå
ÎÏ — îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü ïðè ñîîòâåòñòâóþùåé
äëèíå âîëíû. Ñîîòíîøåíèå êîëè÷åñòâà êðàñèòåëÿ
ê êîëè÷åñòâó áåëêà ñîñòàâèëî äëÿ ðèöèíà — 4,2; äëÿ
âèñêóìèíà — 3,3.

Áèîòèíèëèðîâàíèå áåëêîâ

Áåëêè êîíúþãèðîâàëè ñ áèîòèíàìèä-N-ãèäðî-
ñóêöèíèìèäíûì ýôèðîì â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåí-
äàöèÿìè ïðîèçâîäèòåëÿ (Sigma, ÑØÀ). Áèîòèíàìèä-
N-ãèäðîñóêöèíèìèäíûé ýôèð ðàñòâîðÿëè â ÄÌÑÎ
(10 ìã/ìë) è äîáàâëÿëè ê ìîíîêëîíàëüíûì àíòèòå-
ëàì, ðàñòâîðåííûì â ÔÑÁ. Èíêóáèðîâàëè â òå÷å-
íèå 1 ÷ ïðè +37°Ñ è â òå÷åíèå 15 ÷ ïðè +4°Ñ. Êîí-
öåíòðàöèÿ áåëêîâ ñîñòàâëÿëà íå ìåíåå 0,3 ìã/ìë,
ìîëÿðíîå ñîîòíîøåíèå áåëîê/áèîòèí — 1/20. Ðåàê-
öèþ îñòàíàâëèâàëè 0,01% NaN3. Îò íåñâÿçàâøåãîñÿ
ñ áåëêîì áèîòèíàìèä-N-ãèäðîñóêöèíèìèäíîãî ýôè-
ðà èçáàâëÿëèñü ñ ïîìîùüþ ãåëü-ôèëüòðàöèè íà Se-
phadex G25. Áåëîê ýëþèðîâàëè ñ êîëîíêè ÔÑÁ. Êà-
÷åñòâî áèîòèíèëèðîâàíèÿ îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ
òâåðäîôàçíîãî èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà.

Îïðåäåëåíèå êîíöåíòðàöèè R60
â ëèçàòàõ êëåòîê, ïðåäîáðàáîòàííûõ R60

Êëåòêè ëèíèé Ñ6 è 3T3 âûðàùèâàëè íà ÷àøêàõ
Ïåòðè 3 ñóò, ïîñëå ÷åãî äîáàâëÿëè 1 ìêã/ìë R60
è èíêóáèðîâàëè ïðè 37°Ñ è 6% CO2 â òå÷åíèå ðàç-
ëè÷íûõ âðåìåííûõ èíòåðâàëîâ. Çàòåì êëåòêè îò-
ìûâàëè îò íåñâÿçàâøåãîñÿ òîêñèíà õîëîäíûì ðàñò-
âîðîì ëàêòîçû è ìåõàíè÷åñêè ñíèìàëè ñ ïëàñòè-
êà. Ïîëó÷åííóþ âçâåñü öåíòðèôóãèðîâàëè (7 ìèí,
1500 îá/ìèí). Ñóïåðíàòàíòû îòáèðàëè â íîâûå ïðî-
áèðêè, à îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â 350 ìêë ëèçè-
ðóþùåãî ðàñòâîðà (0,1 Ì NaCl, 10 ìÌ Na2HPO4,
1% Triton X-100 è 1 ìÌ PMSF, pH 7,4), èíêóáèðî-
âàëè ïðè 4°Ñ 20 ìèí è öåíòðèôóãèðîâàëè 10 ìèí
ïðè 5000 îá/ìèí [7].

Òåñò-ñèñòåìó 1RK2/2RK1bi [6, 8] èñïîëüçîâà-
ëè äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè R60. Â êà÷åñòâå
êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè ëèçàòû êëåòîê ñîîòâåòñòâó-
þùèõ ëèíèé, íå îáðàáîòàííûõ òîêñèíàìè. Ïðè ïî-
ñòðîåíèè êàëèáðîâî÷íûõ êðèâûõ èñïîëüçîâàëè äàí-
íûå äëÿ R60, ðàçâåäåííîãî íà ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ
ñîîòâåòñòâóþùèõ ëèíèé êëåòîê.

Ïîëó÷åíèå è äàëüíåéøèé àíàëèç èçîáðàæåíèé

Èçîáðàæåíèÿ áûëè ïîëó÷åíû íà êîíôîêàëüíîì
ëàçåðíîì ñêàíèðóþùåì ìèêðîñêîïå (Axiovert 200M

510 Meta, Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Ñåðèè îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ
ïîëó÷àëè ëèáî ñ îäíîãî èç êàíàëîâ, ëèáî ñèíõðîí-
íî ñ äâóõ. Óñòàíîâêó ðàçìåðîâ pinhole äëÿ ïîëó÷å-
íèÿ èçîáðàæåíèé ñ âûñîêèì ðàçðåøåíèåì ïðîâîäè-
ëè ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöèÿì ïðîèçâîäèòåëåé ñèñòå-
ìû. Äàëüíåéøóþ îáðàáîòêó âûïîëíÿëè ñ ïîìîùüþ
ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ èçîáðà-
æåíèé èñïîëüçîâàëè îáúåêòèâû Plan-Neofluar 40x/1,3
Oil Dic, Plan-Apochromat 63x/1,4 Oil Dic è Plan-Apo-
chromat 100x/1,4 Oil. Íàñòðîéêè ëàçåðîâ è àíàëèçèðó-
þùèõ ôèëüòðîâ, ðåêîìåíäîâàííûå ïðîèçâîäèòåëåì,
ïîäáèðàëèñü èíäèâèäóàëüíî äëÿ êàæäîãî êðàñèòåëÿ.
Äèàìåòð ïèíõîëà (pinhole) — 1 äèñê Ýéðè (Airy unit),
äàþùèé îïòèìàëüíîå ñîîòíîøåíèå ñèãíàëà ê øóìó.
Àíàëèç ïðîâîäèëè, èñïîëüçóÿ ïðîãðàììíîå îáåñïå-
÷åíèå Zeiss LSM 510Meta Software release 3.2, ImageJ
1.39q, AutoQuant 9.3 è Adobe Photoshop CS2.

Ðåçóëüòàòû

Àêòèâíîñòü êàòàëèòè÷åñêîé ñóáúåäèíèöû ÐÈÁ2
î÷åíü âûñîêà, ïîýòîìó äëÿ ãèáåëè êëåòêè ìîæåò
áûòü äîñòàòî÷íî îäíîé ìîëåêóëû òîêñèíà, ïîïàâøå-
ãî â öèòîçîëü [9]. Ñòîëü ìàëîå ñîäåðæàíèå òîêñèíà,
íåîáõîäèìîå äëÿ îñòàíîâêè ñèíòåçà áåëêà, ïðèâîäèò
ê åùå îäíîìó ðåçóëüòàòó: â ìîìåíò îñòàíîâêè áåëêî-
âîãî ñèíòåçà áîëüøàÿ ÷àñòü âíóòðèêëåòî÷íîãî òîê-
ñèíà âñå åùå íàõîäèòñÿ â ðàííèõ ýíäîñîìàõ [10].
Íà ôîíå ýòîãî êîëè÷åñòâà òîêñèíà, íåïîñðåäñòâåííî
íå ó÷àñòâóþùåãî â äåãëèêîçèëèðîâàíèè ðèáîñîì,
âûÿâèòü ôðàêöèþ, âîâëå÷åííóþ â îñòàíîâêó ñèíòåçà
áåëêà, ÷ðåçâû÷àéíî òÿæåëî.

Â òî æå âðåìÿ èññëåäîâàíèå ýòîé ìèíîðíîé
ôðàêöèè âàæíî äëÿ âûÿâëåíèÿ êàê êëåòî÷íûõ êîì-
ïàðòìåíòîâ, â êîòîðûõ âîññòàíàâëèâàåòñÿ äèñóëü-
ôèäíàÿ ñâÿçü, òàê è ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ, çà-
äåéñòâîâàííûõ â åå âîññòàíîâëåíèè. Îïðåäåëåíèå
ìåñòà, ãäå ïðîèñõîäèò âûñâîáîæäåíèå ñâîáîäíîé
À-ñóáúåäèíèöû, ïîçâîëèò ïîêàçàòü êîìïàðòìåíòû,
èç êîòîðûõ ïðîèñõîäèò åå òðàíñëîêàöèÿ â öèòîçîëü,
è îïðåäåëèòü âíóòðèêëåòî÷íûå ïóòè òðàíñïîðòà òîê-
ñèíîâ, ïðèâîäÿùèå ê ãèáåëè êëåòîê.

Àíàëèç îáúåìà âåçèêóë, ñîäåðæàùèõ ðèöèí

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ îáúåìà âåçèêóë, ñîäåðæàùèõ
ðèöèí, áûëè ïîëó÷åíû íàáîðû îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ.
Êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ òîêñèíîì, êîíúþãèðîâàí-
íûì ñ ÔÈÒÖ, è àíàëèçèðîâàëè íà êîíôîêàëüíîì
ìèêðîñêîïå, ïîñëå ÷åãî ñîçäàâàëè òðåõìåðíóþ ðå-
êîíñòðóêöèþ.

Àíàëèç îáùåãî îáúåìà âåçèêóë íå ìîæåò áûòü
âûïîëíåí ìèêðîñêîïè÷åñêèìè ìåòîäàìè. Îãðàíè÷å-
íèÿ, íàëàãàåìûå îïòè÷åñêèì ðàçðåøåíèåì ïðèáîðà,
ïîçâîëÿþò óñòàíîâèòü òîëüêî îáúåì, áîëüøå êîòîðî-
ãî îáúåêò áûòü íå ìîæåò, ïðè ýòîì ìèíèìàëüíûå ðàç-
ìåðû ìîãóò ñèëüíî âàðüèðîâàòüñÿ. Ýòîò ôàêò îáúÿñ-
íÿåòñÿ òåì, ÷òî îáúåêòû, ðåàëüíûå ðàçìåðû êîòîðûõ
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ìåíüøå ðàçðåøåíèÿ ïðèáîðà, áóäóò ðåãèñòðèðîâàòü-
ñÿ îïòè÷åñêîé ñèñòåìîé êàê ðàâíûå ðàçðåøåíèþ.

Áîëåå òî÷íàÿ êàðòèíà ñîçäàåòñÿ ïðè ïðîãðàììíîé
îáðàáîòêå ïîëó÷åííûõ èçîáðàæåíèé, íàçûâàåìîé äå-
êîíâîëþöèåé [11]. Îáùèé ïðèíöèï äåêîíâîëþöèè —
ìàòåìàòè÷åñêèé àíàëèç ôóíêöèè ðàñïðåäåëåíèÿ òî÷-
êè, ïîçâîëÿþùèé äîáèòüñÿ áîëåå ÷åòêèõ èçîáðàæå-
íèé è ÷àñòè÷íî èñïðàâèòü îøèáêè, âîçíèêàþùèå
ïðè ïîëó÷åíèè èçîáðàæåíèé. Òàêèì îáðàçîì äåêîí-
âîëþöèÿ äàåò áîëåå êîððåêòíûå ðàçìåðû àíàëèçèðó-
åìîãî îáúåêòà. Ïðè ýòîì äàííûé ìåòîä íå äàåò âîç-
ìîæíîñòè êîððåêòèðîâàòü âñå ïîãðåøíîñòè èçîáðà-
æåíèÿ, õîòÿ è ïðèâîäèò ê áîëåå òî÷íûì ðåçóëüòàòàì.

Èçîáðàæåíèÿ äëÿ àíàëèçà áûëè ïîëó÷åíû ñ ðàç-
ðåøåíèåì, ïðè êîòîðîì ðåàëüíûå ðàçìåðû ïèêñåëÿ
ñîñòàâëÿþò 60 íì. Ðàññòîÿíèå ìåæäó äâóìÿ ñîñåäíè-
ìè îïòè÷åñêèìè ñëîÿìè ñîñòàâèëî 100 íì. Äàííûå
öèôðû ïîäîáðàíû ñïåöèàëüíî, ÷òîáû ðàçìåðû ïî-
ëó÷åííûõ âîêñåëåé (ïñåâäîîáúåìíûõ åäèíèö èçîáðà-
æåíèÿ) áûëè ìåíüøå ðàçðåøåíèÿ îïòè÷åñêîãî ìèê-
ðîñêîïà. Òàêîå èçáûòî÷íîå ðàçðåøåíèå íåîáõîäèìî
äëÿ êîððåêòíîãî àíàëèçà ïðè äåêîíâîëþöèè.

Íåîáðàáîòàííûå äàííûå èìåëè ðåàëüíîå ðàçðå-
øåíèå îêîëî 220 íì, îäíàêî àïåðòóðà èñïîëüçîâàí-
íîãî îáúåêòèâà (1,4) ïîñëå äåêîíâîëþöèè ïîçâîëÿåò
ïîëó÷èòü âèðòóàëüíîå ðàçðåøåíèå � 140 íì. Ïîñëå
îáðàáîòêè â ïðîãðàììå AutoQuant 9.3 áûë ïðîàíà-
ëèçèðîâàí îáùèé îáúåì ôëóîðåñöèðóþùèõ âåçèêóë.

Àíàëèçèðóåìûé îáúåì ïîñëå äåêîíâîëþöèè ñî-
ñòàâëÿåò 215 ± 40 ìêì3, ÷òî ïî÷òè â 3 ðàçà ìåíüøå,
÷åì îáúåì âåçèêóë, ïîëó÷åííûé ñ íåîáðàáîòàííûõ
èçîáðàæåíèé. Îáúåì êîìïàðòìåíòà ñ èñõîäíûõ èçî-
áðàæåíèé ñîñòàâèë 540 ± 120 ìêì3.

Êîëè÷åñòâî ðèöèíà â êëåòêàõ
ïîñëå îáðàáîòêè ðèöèíîì

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñòâà ðèöèíà â êëåòêàõ
èñïîëüçîâàëè òåñò-ñèñòåìó íà îñíîâå ìîíîêëîíàëü-
íûõ àíòèòåë 1RK2/2RK1-bi. Äàííàÿ òåñò-ñèñòåìà ïî-
çâîëÿåò äåòåêòèðîâàòü êîíöåíòðàöèþ ðèöèíà ìåíåå
1 íã/ìë (ðèñóíîê). Êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ òîêñèíà-
ìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ ôëóîðåñöåíòíûìè êðàñè-
òåëÿìè, êàê îïèñàíî â ìåòîäàõ. ×åðåç ÷àñ èíêóáàöèè
ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ çàáèðàëè è îïðåäåëÿëè êî-
ëè÷åñòâî íåñâÿçàâøåãîñÿ â íåé òîêñèíà, à êëåòêè
ôèêñèðîâàëè äëÿ äàëüíåéøåãî ìèêðîñêîïèðîâàíèÿ.

Êîëè÷åñòâî òîêñèíà âíóòðè êëåòîê îïðåäåëÿëè êàê
ðàçíèöó ìåæäó èñõîäíûì êîëè÷åñòâîì ðèöèíà è êî-
ëè÷åñòâîì â ñðåäå èíêóáèðîâàíèÿ.

Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå â ÒÈÔÀ, ïîçâîëèëè îï-
ðåäåëèòü ñðåäíåå êîëè÷åñòâî áåëêà â êëåòêå. Äëÿ ýòî-
ãî îáùèé îáúåì ôëóîðåñöèðóþùèõ âåçèêóë â îäíîé
êëåòêå áûë ðàçäåëåí íà ñðåäíåå êîëè÷åñòâî áåëêà â
ïåðåñ÷åòå íà 1 êëåòêó, ïîëó÷åííîå â ÒÈÔÀ. Ïîêàçà-
íî, ÷òî ñðåäíÿÿ êîíöåíòðàöèÿ òîêñèíà â âåçèêóëÿð-
íîì êîìïàðòìåíòå, ñîäåðæàùåì òîêñèí, ñîñòàâëÿåò
íå ìåíåå 1,31 · 10–7 Ì ïîñëå äåêîíâîëþöèè è íå ìå-
íåå 5,25 · 10–8 Ì â ñëó÷àå íåîáðàáîòàííûõ äàííûõ.

Äëÿ àíàëèçà âèñêóìèíà èñïîëüçîâàëè òåñò-ñèñ-
òåìó íà îñíîâå ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë MNA4 è
MNA9, îïèñàííóþ ðàíåå [12]. Ðåçóëüòàòû äëÿ âèñêó-
ìèíà îêàçàëèñü àíàëîãè÷íûìè ðåçóëüòàòàì äëÿ ðè-
öèíà. Êîíöåíòðàöèÿ MLI â êëåòî÷íîì êîìïàðòìåí-
òå ñîñòàâëÿåò ïðèìåðíî 10–7 Ì (äàííûå íå ïðåä-
ñòàâëåíû).

Ñòîëü âûñîêàÿ êîíöåíòðàöèÿ òîêñèíîâ â äàííîì
êîìïàðòìåíòå ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü âîçìîæíîñòü
ñàìîïðîèçâîëüíîãî âîññòàíîâëåíèÿ äèñóëüôèäíîé
ñâÿçè â íåêîòîðûõ ìîëåêóëàõ òîêñèíîâ, à òàê æå âîç-
ìîæíîñòü ïðèâîäèòü ê îáðàçîâàíèþ àãðåãàòîâ, ñïî-
ñîáíûõ íàðóøèòü öåëîñòíîñòü ìåìáðàíû, ÷òî â ñâîþ
î÷åðåäü ìîæåò ïðèâåñòè ê òðàíñëîêàöèè À-ñóáúåäè-
íèöû â öèòîçîëü è âûçâàòü îñòàíîâêó ñèíòåçà áåëêà.
Çíàíèå òî÷íûõ ìåõàíèçìîâ è ïóòåé òðàíñïîðòà
ÐÈÁ2 ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî ïðè ñîçäàíèè îïòè-
ìàëüíîãî èììóíîòîêñèíà, êîòîðûé ìîæíî áóäåò
èñïîëüçîâàòü â òåðàïèè îïóõîëåâûõ çàáîëåâàíèé.
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TOXIN CONCENTRATIONS IN THE ENDOSOMAL COMPARTMENT
OF CELLS PRETREATED WITH RICIN AND VISCUMIN

Sh.Yu. Khapchaev, S.S. Gutor, Y.P. Kamynsky, E.E. Cremer,
S.V. Kryvostchecov, I.V. Mylto, A.G. Perschina, I.V. Petrova,
I.V. Saltycova, N.S. Subbotina, K.V. Kchvorylova

We estimated the volume of an internalyzed toxin containing intracellular compartment and
assessed the toxin concentration therein. We hypothesize a role for toxin aggregates in a lethal-to-cell
translocation of A-chain to cytosol.

Key words: ricin, viscumin, confocal microscopy, monoclonal antibody.
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