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В обзоре обобщены литературные данные об эндогенном АОР-рибозилировакин 
у эукариот. Приведен собственный экспериментальный материал и результаты иссле­
дований других авторов об особенностях этого процесса в нервной ткани, на осно­
вании чего выдвинуто представление о том, что в ней осуществляется широкий круг 
реакций ферментативного ADP-рибозилирования: ноли-АРР-рибознлнрованис, оли­
го (ADP-рибозилировапие) и несколько типов моно-АРР-рибозплироваппя. Соответ­
ствующие ферменты отличаются субклеточной локализацией и, вероятно, выполняют 
различные функции в нервной клетке.

Рассмотрен также вопрос об участии белковых факторов мозга в реализации 
действия бактериальных токсинов, в связи с чем излагаются современные взгляды 
на роль ADP-рибозплпрования в трансдукции сигнала рецепторными системами.

В заключение обсуждаются наиболее важные и перспективные направления 
дальнейшего исследования процесса ADP-рибознлнрования в НС.ADP-рибозилироваиие относится к числу наиболее распростра­ненных в природе посттраислянионных модификаций различных кле­точных белков. NAD используется в качестве уникального субстрата в этом процессе, являясь донором ADP-рибозы. Существует два типа реакций ADP-рибозилирования: моно- <и нолн-АОР-рнбозилирование, осуществляемые различными ферментными системами. Образующиеся конъюгаты отличаются не только длиной ADP-рибозной цепи, кото­рая может носить как линейный, так и разветвленный характер (рис. 1, а, 
б), но и природой химической связи: N-гликозидпой, характерной для моно-АОР-рибозилировання и О-гликозидпой—для поли-АОР-рнбозч- лировання [1]. Акцепторными аминокислотами белков в реакциях моно-ЛВР-рибози- :nnna::i:;i являются бы-•;՛.> аргинин, дифтамнд (мо­дифицированный остаток гистидина), аепара;ни, лизин как недавно было установлено, цистеин, а в реакциях поли-АОР-рибо... жирова­ния—глутаминовая кислота и лизин (рис. 2).Качалу изучения процессов АОР-рибозилирования положили ис­следования, проведенные в лаборатории Р. Mandel, впервые обнару­жившего поли (ADP-рибоза) синтетазную активность и существование полимера ADP-рибозы in vivo [2, 3]. Впоследствии было установлено,
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что связанная с хроматином ноли (ADP-рибоза) синтетазная актив­ность катализирует перенос остатков ADP-рибозы с NAD на гистоны и другие ядерные белки [4, 51. Было накоплено много данных, сви­детельствующих о том, что физиологическая значимость реакций по- ли-АВР-рибозилирования связана с модификацией структуры и функ­ции хроматина. Поли (ADP-рибоза)синтетаза абсолютно зависима от ДНК. активность фермента не проявляется в отсутствие ДНК или ее
а Л ■ । 

л Д-> 
р-р

Рис. 1. а. Синтез uono-ADP-рнбо- 
зол-бс.тков, катализируемый ADP-ри- 
бозил-трансферазами: б. Сжжтез ли­
нейных или разветвленных поли 
(ADP-рибозил) белков, катализируе­
мых (ЛРР-рибоза)полнмерлзой (по- 

ли-АПР-рибоза-спнтетазой)

фрагментов [6]. Установлено участие поли-АОР-рибозилированяя в регуляции синтеза, репарации и репликации ДНК, генных перестроек и перемещений, клеточной дифференцировке и трансформации, то есть практически во всех процессах, сопровождающихся разрывом и сборкой нитей ДНК [7, 8]. Структурные изменения в хроматине, обусловленные АОР-рибозилироваиием гистонов, приводят к коидеп- ■сации хромосом и облегчают доступ к ДНК ДНК-регенерирующих ферментов. Кроме того, АОР-рибозилирование модулирует н’:>о -активность ряда ДНК-связывающих ферментов, таких как а- и р-ДНК-полимеразы, ДНК-топоизомеразы I >и II, ДНК-лиаза II, Са2*՜, Мб2՛-зависимая 5«донуклеаза и т. д.Процесс мопо-АЭР-рибозилирования осуществляется мопо-АПР- рибознлтрансферазами, которые обычно имеют цитоплазматическую, митохондриальную или мембранную локализацию [8]. Долгое время господствовало мнение, что моио-АОР-рибэзилирование является преро­гативой прокариот на основании того, что у эукариот не удавалось обнаружить моно-АОР-рибозилтрансферазной активности, несмотря иа присутствие акцептирующих белков. Это положение подтверждалось тем, что моно-АВР-рибозилирование является общим механизмом дей­ствия на клеточный метаболизм ряда бактериальных токсинов. Срав­нительно недавно (в конце 70-х—начале 80-х гг.) моно-АОР-рнбозил- трансферазпая активность былд обнаружена у эукариотических ор­ганизмов. Впервые моно-АВР-рибозилтрансфераза была выделена из эритроцитов индюка и человека [9] и растворимой фракции печени.374



крыс [10], Затем подобный ферм, н г. осуществляющий специфическую модификацию аргинина и других гуанидиновых соединений, был об­наружен в .мембранах тиреоидных клеток [11], ядерной фракции пе­чени кур [•_'], саркслглазматидеском ретикулуме скелетных мышц кролика [13] и т. Д. В последнее время описаны также эндогенные
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Рис. 2. Акцепторные аминокислоты в реакциях моио-АОР-рнбозилиро- 

ванпя (а) н поли-АВР-рибозилнрования (б)АОР-рибозилтрансферазы, специфическим образом модифицирующие остатки гистидина [14, 15] и цистеина [16] в белках. Все эти моио- АВР-рибозилтрансферазы, несмотря на многочисленные отличия фи­зико-химических свойств, имеют много общего с бактериальными ток­синами, механизм действия которых на клеточный метаболизм до­вольно хорошо изучен. Полагают, что аргинин- и цистеннспецифиче- ские эндогенные АОР-рибозилтрансферазы принимают участие в регуля­ции активности аденилатциклазы (ЛЦ) подобно холерному и коклюшному токсину, которые АОР-рибозилирует регуляторные ОТР-связывающие белки адепнлатцнклазной системы. Об этом свидетельствует то об­стоятельство, что многими исследователями установлено, что АОР- рибознлирование в ряде тканей (щитовидная железа, мозг, эритро­циты) сопровождается стимулированием активности АЦ. Правомочно также утверждение об идентичности механизма действия АйР-рибо- 
375



зилтрансфераз, обнаруженных в пораженных вирусом полиомы поч­ках хомячка [14] >и печени быка [15] и дифтерийного токсина, мо­дифицирующего остаток дифтамнда фактора элонгации Е; у эукариот, что приводит к угнетению синтеза белка, препятствуя проникнове­нию в рибосомы пептидил-тРНК.Вышеизложенное убедительно демонстрирует участке эндогенных ADP-рибозилтрансфераз в регуляции клеточного метаболизма. Од­нако, для того, чтобы рассматривать этот процесс в качестве реакции универсальной посттрансляциоиной модификации белков, необходимо получить доказательства его обратимости аналогично, например, фос­форилированию или ацетилированию. В этой связи следует отметить, что недавно было показано существование ферментов, катализирую­щих высвобождение ADP-рибозы из MOHo-ADP-рпбознлированных бел­ков. Эта активность была обнаружена в эритроцитах индюка [16]. трансформированных вирусом Simian-40 фибробластах [17] и раство­римой фракции скелетных мышц [18]- Остается неясным вопрос о связи между метаболизмом поли (ADP-рибозы) и ADP-рибозы в орга­низме, несмотря на то, что NAD является субстратом в обоих тинах реакций ADP-рибозилироваиия. Прямых данных в этом отношении нет, однако небезынтересно, что в ряде случаев реакции поли-ADP-pn- бозилироваиия протекают в цитоплазме [19. 20], а типичная мо- Ho-ADP-рибозилтрансфераза была обнаружена Shimoyama и соавт. в ядерной Фракции печени, где она осуществляет ADP-рибозилнрованне ряда белков, в том числе гистонов [12].Поли-АД Р-рибозилированис в мозгу(ADP-рнбоза) полимераза, катализирующая ковалентное присое­динение к белкам АОР-рибозильного остатка NAD с последующим синтезом поли-АОР-рпбозы посредством (I11—2') рпбозо-рибозной связи, была впервые обнаружена в ядерной фракции мозга крыс в 1980 г. [21]. Показано, что наиболее высокой активностью фермента обладают ядра нейронов, в глии она выше в астроцитах, по сравне­нию с олигодендроцитами. Ядерная (ADP-рнбоза)полимераза мозго­вой ткани обнаруживает абсолютную зависимость от ДПК и ее ак­тивность в интактных ядрах значительно ниже, чем в разрушенных, что связано с возможной фрагментацией ДНК [22].В дальнейшем была предпринята попытка выделить и очистить (ADP-рибоза) полимеразу из мозговой ткани. Заалншвили и соавт- изолировали фермент из ядерной фракции мозга крыс [23, 24]. При применении аффинной хроматографии на ДПК-сахарозе ими был по­лучен препарат фермента со степенью очистки 123 раза и выходом 1 1,2%. Обнаружено стимулирующее влияние ионов магния и спермина на активность фермента, а также фрагментации ДНК под влиянием ДНК-азы I [24], что указывает на участие (ADP-рибоза)полимеразы в репарации ядерной ДНК.
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Исследования. проведенные в лаборатории Mandel [25]. устано­вили, что, помимо ядерной фракции, (ADP-рибоза)полимераза при­сутствует во фракции опиаптическнх и несинаптических митохондрий мозга, где се активность сопоставима с таковой в митохондриях пе­чени и составляет около 20 п.моль/мг белка/10 мин при 37°. Еще более высокая активность (ADP-рибоза)полимеразы была обнаружена в цитоплазматической рибонуклеопротсиновой фракции мозга, содер­жащей мРНК (։. и. inRX’P) [26, 27]. Характерно, ч:о митохондриаль­ный фермент, в отличие от ядерной (ADP-рибоза)полимеразы, ката­лизирует присоединение небольшого числа ADP-рибозных остатков (6—7) к акцентирующим белкам, что послужило основанием Mandel и соав։. выделить его в группу олиго (ADP-рибозил) трансфераз [25, 27]. Столь разнообразная локализация фермента в мозговой ткани, ио-видимому, обуславливает правильность подхода некоторых иссле­дователей к его изолированию из цельного мозга. Описана методика выделения (ADP-p-нбоза) полимеразы из мозга крупного рогатого скота и охарактеризованы основные' физико-химические свойства выделен­ного фермента [28]. Путем осаждения экстракта цельного мозга суль­фатом аммония .«• .последовательной хроматографии надосадочной жидкости на ДНК-целлюлозе, Red-ссфарозе и гндроксилапатите был выделен фермент со степенью очистки 5300 раз и выходом 19%. Мг фермента равна 113 кД, что соответствует величине Мг (ADP-рибоза) полимеразы из других источников (тимус, семенники и т. д.). Выде­ленный фермент существенно не отличался от описанных в литературе (ADP-рибоза) полимераз и по ряду других фнзико-хи.мических пара­метров (рИ-зависнмость, величина У.А., Km NAD, ингибирование ана­логами субстрата). Характерно, что (ADP-рибоза)полимераза мозга, в отличие от фермента из тимуса и семенников, проявляет некоторую активность в отсутствие ДНК, что, вероятно, можно объяснить за счет фермента mRNP-фракции, который, по данным Mandel [26], не является ДНК-зависимым.ADP-рибозилирование белков под влиянием бактериальных ток­синов п участие в этом процессе белковых факторов мозга.Известно, что в сопряжении различных рецепторов с ферментами мембран и ионными каналами принимают участие GTP-связывающие белки (G-белки), выполняющие роль внутриклеточных переносчиков сигнала. Если в ряде случаев остается невыясненным, каким образом G-белки взаимодействуют с эффекторными системами (фосфолипаза С, фосфолипаза А», активируемые мускарином К+-каналы и т. д.), то в отношении АЦ этот вопрос достаточно хорошо изучен. G-белки АЦ-систсмы, в зависимости от оказываемого ими влияния на актив­ность фермента подразделяются на 2 категории: стимулирующие (Gs-белки) и ингибирующие (Gi, Go и G(j -белки)- Все они обладают GTP-азной активностью, имеют тримерную структуру, состоят из а, р, -у-субъединиц, причем в обоих типах белка р- и у-субъединицы
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Прочно связаны и обычно функционируют в комплексе. а-Субъединица каждого из этих белков отличается велпчной Мг: 45 или 52 кД у Оя-белков и 41, 39 и 40 кД соответственно у С։, О0 и 0՜-белков [29].Активация АЦ при присоединении лиганда к рецепторному белку осуществляется путем прямого взаимодействия а-субъединнцы Сы- белка (ая) с ферментом. Ингибирование же АЦ наступает в резуль­тате комбинированного действия нескольких факторов. Прежде всего Ру-субъединицы, высвобождающиеся из О-ингибиторпых белков при связывании агониста с рецептором, взаимодействуют с «-субъедини­цей Дз-белка, образуя с ней трнмериый комплекс, вследствие чего снижается концентрация свободной а.я, являющейся непосредствен­ным активатором АЦ [30]. Кроме того, а-субъединнца 01-белка кон­курирует с ая за присоединение к АЦ, а ру-субъединицы О-белков сами по себе оказывают ингибирующее влияние на активность фер­мента [31]. Наконец, установлено, что ру-субъедииины Огбелков с высоким сродством связываются с кальмодулином, являющимся по­тенциальным активатором АЦ, после чего он перестает активировать фермент. Таким образом, в присутствии кальмодулина ингибирование АЦ Ру-субъединицами О-белков носит бифазный -характер: в низких концентрациях они, связываясь с ним, ингибируют активность АЦ, а в высоких концентрациях оказывают этот эффект путем непосредст­венного взаимодействия с ферментом [32].Столь подробное описание нами регуляторных О-белков адени­латциклазной системы обусловлено тем, что их АОР-рпбозилирование лежит в основе механизма действия ряда бактериальных токсинов на животный организм. В частности, холерный токсин (холераген) ка­тализирует АОР-рибозилирование ая, что приводит к 'ингибированию присущей ей активности ОТР-азы и выключает реакцию ОТР-ООР-об- мена, благодаря чему АЦ остается необратимо активированной. В клетках кишечного эпителия обусловленное действием холёрагена бесконтрольное повышение уровня сА.МР приводит к выбросу боль­ших количеств Ыа* и воды в просвет кишечника, что является при­чиной тяжелой диарреи. Аналогичным образом действуют некоторые штаммы патогенной Е. соН, продуцирующие энтеротоксин, функцио­нально и иммунологически близкий к холерагепу [33]- Исследования, проведенные в лаборатории Л. Мозе (США) однозначно показали, что акцепторной аминокислотой в процессах АОР-рнбозилироваппя, ката­лизируемых холерагеном, является аргинин. Показано, что субстратом реакции могут быть свободный аргинин или другие низкомолекуляр­ные гуанидиновые соединения [34, 35].Стимулирование АЦ пол влиянием коклюшного токсина происхо­дит в результате АОР-рибозилирования а-субъедииины Отингибнтор- пых белков («а), в результате чего О| перестают функционировать в качестве медиаторов связанного с рецепторами ингибирования АЦ. При этом снижается или полностью утрачивается чувствительность сопряженных с АЦ рецепторов («^-адренергических, мускариновых 
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.холинергических, опиатных и т. д.) к своим лигандам, ингибирующим активность фермента и снижающим уровень сАЛ1Р. Подобные факты, широко известные в отношении периферических органов, в последнее время стали обнаруживать и в ЦИС. В частности, недавно было по­казано, что ADP-рибозилирование а-субъединицы Gi-белка с Мг 41 кД коклюшным токсином подавляет связывание аг-рецепторов в синапти­ческих мембранах коры больших полушарий головного мозга и пред­отвращает влияние GTP па этот процесс [36]. Asano и Ogasawara установили интересные взаимоотношения между Gi и Go-белками и ГАМК.-рецептором в мембранах коры мозга крупного рогатого скота [37]. Ими было показано, что модификация а-субъединицы с помо­щью коклюшного токсина приводит к потере возможности GTP-свя- зывающих белков взаимодействовать с рецептором. Обработанные алкильными реагентами типа N-этилмалеи.мида G-ингибиторные белки утрачивали способность ADP-рнбозилироваться под влиянием коклюш­ного токсина. Эти данные свидетельствуют о совпадении или близости участков модификации N-этилмалеимидом или ADP-рибозилтрансфе- разой и указывают на возможность того, что акцептором ADP-рибозы в ингибиторных G-белках является цистеин-Таким образом, бактериальные токсины и, в частности, коклюш­ный токсин успешно используются в нейрохимических исследованиях в качестве инструментов, позволяющих изучить участие G-белков в процессах рецепторного связывания. Следует отметить, что а-субъеди­ницы G-белков ADP-рнбозилируются коклюшным токсином (также как и холерагеном) только в том случае, если они жестко связаны с Ру-субъединицами, то есть находятся в неактивной форме. ADP-ри- бозилированные G-белки более не способны связываться с рецепто­рами, что выражается в уменьшении их сродства к агонистам, о чем было сказано выше, или потере способности агонистов индуцировать GTP-GDP обмен посредством GTP-азной реакции в клеточной мемб­ране [38. 39]. На рис. 3 вышесказанное резюмировано в виде схемы, в которой описано функционирование G-белков в качестве переносчи­ков сигнала и влияние бактериальных токсинов (на примере коклюш­ного токсина) на этот процесс.Характерно, что впервые G-белки АЦ-снстемы. являющиеся суб­стратами ADP-рпбозилнрования бактериальных токсинов, были вы­делены в лаборатории Gilman из мозговой ткани [40]. которая, как оказалось, наиболее богата ими: в ней на долю G-белков приходится около 1% от общего содержания белка [11]. Из мембранной фракции мозга быка были изолированы ингибиторные Gi- и Go-белки, подверга­ющиеся .‘.DP-рибозилированию под влиянием коклюшного токсина. Впоследствии в этой же лаборатории был обнаружен и выделен из мембранной фракции крупного рогатого скота GTP-связывающий белковый фактор, названный ARF ( AIM’-rj os.laiion factor), уча՛՛ в՛.- ющий в процессе катализируемого холерагеном ADP-рибозилиро- ваиня белков [42, 43]. Было высказано мнение, что ARF образует 
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комплекс с as (Gs-ARF), являющийся более эффективным субстра­том ADP-рибозилирования холерагеном, по сравнению со свободной as [42]. Позднее было обнаружено, что ARF стимулирует активность холерагена, индуцируя GTP-зависимые процессы, не связанные с G-белками, такие как гидролиз NAD, ауто-АОР-рибозилирование А։- пептида—компонента холерагена, ADP-рибозилирование агматина и ряда других простых гуанидиновых соединений и белков, нс относя­щихся к АЦ-системе [44]. Аналогичные белковые фекторы, стиму

Рис. 3. G-белки кан переносчики сигнала (цит. по 32), R—рецептор. 
Л—агонист, Е—эффектор

лирующие ADP-рибозилтраисферазную активность холерагена. были изолированы из растворимой фракции мозга. Предпосылкой к этому послужили ранее опубликованные данные о повышении АЦ-актив- ности под влиянием холерагена в присутствии не только мембран, но и растворимой фракции из различных тканей [45. 46].Moss и corp., используя модифицированный метод Kahn, Gilman [43], выделили из растворимой фракции мозга быка два белка с. Мг 19 кД (sARFj и sARFe), которые по своим свойствам соответствовали ранее описанно­му ARF мембран (mARF) [47, 48]. Оба эти белка оказывали на Cso -зависимые и -независимые реакции, катализируемые холераге­ном, эффекты, подобные mARF [44]. Эти данные позволили уточнить механизм активирования АЦ-систе.мы холерагеном и прийти к заклю­чению, что первичный эффект ARF связан нс с G-белками, а с его непосредственным взаимодействием с Ai-пептидом холерного токсина. Поскольку это взаимодействие зависит от GTP и субстратом осуще­ствляемой токсином реакции ADP-рибозилирования также является GTP-связывающий белок (Gs,) легко убедиться в том, что в акти­вации АН холерагеном участвует каскадная система G ГР-связываю- щих белков. На первом этане А,--пептид токсина активируется ARF՛ (пока непонятно, какой из видов—mARF пли >ARF является более г.редпочтительным участником этого процесса в клетке); затем комп-
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леке АРЕ—холераген катализирует АЭР-рибозилирование Оя>. по­вышая чувствительность последней к СТР и ее способность к акти­вации каталитической субъединицы АЦ (рис. 4). Недавно было уста­новлено, что в этом процессе первостепенная роль принадлежит низко- и высокоаффишому взаимодействию АКР с СТР [49]. Физиологиче­ская роль тканевых белковых факторов, стимулирующих действие бактериальных токсинов, не представляется окончательно ясной, но неоспоримо, что они участвуют в ОТР-зависимой регуляции эндоген­ных АОР-пибозилтрансфераз.
■^ARFGTPAfSH------ '

ADP-Rib-GsA
GTP֊^ I

ADP-Rib- Gsa-GTP
■hfaKTИЗ ~)
'---------- у ADP-Rib-GsA-GTP-Ca/~ua У

сАЛ/Р

Рис. 4. Участие ЛИГ в стимулировании АЦ холерагеном (цит. по 48);
(А|—S—S—А2)—пептиды, связанные с 0-субъединицей холсрагсна ди­

сульфидной связью. С—каталитическая субъединица АЦВ последнее время появились данные о том, что ряд нейротокси- аюв, продуцируемых Clostridium botulinum, также обладает ADP-ри- бозилтрансферазпой активностью. Фармакологически все нейроток­сины этого типа (А, В, Ci, D, Е, Р и G) идентичны, они блокируют высвобождение нейромедиаторов нервными окончаниями, преимущест­венно холинергических нервов. Недавно из надпочечников был выде­лен новый GTP-связывающий белок, являющийся субстратом ADP-pn- бознЛ'Ировання, катализируемого нейротоксинами С, и D, названный, в отличие от известных ранее G-белков, Gu-белком [50, 51]. Аналогич­ный по величине Мг G-белок был изолирован из тромбоцитов, во во сравнению с Gb-белком он был менее эффективен как субстрат ADP-рибозилирования Ci-нейротоконном- Высокой активностью в от­ношении этого белка обладал другой штамм Cl<՝ t'id'um botuiinu.ii тип;: С. названный авторами ADP-рибозилтраисферазой Сз [52]. В опы тах, проведенных с культурой пермеабилпзованных хромаффинных кле­ток. было обнаружено, что этому белку принадлежит важная роль в уси­лении экзоцитоза при повышении внутриклеточного содержания каль­ция [53]. При ADP-рибозилировании G-белка экзоцитоз нейромедиа­торов нарушался и это, по мнению Knight и соавт. [53] и поддержи­вающих эту точку зрения японских исследователей [50, 51], обус- .лавл“’»ает действие некоторых нейротоксинов. Однако, следует приз- 
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пять, что этот механизм детально не изучен; кроме того ADP-рибозил- трансферазной активностью обладают некоторые штаммы Clostridium botulinum, не являющиеся нейротоксинами (например, С?) и, напро­тив, у большинства продуцируемых этим микроорганизмом нейроток­синов не обнаружено ADP-рибозилтрансферазной активности [51].Исследованиями Kikuchi и соавт. было установлено, что под влия­нием нейротоксина С| в мембранах мозга происходит ADP-рибози- лирование трех GTP-связываюших белков, один из которых иденти­фицирован как белок с Мг 20 кД, являющийся продуктом rho-гена [54]. В связи с этим следует отметить, что в настоящее время опи­сано большое количество так называемых малых G-белков (е величиной Мг, не превышающей 25—39 кД), не связанных с процессами трансдук­ции сигнала и играющих важную роль в регуляции пролиферации и дифференциации клеток. Полагают, что они являются наиболее древ­ними представителями этой группы белков, в процессе эволюции ко­торых сформировались G-белки, связанные с рецепторами [55]. К числу бактериальных токсинов, обладающих АВР-рибозилтрансфераз- ной активностью, относятся также дифтерийный токсин ( Co.neb.icte- rium diphterine) и Pseudomonas Toxin А, ингибирующие синтез бел­ка путем ADP-рпбозилирования дифтамида (продукт посттрансля­ционной модификации гистидина) фактора элонгации 2 (EF-2) эука­риот и последующего подавления его связывания с рибосомами [33, 56]. Мы не обнаружили в доступной нам литературе данных о при­сутствии в мозгу субстратов или тканевых факторов, способствую­щих ADP-рибозилированию вышеназванными бактериальными токси­нами. Однако обнаруженные недавно факты о наличии ADP-рибозил- трансфераз с аналогичным осуществляемому ими механизмом дейст­вия [57] не исключают возможности существования подобного фер­мента в мозговой ткани.
Моно-АОР-рибозилтрансферазы мозга и других органовИсследование эндогенных субстратов моно-АПР-рибозилирования, осуществляемого различными бактериальными токсинами, почти во всех тканях животного организма стимулировало поиск моио-ADP-pn- бозилтраисфераз животного происхождения- Наибольших успехов в этом направлении достигли .1. Moss и сотр. из лаборатории клеточ­ного метаболизма Национального института здоровья (Бетесда, G1UA). Впервые в 1978 г. появились сообщения о наличии moho-ADP- рибозилтраисферазной активности в эритроцитах индюка [58] и щи­товидной железе крупного рогатого скота [59]. Интенсивно развива­ющиеся с начала 80-х годов исследования показали, что в животных тканях присутствует, наряду с мембраносвязанной, растворимая фор­ма ADP-рибозилтрансферазы.Появились первые работы, посвященные очистке и изучению свойств эндогенных моно-АПР-рибозилтрансфераз. Из цитозоля эри- 



-.ронитов индюка были очищены до гомогенного состояния ADP-рибо- зилтрансферазы А и В, отличающиеся чувствительностью к гистонам и хаотроппым солям (A-форма переходит из неактивной в активную в присутствии гистонов или NaCl, а В-форма не подвержена активи­рующему действию этих соединений) [60, 61]. Кроме того, эти две формы фермента несколько отличаются субстратной специфичностью: A-форма использует в реакциях ADP-рибозилирования исключитель­но NAD, тогда как субстратом В-формы, наряду с NAD, является NADP [62]. Затем было показано, что помимо них, эритроциты со­держат мембраносвязанную активность ADP-рибозилтрансферазы: из ядер и плазматических мембран были изолированы соответственно А։ и С-форма фермента, первая из которых очень напоминает А-форму фермента из цитозоля, а вторая относительно инертна к воздействию солей и пистонов [63].В 1984 г. Shimoyama и соавт. [64] выделили из ядерной фракции печени кур высокоактивную моно-АОР-рибозилтрансферазу, чувстви­тельную к ДНК, чем опа прежде всего отличается от А- и A։-ADP-pn- бознлтрансфераз из эритроцитов. Интересно, что образуемые в реак­циях. катализируемых этим ферментом, аддукты ADP-рибоза-гистоны пинцируют образование поли(АОР-рибозы) при их инкубации с поли (АОР-р;.боза)синтетазой в присутствии Mg2* и ДНК- Одним из эф­фективных акцепторов ADP-рнбозы, модифицируемых этим фермен­том, наряду с гистонами, является белок хроматина с Мг 33 кД (рЗЗ), ADP-рибозилирование которого, по мнению авторов, вносит опреде­ленный вклад в процессы репликации ДНК и транскрипции [65].Все изолированные ферменты подобно холерагену катализировали 
in vitro перенос ADP- рибозильного остатка с NAD на гуанидиновую группу аргинина. Наличие аргининспецифической ADP-рибозилтранс- феразы показано в эритроцитах человека [66], растворимой фракции печени крыс [67] и внутренней митохондриальной мембране печени быка [68], в саркоплазматическом ретикулуме и сарколемме кролика [69, 70].В 1982 г. были опубликованы результаты исследований Lester и соавт., впервые описавших ADP-рибозплирование белков синаптосом и митохондрий электрического органа torpedo, положившие начало детальному изучению этого процесса в нервной ткани. Было показа­но, что наиболее интенсивному ADP-рибозилнрованиго подвергаются белки с Мг 62 и 86 кД, тогда как в присутствии холерагена ADP-рн- бознлируется в основном белок с Мг 42 кД, относящийся, по мнению авторов, к GTP-связывающим белкам АЦ-системы [71]. Наряду с этим, показано, что в ряде тканей, например, в плазматических мембранах печени под влиянием эндогенной ADP-рибозилтраисферазы и холерагена ADP-рнбозилируются одни и те же белки [72]. Иссле­дованиями Фоменко и соавт. было установлено, что в синаптических мембранах мозга крыс осуществляется аргииинспецифическое моно- ADP-рибозилированне белка с Мг 42 кД, причем, в отличие от тан- 
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ных, полученных на мембранных препаратах Torpedo, этот белок ADP-рибозилируется в отсутствие добавленного холерагена [70]. Наблюдаемое обеими группами исследователей ADP-рибозилирование белка с Мг 42 кД сопровождалось повышением активности АЦ. Этот механизм, как полагают Фоменко и соавт-, лежит в основе стимул и- рования АЦ при введении животным предиисткр.-з'ка NAD никотина­мида [73]. Уровень включения меченой АП1՝-р:.йозы в белки синап­тических мембран в экспериментах, ։:; огеленных вышеназванными группами исследователей, был незначигелеи и, в частности, по дан­ным Фоменко и соавт.. составлял около 2% от чепользуемой метки. Авторы склонны считать, что зю обусловлено недостаточной доступ­ностью мембранных акцепторов ADP-рибозы и возможным наличием в экстрактах синаптических мембран ингибитора процесса ADP-рибо- зилирования. Проведенные в этом направлении исследования в нашей лаборатории показали, что интенсивность ADP-рибозилнровання воз­растает более чем в 15 раз при хранении синаптических мембран в течение 20 ч при комнатной температуре, причем это не связано с протеолитическим распадом акцепторных белков [74]. По нашим данным, ADP-рибозилирование хранившихся синаптических мембран подавлялось в присутствии тимидина, являющегося ингибитором поли (АОР-рибоза)синтетазы, и. в отличие от результатов ранее проведен­ных другими авторами исследований, не полностью ингибировалось аргинином и носило более продолжительный характер: процесс за­вершался лишь через 2 ч инкубации и при этом расхолывалось около 12% от используемого [НС] NAD. Интенсификация процесса ADP-pn- бозилирования в условиях наших опытов может быть обусловлена деструкцией синаптических мембран при хранении и высвобождении из них акцепторных белков, а также соответствующих мембраносвя­занных ADP-рибозилтрацсфераз, осуществляющих перенос ADP-рибо­зы на другие, помимо аргинина, аминокислотные остатки мембранных белков.В этой связи интересно отметить, что более эффективными, по сравнению с аргинином, ингибиторами ADP-рибозилирования белков хранившихся синаптических мембран оказались гистидин и, особенно, цистеин. Дальнейшие исследования показали, что при инкубации си­наптических мембран, используемых в качестве источника ADP-рибо- зилтрансфераз, с меченым NAD в присутствии свободных аминокислот среди продуктов реакции, наряду с ADP-рибозил-аргинимом, обнару­живаются ADP-рнбозилцистеин и ADP-рибозил-гистидин (или ADP- рибозил-дифта.М'ИД?)• При этом отмечается увеличение включения ра­диоактивности в зону высокомолекулярных белков (Мг 215 260 кД), белков с Мг 41—43 кД и появление метки в белках с Мг 56—57, 81 S3 и 129—135 кД [75].В связи с полученными нами данными интересно отметить, что эндогенная ADP-рибозилтрансфераза, катализирующая перенос ADP- рибозы с NAD на остаток дифтамида, обнаружена в составе фактора 
384



элонгации Е?, выделенного из почечной ткани хомячка, пораженного вирусом полномы, и из печени крупного рогатого скота. Оказалось, что Е2 может модифицироваться не только под влиянием дифтерийного токсина, но и путем ауто-АОР-рибозилирования [57]- Дифтамид пред­ставляет собой уникальный модифицированный остаток гистидина, об­наруженный лишь в составе фактора элонгации Е2 и сохранившийся в процессе эволюции эукариот [76]. Трудно представить, что единст­венное предназначение днфтамида—это быть субстратом модифика­ции Ез при микробной интоксикации. Более привлекательно думать, что дифтамид служит акцептором в реакциях ADP-рибозилирования белков, катализируемых тканевыми ферментами. Не исключено, что в этой же роли может выступать непосредственно гистидин.В последние годы появились работы, свидетельствующие о на­личии цистеинспецифических тканевых моно-АОР-рибозилтрансфераз с механизмом действия, подобным коклюшному токсину. Впервые NAD: цистеин ADP-рибозилтрапсфераза была обнаружена и выде­лена из цитозоля эритроцитов человека [77]. Установлено, что этот фермент катализирует ADP-рибозилирование, наряду со свободным цистеином, GTP-связываюшие белки Gia [78]. Недавно появились- данные о наличии аналогичного фермента в печени крыс, в которой ои присутствует вместе с ADP-рибозилтрансферазами, катализирую­щими образование ADP-рибозиларгинина и ADP-рибозилкабокоилата՛ [78].Результаты исследований, проведенных в нашей лаборатории, в совокупности с литературными данными указывают на то, что в си- паптосомах ADP-рибозилирование осуществляется системой moho-ADP- рибозилтрансфераз, модифицирующих различные аминокислотные ос­татки в белках синаптических мембран (аргинин, цистеин н гисти­дин). Принимая во внимание данные об ингибирующем влиянии на процесс ADP-рибозилирования тимидина, нельзя отрицать также при­сутствие в синаптических мембранах поли (АОР-рибоза)синтстазы. В пользу этого предположения свидетельствует факт ингибирования ADP-рибозилирования в отсутствие тимидина глутаматом [74], яв­ляющимся, как уже отмечалось, акцептором ADP-рибозы в реакциях поли-АОР-рибозилирования (I). С другой стороны, нельзя полно­стью исключить ингибирующее влияние тимидина на процессы мо- Ho-ADP-рибозилнровапня, так как ингибиторы поли(ADP-рибозы)син­тетазы, к которым, наряду с тимидином, относятся также никотина­мид. бензамид и З'-бензамид, не являются строго специфическими [7]-Резюмируя вышеизложенное, можно заключить, что в мозговой ткани осуществляется широкий спектр реакций ферментативного ADP-рибозилирования; поли-АПР-рибозилирование в ядерной фрак­ции и. отчасти, в синаптических мембранах. олиго-АОР-рибозилиро- нанне в митохондриях и несколько типов MOJio-ADP-рибозилировз- иня в синаптосомах.
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В последнее время интенсивно развиваются исследования в нап­равлении изучения механизма действия катализирующих-этн процес­сы ферментных систем, их очистки и описания физико-химических свойств изолированных белков. Между тем. практически неисследо­ванными остаются вопросы функциональной значимости этих процес­сов в нервной ткани. В первую очередь. относится к моно- и олиго-АОР-рибозилтрансферазам, которые во։.': ՛ мало исследованы, по сравнению с поли (АВР-рибоза)еиитетазой.Весьма перспективным является исследование влияния осущест­вляемой этими ферментами посттрансляционной модификации синап­тических белков на нейромедиаторные процессы. Значительный инте­рес представляет идентификация АОР-рибозилированных белков и выяснение их функциональной роли в синаптосомах, а также в ми­тохондриях. В этой связи следует упомянуть, что определенная роль в митохондриальном транспорте Са24 принадлежит АОР-рибозилнро- вашию, которое, в свою очередь, может регулироваться Са2;-каль- модулиновой системой [80].Немаловажным аспектом изучения АОР-рибозилнрования в нерв­ной ткани может стать выяснение роли этого процесса в регуляции ферментативной активности и его взаимосвязи с другими видами пост­трансляционной модификации белков, в том числе ферментов. Нали­чие аргинин- и цистеинспецпфических АРР-рибозилтранофераз в мозгу прежде всего диктует необходимость исследования их участия в регуляции активности АЦ через систему О-белков. Другим возмож­ным примером опосредованного влияния ЛОР-рибозилирования на ферментные белки служит изменение их способности подвергаться другим посттранслянионным модификациям, в частности фосфорили­рованию. что доказано на примере киназы фосфорилазы скелетных мышц и пируваткиназы Ь-типа из печени свиньи [81, 82]. Наконец, эндогенные АРР-рибозилтрансферазы мозговой ткани могут оказывать яепосредственное регуляторное влияние на активность ферментов, как это было показано в случае АПР-рнбозилироваиия глутамннсинтетазы из мозга быка и сердца кур [83], ацетилКоАкарбоксилазы из печени крыс [84], АМР-дезамииазы скелетных мышц кролика [85] и др.Ждет своего разрешения вопрос об обратимости процесса АОР-ри- бозилирования в нервной ткани- Факт функционирования цикла АОР- рибозилирование—де-А ОР-рибозил и рование явится эксперименталь­ным обоснованием гипотезы о том, что эти процессы, наряду с дру­гими посттрансляционными модификациями белков (фосфорилирова­ние, метилирование, гликозилирование) выполняют важную регуля­торную роль в животной клетке.
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ADP-RIBOSYLATION OF PROTEIN'S IN BRAIN AND OTHER ORGANS
ARUTYUNYAN A. V.

Buniatian Institute of Bioclciristry, Academy of Sciences of the Armenian 
Republic, YerevanThis review summarizes literature about endogenous ADP-ribosyla- tion in eukaryotes. We present our own experimental materials and re­sults of other authors about characteristics of this process In nerve tis­sue. On the basis of these data we conclude that enzymatic ribosylation reactions such as p ly-ADP-rlbosylatlon, oligo-ADP-rlbosylation and se­veral types of mono-ADP-rlbosylalion are unde-way in nerve tissue. The corresponding enzymes differ in subcellular localization and appear to play different functions in the nerve cell.We have also reviewed the problem about th • involvement of brain protein factors in the action of bacterial toxins. We discuss current vi­ews about the role of ADP-ribnsylation In signal fcnsductlon by recep­tor systems.In conclusion we discuss some of the more Important and promi­sing goals In further studies of ADP-ribosylallon in the nervous system.
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