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Ретинобластома - наиболее распространенная внутриглазная опухоль у детей, развива-
ющаяся из клеток предшественников нейронов и глиальных клеток сетчатки. Ретинобла-
стома составляет 3% от всех ювенальных онкологических заболеваний и в отсутствие
лечения приводит к летальному исходу [1]. Одним из перспективных способов подавления
роста раковых опухолей, включая ретинобластому, является индукция окислительного
стресса и апоптоза клеток, входящих в ее состав. Считается, что окислительная (дисуль-
фидная) димеризация рековерина и NCS1 - белков сетчатки, относящихся к семейству
нейрональных кальциевых сенсоров (НКС) - инициирует сигнальный каскад, запускаю-
щий апоптоз нейронов этой ткани [2]. Поскольку указанные НКС характеризуются повы-
шенной экспрессией в клетках ретинобластомы, индукция их окисления может рассмат-
риваться в качестве потенциального элемента терапии в отношении этого вида рака [3].

Целью работы является определение редокс-статуса рековерина и NCS1 при окисли-
тельном стрессе клеток линии ретинобластомы Y79, а также выявление внутриклеточных
условий, способствующих окислению этих белков. С применением метода иммуноблот-
тинга и других подходов показано, что окислительный стресс клеток Y79 сопровождается
накоплением дисульфидных димеров рековерина и NCS1. Получены рекомбинантные фор-
мы рековерина и NCS1 путем экспрессии соответствующих генетических конструкций в
бактериальных клетках и выделения целевых белков методами гидрофобной и ионобмен-
ной хромотографии. С использованием методов электрофореза в невосстанавливающих
условиях, а также теста Эллмана определены факторы, способствующие образованию
дисульфидных димеров рековерина и NCS1 in vitro. Показано, что димеризация обоих
исследуемых белков ингибируется в присутствии денатурирующего агента, что указы-
вает на специфичность и структурную детерминированность этого процесса. Установле-
но, что наиболее эффективно окисляются апо- и Zn2+-связанная формы NCS1, а также
Са2+-связанная и Zn2+/Сa2+-связанная формы рековерина. Продемонстрировано, что
восприимчивость рековерина и NCS1 к окислению определяется изменением поверхност-
ной доступности их сульфгидрильных групп, в зависимости от внутриклеточных условий,
оказывающих влияние на конформацию этих белков. Установлено, что в NCS1 SH-группа
оказывается наиболее экспонированной в отсутствие физиологических катионов, а также
в присутствии цинка, в то время как в рековерине - при одновременном присутствии ионов
кальция и цинка. На основании полученных данных высказано предположение, что по-
вышение внутриклеточной концентрации цинка, сопровождающее окислительный стресс,
вызывает накопление дисульфидных димеров NCS1 и рековерина, а значит факторы, спо-
собствующие этому повышению, могут индуцировать апоптоз раковых клеток.
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