
МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ, 2023, том 57, № 2, с. 285–298

285

ВЛИЯНИЕ УРОВНЯ ПОЛИ(ADP-РИБОЗА)ПОЛИМЕРАЗЫ 1 НА СТАТУС 
СИСТЕМЫ ЭКСЦИЗИОННОЙ РЕПАРАЦИИ ОСНОВАНИЙ

В КЛЕТКАХ ЧЕЛОВЕКА
© 2023 г.   Е. С. Ильинаa, b, 1, А. С. Кочетковаa, b, 1, Е. А. Белоусоваa, b, М. М. Кутузовa, b,

О. И. Лаврикa, b, С. Н. Ходыреваa, *
aИнститут химической биологии и фундаментальной медицины Сибирского отделения Российской академии наук, 

Новосибирск, 630090 Россия
bНовосибирский национальный исследовательский государственный университет,

Новосибирск, 630090 Россия
*e-mail: svetakh@niboch.nsc.ru

Поступила в редакцию 02.08.2022 г.
После доработки 22.08.2022 г.

Принята к публикации 22.08.2022 г.

Система эксцизионной репарации оснований (BER) направлена на исправление самой многочис-
ленной группы повреждений ДНК, а именно поврежденных оснований. Основные этапы BER
включают распознавание и удаление аберрантного основания, разрезание сахарофосфатного осто-
ва ДНК, процессинг бреши (включая встраивание dNMP) и лигирование ДНК. Точное функцио-
нирование BER зависит от регуляции каждой стадии процесса регуляторными/вспомогательными
белками, наиболее значимый из которых – поли(ADP-рибоза)полимераза 1 (PARP1). PARP1 играет
важную роль в репарации ДНК, сохранении целостности генома, а также в регуляции стабильности
и распада мРНК, поэтому PARP1 может влиять на BER как на уровне белков, участвующих в про-
цессе, так и на уровне экспрессии кодирующих их мРНК. Систематические данные о влиянии ко-
личества PARP1 на активность ключевых белков BER и уровни кодирующих их мРНК в клетках че-
ловека пока отсутствуют. В нашей работе с использованием цельноклеточных экстрактов и препа-
ратов РНК, полученных из родительской клеточной линии HEK293T и происходящей из нее линии
HEK293T/P1-KD со сниженной экспрессией PARP1 (shPARP1-экспрессирующие клетки, нокдаун
PARP1), оценены уровни мРНК, кодирующих белки BER: PARP1, PARP2, урацил-ДНК-гликозилазу
(UNG2), AP-эндонуклеазу 1 (APE1), ДНК-полимеразу β (POLβ), ДНК-лигазу III (LIG3) и XRCC1.
Параллельно оценена каталитическая активность этих ферментов. Не обнаружено значимого вли-
яния количества PARP1 на уровни мРНК UNG2, APE1, POLβ, LIG3 и XRCC1. В то же время, пока-
зано снижение количества мРНК PARP2 в клетках HEK293T/P1-KD в 2 раза. Активности указан-
ных ферментов в цельноклеточных экстрактах клеток HEK293T и HEK293T/P1-KD также не отли-
чались статистически значимо. В условиях синтеза поли(ADP-рибозы) эффективность протекания
реакций, катализируемых UNG2, AРE1, POLβ и LIG3, также не изменялась статистически значи-
мо. Кроме того, сниженное количество PARP1 в экстракте клеток HEK293T/P1-KD не приводило
к принципиальным изменениям в характере PARилирования ДНК по сравнению с экстрактом кле-
ток родительской линии HEK293T.

Ключевые слова: ферменты эксцизионной репарации оснований, поли(ADP-рибозо)полимераза 1,
мРНК, синтез поли(ADP-рибозы), поли(ADP-рибозил)ирование ДНК
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ВВЕДЕНИЕ

Система эксцизионной репарации оснований
(BER) направлена на исправление самой много-
численной группы повреждений ДНК – повре-

жденных азотистых оснований, но по этому пути
могут репарироваться и одноцепочечные разры-
вы или спонтанно возникшие апуриновые/апи-
римидиновые (АР) сайты [1–5]. BER проходит
следующие основные этапы: распознавание и

1 Эти авторы внесли равный вклад в выполнение работы.
Сокращения: АР-сайты – апуриновые/апиримидиновые сайты, АРЕ1 – апуриновая/апиримидиновая эндонуклеаза 1, BER –
эксцизионная репарация оснований, dRP – дезоксирибозофосфатный остаток, LIG3 – ДНК-лигаза III, PARP1, PARP2,
PARP3 – поли(ADP-рибозо)полимеразы 1, 2 или 3, PAR – поли(ADP-рибоза), PARилирование – поли(ADP-рибозил)иро-
вание, POLβ – ДНК-полимераза β, UNG – урацил-ДНК-гликозилаза, UDG – урацил-ДНК-гликозилаза E. coli, XRCC1 –
белок, входящий в группу комплементации 1, обуславливающую чувствительность клеток к рентгеновскому излучению.
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удаление аберрантного основания, разрезание са-
харофосфатного остова, процессинг бреши
(включая встраивание dNMP) и лигирование
ДНК. BER может протекать по одному из двух пу-
тей: “короткозаплаточному” (SP-BER), при ко-
тором заменяется только 1 нуклеотид, или “длин-
нозаплаточному” (LP-BER), отвечающему за за-
мену 2–13 нуклеотидов [4, 5].

Короткозаплаточный (как и длиннозаплаточ-
ный) путь начинается с распознавания повре-
жденного азотистого основания подходящей
ДНК-гликозилазой. Эти ферменты гидролизуют
N-гликозидную связь между дезоксирибозой и
неправильным основанием. ДНК-гликозилазы,
распознающие урацил и алкилированные осно-
вания, являются монофункциональными фер-
ментами, т.е. они ограничиваются удалением ос-
нования, не затрагивая сахарофосфатный остов.
Затем апуриновая/апиримидиновая эндонукле-
аза 1 (APE1) расщепляет сахарофосфатный остов
с 5'-стороны от АР-сайта с образованием 3′-OH и
5'-dRP. Окисленные основания удаляются пре-
имущественно бифункциональными ДНК-гли-
козилазами, которые обладают дополнительной
лиазной активностью. Они могут не только вы-
щеплять основания, но также расщеплять сахаро-
фосфатный остов по механизму β- или β,δ-элими-
нирования. В первом случае получается разрыв,
фланкированный 5'-фосфатом и 3'-ненасыщен-
ным альдегидом, во втором – однонуклеотидная
брешь с 5'-фосфатом и 3'-фосфатом. Эти забло-
кированные 3'-концы нуждаются в процессинге
до синтеза ДНК. В случае β-элиминирования
роль APE1 сводится к удалению 3'-ненасыщенно-
го альдегида, а 3'-фосфат, образующийся в ре-
зультате β,δ-элиминирования, преимуществен-
но удаляется полинуклеотидкиназой. В случае
SP-BER ДНК-полимераза β (POLβ) встраивает
один dNMP и удаляет 5'-dRP-остаток. Затем раз-
рыв лигируется ДНК-лигазой III (LIG3) в ком-
плексе со своим кофакторным белком XRCC1
(белок, входящий в группу комплементации 1,
обуславливающую чувствительность клеток к
рентгеновскому излучению) [1–3]. LP-BER вклю-
чается, когда POLβ не может удалить 5'-dRP-груп-
пу. POLβ встраивает первый нуклеотид, затем
диссоциирует с ДНК, далее POLδ или POLε осу-
ществляют синтез с вытеснением участка цепи с
получением структуры типa “f lap” (ДНК-дуп-
лекс, в котором одна из цепей имеет свисающий
одноцепочечный участок). Затем флэп-эндо-
нуклеаза 1 (FEN1) удаляет этот одноцепочечный
участок и ДНК-лигаза I (LIG1) лигируeт разрыв
[1–5].

Точное функционирование BER зависит от
регуляции каждой стадии процесса регуляторны-
ми/вспомогательными белками, наиболее важ-
ным из которых является поли(ADP-рибоза)по-
лимераза 1 (PARP1) [6–8]. PARP1 принадлежит к

семейству белков, три члена которого, PARP1,
PARP2 и PARP3, связываясь с повреждением
ДНК катализируют реакцию АDP-рибозилирова-
ния, используя NAD+ в качестве субстрата [6–10].
PARP способны добавлять одиночные остатки
ADP-рибозы к мишеням или синтезировать на
них полимер ADP-рибозы. PARP используют в
качестве мишеней сами себя (автоPARилирова-
ние) или ряд белков или ДНК (PARилирование)
[6–10]. Показано, что PARP1 и PARP2 играют
важную роль в процессах репарации ДНК и со-
хранении целостности генома [6–10].

Взаимодействие PARP1 с ключевыми белками
и промежуточными продуктами ДНК на разных
стадиях BER интенсивно анализировали, исполь-
зуя различные методы [9–13]. В частности, выяв-
лено специфическое взаимодействие PARP1 и
PARP2 с ранним интермедиатом BER до образо-
вания разрыва, т.е. с AP-сайтом [13, 14]. Изучено
влияние PARилирования на активность POLβ и
других ферментов BER в SP- и LP-путях [12, 15, 16].

В последние годы обнаружено, что PARP1 явля-
ется фактором регуляции стабильности и распада
мРНК [17], поэтому PARP1 может влиять на BER
как на уровне белков, участвующих в процессе, так
и на уровне экспрессии кодирующих их мРНК.

Следует отметить, что способность PARP1
функционировать одновременно и как каталити-
ческий, и как акцепторный белок, привела к на-
коплению противоречивых данных о его функци-
ях. Роль PARP1 в регуляции BER изучали на раз-
личных экспериментальных моделях, включая
очищенные белки, клеточные экстракты, клетки
и организмы. Однако систематические исследо-
вания влияния различных количеств PARP1 на
активность ключевых белков BER и уровни коди-
рующих их мРНК в клетках человека пока не про-
ведены.

В нашем исследовании с использованием
цельноклеточных экстрактов и препаратов РНК,
полученных из родительской клеточной линии
HEK293T и происходящей из нее линии HEK-
293T/P1-KD со сниженной экспрессией PARP1
(shPARP1-экспрессирующие клетки, нокдаун
PARP1), оценены уровни мРНК, кодирующих белки
BER: PARP1, PARP2, урацил-ДНК-гликозилазу
(UNG2), AP-эндонуклеазу 1 (APE1), ДНК-поли-
меразу β (POLβ), ДНК-лигазу III (LIG3) и
XRCC1. В этих экспериментах параллельно опре-
деляли каталитическую активность этих фермен-
тов. Не обнаружено значимого влияния количе-
ства PARP1 на уровни мРНК урацил-ДНК-гли-
козилазы, AP-эндонуклеазы 1, ДНК-полимеразы
β, ДНК-лигазы III и XRCC1. В то же время оказа-
лось, что количество мРНК PARP2 в клетках
HEK293T/P1-KD снижено в 2 раза. Активности
указанных ферментов в цельноклеточных экс-
трактах клеток HEK293T и HEK293T/P1-KD не
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различались статистически значимо. Не выявле-
но значимых изменений в эффективности проте-
кания реакций, катализируемых UNG2, AР-эн-
донуклеазой 1, POLβ и LIG3 в условиях синтеза
поли(ADP-рибозы), а также принципиальных от-
личий в протекании недавно обнаруженного про-
цесса поли(ADP-рибозил)ирования ДНК [18–23]
в экстракте клеток HEK293T/P1-KD со снижен-
ным количеством PARP1 и в экстракте клеток ро-
дительской линии HEK293T.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы. Олигонуклеотиды, в том числе
ПЦР-праймеры, синтезированы в Лаборатории био-
медицинской химии ИХБФМ СО РАН. [γ-32P]АТР и
[α-32P]dАTP (>3000 Ки/ммоль) (Лаборатория
биотехнологии, ИХБФМ СО РАН); урацил-
ДНК-гликозилаза E. coli (UDG), Т4-полинуклео-
тидкиназа (“Биосан”, Россия), вторичные анти-
тела, конъюгированные с пероксидазой хрена
(Лаборатория биотехнологии, ИХБФМ СО РАН).
БиоМастер ОТ-ПЦР SYBR Blue (×2) (“Биолаб-
микс”, Россия).

Плазмиды, несущие кДНК АР-эндонуклеазы 1
человека и ДНК-полимеразы β мыши, любезно
предоставлены S.H. Wilson (NIEHS, NIH, США).
Рекомбинантные белки POLβ и APE1 очищены
согласно [24, 25]. Векторы, кодирующие PARP1 и
PARP2, любезно предоставлены V. Schreiber (ESBS,
Ilkirch, Франция). Препараты PARP1 и PARP2 вы-
делены как описано в [26]. Плазмида, несущая
кДНК PARP3, любезно предоставлена G. Zarkov-
ich (Gustave Roussy, Université Paris-Saclay, Фран-
ция). PARP3 очищен согласно [21].

Клеточные линии HEK293T и HEK293T/P1-KD
(со сниженным содержанием PARP1) любезно

предоставлены коллегами из лаборатории нук-
леопротеинов, руководимой О.А. Донцовой (МГУ,
Москва). Цельноклеточные экстракты из этих
клеток получены согласно [27]. РНК выделяли на-
бором Invitrogen (“Thermo Fisher Scientific”, США)
в соответствии с протоколом производителя [28].
Чистоту препарата проверяли по соотношению
значений поглощения на длинах волн 260 и 230 нм
(A260/230) (в чистом препарате соотношение ва-
рьирует в диапазоне 1.8−2.2). Перед использова-
нием в реакции обратной транскрипции с после-
дующей количественной ПЦР (ОТ-кПЦР) препа-
рат РНК обрабатывали ДНКазой. Концентрацию
белков определяли по методу Брэдфорда [29] с
использованием бычьего сывороточного альбу-
мина (BSA) в качестве стандарта.

Введение [32P] на 5'-конец олигонуклеотида и
получение ДНК-субстратов. ДНК-1, ДНК-2 или
ДНК-3 метили [32P] по 5'-концу (табл. 1) с исполь-
зованием Т4-полинуклеотидкиназы и [γ-32P]АТР,
затем меченые олигонуклеотиды выделяли со-
гласно [30].

С полученными 32Р-мечеными олигонуклео-
тидами создавали ДНК-дуплексы, структура и
обозначение которых приведены в табл. 1. Олиго-
нуклеотиды смешивали в эквимолярном соотно-
шении и проводили гибридизацию, нагревая в те-
чение 5 мин при 95°С с последующим медленным
охлаждением до комнатной температуры.

Количественная обработка результатов радио-
автографии. Для визуализации радиоактивных
продуктов гель экспонировали с радиочувстви-
тельным экраном. Радиоактивные продукты в ге-
ле визуализировали с помощью прибора The Ty-
phoon FLA 9000 Scaner (“GE Healthcare”, США).
Интенсивность пятен оценивали с использова-

Таблица 1. Последовательности использованных ДНК

ДНК Нуклеотидная последовательность Схематическое 
изображение

ДНК-1 5'-pGGGAGGCCCTGGCGTTUCCCGGCTTAGTCGCC-3'

ДНК-2 5'-pGGCGACTAAGCCGGG-3'

ДНК-3 5'-pCGGTATCCAGGTCTG-3'

ДНК-4 5'-pGGGAGGCCCTGGCGTTUCCCGGCTTAGTCGCC-3'
3'-CCCTCCGGGACCGCAAGGGGCCGAATCAGCGG-5'

ДНК-5 5'-pGGCGACTAAGCCGGG pUCCCGGCTTAGTCGCC-3'
3'-CCGCTGATTCGGCCCGTTGCGGTCCCGGGCGG-5'

ДНК-6 5'-pGGCGACTAAGCCGGG pCAACGCCAGGGCCTCCC-3'
3'-CCGCTGATTCGGCCCGTTGCGGTCCCGGAGGG-5'

ДНК-7 5'-pCGGTATCCAGGTCTG pGACAACGATGAAGCC-3'
3'-GCCATAGGTCCAGACTCTGTTGCTACTTCGG-5'

32p U 3'

32p
OH

32p

32p
5'

U 3'

32p pU
OH

3'
5'

32p pC
OH

3'
5'

32p
5'

p 3'
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нием программного обеспечения Quantity One
(“Bio-Rad”, США).

Количественная полимеразная цепная реакция
в реальном времени с обратной транскрипцией
(ОТ-кПЦР). Относительный уровень экспрессии
генов в клетках HEK293T и HEK293T/P1-KD
определяли с помощью ОТ-кПЦР с использова-
нием БиоМастер ОТ-ПЦР SYBR Blue (×2). Реак-
ционная смесь объемом 20 мкл содержала 10 нг
суммарной РНК, 0.5 мкМ праймеры, смесь обрат-
ной транскриптазы (75 ед. акт./мкл) и ДНК-по-
лимеразы (4 ед. акт./мкл) в буфере для ОТ-кПЦР
(из расчета 2 мкл смеси ферментов на 25 мкл ОТ-
ПЦР SYBR Blue (×2)). Реакцию проводили в ам-
плификаторе LigthCycler96 (“Roche”, Швейца-
рия) по заданной программе: обратная тран-
скрипция при 45°C в течение 1800 с, предынкуба-
ция при 95°C – 300 с, 40 циклов: денатурация при
95°C – 10 с, гибридизация праймеров при 60°C –
10 с и элонгация при 72°C – 10 с. Сигнал детекти-
ровали при 84°C в течение 5 с. В эксперименте
проводили по 3 повтора для каждой точки, в каче-
стве калибраторов использовали гены домашнего
хозяйства GAPDH, B2M, TUBβ. Последовательно-
сти использованных праймеров представлены в
табл. 2. Все праймеры подобраны с использова-
нием программы Primer-BLAST (NCBI, США),

для каждой пары определена эффективность ам-
плификации.

Эффективность амплификации каждой пары
праймеров, нормированное значение уровня экс-
прессии относительно калибратора (ΔΔCt) и
стандартную ошибку рассчитывали с использова-
нием программного обеспечения LigthCycler96
(“Roche”). Данные представлены в виде средних
значений, для каждого рассчитано стандартное
отклонение. Относительный уровень экспрессии
генов в двух клеточных линиях HEK293T и HEK-
293T/P1-KD сравнивали, рассчитывая p-значе-
ние и используя критерий Манна–Уитни, стати-
стически значимым считали p ≤ 0.05 ((*) p ≤ 0.05).
Расчеты производили с использованием про-
граммы PRISM (GraphPad Software, США).

Сравнение количества PARP1 в клеточных экс-
трактах с помощью вестерн-блот-анализа. Вестерн-
блот-анализ проводили согласно методике, опи-
санной в [31]. Кратко, 2.5 мкг суммарного белка
клеточного экстракта или 0.05 мкг индивидуаль-
ного белка PARP1 разделяли с помощью электро-
фореза по методу Лэммли [32]. Перенос белков на
нитроцеллюлозную мембрану проводили с ис-
пользованием набора Trans-Blot Turbo в услови-
ях, указанных производителем. Нитроцеллюлоз-
ную мембрану инкубировали в растворе первич-

Таблица 2. Прямые (F) и обратные (R) праймеры

Ген Нуклеотидная последовательность

GAPDH F: 5'-AGATCATCAGCAATGCCTCCT-3'
R: 5'-TGGTCATGAGTCCTTCCACG-3'

B2M F: 5'-CGCTCCGTGGCCTTAGCTGT-3'
R: 5'-AAAGACAAGTCTGAATGCTC-3′

TUBβ F: 5'- TGGTGGATCTAGAACCTGGGA-3'
R: 5'- CTGCCCCAGACTGACCAAAT-3'

PARP1 F: 5'-TGCCTATTACTGCACTGGGG-3'
R: 5'-TCTCGGAATTCCTTTGGGGTT-3'

PARP2 F: 5'-TCCTAAGGCCGAAGGATTGC-3'
R: 5'-CCCATTCAGGGTGACGAAGT-3'

UNG2 F: 5'-AAGCAAGGTGTTCTCCTTCTCA-3'
R: 5'-GCCAGGACACAACTGCATC-3'

APE1 F: 5'- GATCTCGCGAGTAGGGCAAC-3'
R: 5'- TTCGGCATTCCCGTTACGAA-3'

POLβ F: 5'-GAACACTCTGGGGTTCTCGG-3'
R: 5'-TGCGAGTTCTGTGAGCATGT-3'

LIG3 F: 5'-GAACACTCTGGGGTTCTCGG-3'
R: 5'-TGCGAGTTCTGTGAGCATGT-3'

XRCC1 F: 5'-TACAGCAAGGACTCCCCCTT-3'
R: 5'-CACTGTCACCTTCTGGGACG-3'
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ных антител (антитела кролика к PARP1 в
разведении 1: 1000), в растворе конъюгата перок-
сидазы хрена с вторичными антителами к антите-
лам кролика, затем с коммерческим субстратом
для проявления вестерн-блота Super Signal West
Pico PLUS (“Thermo Scientific”). Хемилюминес-
ценцию регистрировали на приборе Amersham
Imager 600 (“GE Healthcare”, США).

Получение ДНК-структур, содержащих АР-сайт
или расщепленный АР-сайт с остатком 5'-dRP. Ука-
занные ДНК получали из урацил-содержащих
ДНК под действием фермента UDG непосред-
ственно перед проведением эксперимента, инку-
бируя ДНК в течение 30 мин при 37°С в соотно-
шении 1 мкМ U-ДНК: 0.1 ед.акт./мкл UDG. Ре-
акцию проводили в ТЕ-буфере (10 мМ Трис-HCl,
рН 7.8, 1 мМ EDТА).

Определение уровня поли(ADP-рибозил)ирова-
ния в клеточных экстрактах. Реакционные смеси
объемом 10 мкл содержали 0.6 A260/мл активиро-
ванной ДНК, 20 мкМ радиоактивно меченный
[32P]NAD+ ([32P]NAD+ : NAD+ = 1 : 9), 0.5 мг/мл
экстракта или 30 нМ PARP1, 5 мМ MgCl2 и буфер-
ные компоненты (50 мМ Трис-HCl pH 8.0, 40 мМ
NaCl, 0.1 мг/мл BSA, 1 мМ ДТТ). Смесь инкуби-
ровали при 37°С в течение 1 мин. Отбирали 4 мкл
пробы и наносили на бумажные мишени, пропи-
танные трихлоруксусной кислотой (ТХУ), оста-
навливая реакцию. Мишени промывали 3 раза
5%-ным раствором ТХУ и 2 раза этиловым спир-
том, затем высушивали и проводили радиоавто-
графический анализ.

Определение урацил-ДНК-гликозилазной ак-
тивности в клеточных экстрактах. Реакционные
смеси объемом 10 мкл содержали 0.1 мкМ мечен-
ную 32P U-ДНК (ДНК-1 или ДНК-4, табл. 1),
0.05 мг/мл экстракта или 0.1 ед.акт./мкл UDG,
10 мМ EDТА, 400 мкМ NAD+ (где указано), бу-
ферные компоненты (50 мМ Трис-HCl pH 8.0,
40 мМ NaCl, 5% глицерин, 0.1% Nonidet P-40,
1 мМ DТТ). Реакцию проводили при температуре
37°С. Аликвоты объемом 2 мкл отбирали через 2,
5, 10 мин в равный объем 100 мМ NaOH и инкуби-
ровали в течение 10 мин при 60°С. Продукты реак-
ции анализировали с помощью гель-электрофоре-
за в 20% полиакриламидном геле (ПААГ) в при-
сутствии 7 М мочевины и 10% формамида [33].

Анализ процессинга АР-сайтов белками клеточных
экстрактов. Реакционные смеси объемом 10 мкл со-
держали 0.1 мкМ 32P-меченый АР-ДНК-дуплекс
(ДНК-4, предварительно обработанная UDG,
табл. 1), 0.01 мг/мл экстракта или 1 нМ APE1, 5 мМ
MgCl2, 400 мкМ NAD+ (где указано) и буферные
компоненты: 50 мМ Трис-HCl pH 8.0, 50 мМ NaCl,
1 мМ DTT, 5% глицерин, 0.1% Nonidet P-40,
0.1 мг/мл BSA. Реакцию проводили при темпера-
туре 37°С. Аликвоты объемом 2 мкл отбирали че-
рез 2, 4, 8 мин в равный объем смеси метоксиами-

на (100 мМ) и EDТА (50 мМ) и инкубировали в
течение 30 мин при 0°С. Продукты реакции ана-
лизировали с помощью электрофореза в 20%-ном
ПААГ в присутствии 7 М мочевины и 10% форма-
мида с последующей радиоавтографией [33]. Опре-
деление эффективности расщепления АР-сайтов
по лиазному механизму проводили аналогичным
образом, за исключением того, что в реакцион-
ные смеси вместо ионов магния добавляли 20 мМ
EDТА, а времена инкубации составляли 10, 15 и
30 мин.

Определение ДНК-полимеразной активности в
клеточных экстрактах. Реакционные смеси содер-
жали 0.1 мкМ 32P-меченый ДНК-дуплекс (ДНК-5,
предварительно обработанная UDG, табл. 1),
0.05 мг/мл экстракта или 50 нМ POLβ, 5 мМ MgCl2,
смесь dATP, dCTP, dGTP и dTTP по 0.1 мкМ каж-
дого, 400 мкМ NAD+ (где указано) и буферные
компоненты: 50 мМ Трис-HCl, pH 8.0, 50 мМ NaCl,
1 мМ DTT, 5% глицерин, 0.1% Nonidet P-40,
0.1 мг/мл BSA. Пробы инкубировали при 37○С и
через 5, 10 и 15 мин отбирали аликвоты по 2 мкл в
1 мкл 25 мМ EDТА для остановки реакции. Ана-
лиз продуктов реакции проводили с помощью
электрофореза в 20%-ном ПААГ в присутствии
7 М мочевины и 10% формамида с последующей
радиоавтографией [33].

Определение ДНК-лигазной активности в кле-
точных экстрактах. Реакционные смеси содержа-
ли 0.1 мкМ 32P-меченый ДНК-дуплекс (ДНК-6,
табл. 1), 0.05 мг/мл экстракта или 0.1 ед.акт./мкл
ДНК-лигазы T4, 5 мМ MgCl2, 1 мМ АТР, 400 мкМ
NAD+ (где указано) и буферные компоненты (50 мМ
Трис-HCl, pH 8.0, 50 мМ NaCl), 1 мМ DTT, 5%
глицерин, 0.1% Nonidet P-40, 0.1 мг/мл BSA. Про-
бы инкубировали при 37○С и через 5, 15, 30 мин
отбирали аликвоты по 2 мкл в 1 мкл 25 мМ EDТА
для остановки реакции. Продукты реакции разде-
ляли с помощью электрофореза в 20%-ном ПААГ
в присутствии 7 М мочевины и 10% формамида с
последующей радиоавтографией [33].

PARилирование ДНК. Стандартные реакцион-
ные смеси (10 мкл) содержали 50 мМ Трис-HCl
(рН 8.0), 50 мМ NaCl, 1 мМ DТТ, 0.1 мг/мл BSA,
2 мМ спермин, 0.15 мМ NAD+, 10 мМ EDТА, 20 нМ
[5'-32P]-меченый ДНК-субстрат (ДНК-7, табл. 1)
и 200 нМ PARP3; реакционные смеси инкубиро-
вали при 37°C в течение 15 мин. Затем добавляли
белки клеточного экстракта (до 1.25 мг/мл) и/или
PARP1 (200 нМ), PARP2 (200 нМ) и дополнитель-
но инкубировали при 37°C в течение 15 мин. Ре-
акцию останавливали, добавляя равный объем
формамида. Продукты реакции разделяли с по-
мощью электрофореза в 20% ПААГ в присутствии
7 М мочевины и 10% формамида с последующей
радиоавтографией [33].
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Синтез [32P]NAD+. Синтез радиоактивного
NAD+ осуществляли из [α-32P]АТР, как описано в
[19]. Реакционные смеси, содержащие 1 мМ АТР,
10 МБк [α-32P]АТР, 20 мМ MgCl2, 2 мМ β-нико-
тинамидмононуклеотид и 5 мг/мл никотинамид-
нуклеотидаденилилтрансферазы в 25 мМ Трис-
HCl (рН 7.5), инкубировали при 37°С в течение
60 мин и останавливали нагреванием до 90°С в
течение 3 мин. После удаления денатурированно-
го белка центрифугированием раствор использо-
вали в качестве источника NAD+ без очистки.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

PARP1 – высококопийный белок, выполняю-
щий плейотропные функции в клетках. Роль
PARP1 в различных способах репарации ДНК ра-
нее изучали на различных экспериментальных
моделях, которые имеют свои преимущества и
недостатки. Одним из удобных и продуктивных
способов анализа активности ферментов репара-
ции ДНК (в том числе и системы BER) на опреде-
ленном этапе является реконструкция этой си-
стемы in vitro с использованием цельноклеточных
экстрактов и интермедиатов ДНК с характерны-
ми для данной стадии репарации повреждениями
ДНК. Использование клеток с уменьшенным ко-
личеством PARP1 открывает новые возможности
для изучения влияния этого белка на эффектив-
ность системы BER как на уровне самих белков
и/или их активности, так и на уровне кодирую-
щих их мРНК. В нашей работе использована кле-
точная линия НЕК293T/P1-KD, в которой уро-

вень PARP1 снижен введением в клетки кон-
струкции (лентивирусный вектор LeGO Cer),
подавляющей экспрессию по механизму РНК-
интерференции.

Сначала были охарактеризованы уровни PARP1
в клетках НЕК293T и НЕК293T/P1-KD. С помо-
щью ОТ-кПЦР показано, что в клеточной линии
HEK293T/P1-KD уровень мРНК PARP1 практи-
чески в 2 раза ниже, чем в родительской линии
HEK293T (рис. 1а).

Данные вестерн-блот-анализа (рис. 1б) согла-
суются с результатами ОТ-кПЦР и свидетель-
ствуют о значительном, но неполном снижении
количества PARP1. Следует отметить, что уме-
ренное снижение количества PARP1 в клетках
HEK293T/P1-KD отмечено исследователями,
предоставившими нам клеточную линию [34].

С целью дальнейшей характеризации клеточ-
ных линий оценили эффективность синтеза по-
ли(ADP-рибозы) (PAR), катализируемого эндо-
генными PARP цельноклеточных экстрактов. Для
этого использовали меченный [32P]NAD+ и активи-
рованную ДНК в качестве кофактора (рис. 1в). Ис-
ходя из кинетики синтеза PAR эндогенными
PARP экстрактов, в качестве интервала времени
на линейной части кинетической кривой была
выбрана 1 мин. Количество PAR, синтезирован-
ное в экстрактах, для адекватного сравнения нор-
мировали на количество полимера, синтезиро-
ванного с помощью 30 нМ рекомбинантного
PARP1. Уровни синтеза PAR хорошо коррелиру-
ют с уровнями мРНК, кодирующей PARP1, и ко-
личеством PARP1, оцененным с помощью ве-

Рис. 1. Результаты ОТ-кПЦР (а), вестерн-блот-анализа уровня PARP1 в клеточных линиях HEK293T и
HEK293T/P1-KD (б) и синтеза поли(ADP-рибозы) в цельноклеточных экстрактах (в). Относительные уровни
мРНК определены в трех независимых экспериментах и представлены в виде средних значений со стандартным от-
клонением. Количество поли(ADP-рибозы), синтезированной за 1 мин при 37°C, представлено в виде гистограм-
мы. В каждом эксперименте количество PAR, синтезируемой эндогенными PARP экстрактов, нормировали на ко-
личество полимера, синтезированное с помощью 30 нМ рекомбинантного PARP1. Данные представлены как сред-
нее значение ± стандартное отклонение, вычисленные из трех независимых экспериментов.
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стерн-блотинга. Сравнение уровней PAR, синте-
зированной в экстрактах за счет активности
именно PARP1, правомерно, поскольку, согласно
опубликованным данным, этот фермент обеспе-
чивает синтез более 90% поли(ADP-рибозы) в
клетке [6–10]. Таким образом, снижение уровней
PAR в исследуемых клеточных экстрактах соот-
ветствует степени подавления экспрессии PARP1.

Сравнение относительного уровня мРНК PARP2, 
UNG, APE1, POLβ, LIG3 и XRCC1 в клетках 

HEK293T и HEK293T/P1-KD

С использованием суммарной РНК, получен-
ной из клеток HEK293T и HEK293T/P1-KD, оце-
нено влияние изменения количества PARP1 в
клетках на уровни мРНК, кодирующих белки
SP-BER. На рис. 2 представлены данные ОТ-кПЦР
с относительными уровнями мРНК генов, коди-
рующих некоторые ключевые белки, участвую-
щие в SP-BER: PARP2, UNG, APE1, POLβ, LIG3
и XRCC1. В клетках с нокдауном PARP1 уровень
мРНК PARP2 снижен приблизительно в 2 раза в
сравнении с клетками родительской линии. Кро-
ме того, снижение экспрессии генов UNG2, APE1,
POLβ и LIG3 в этих клетках менее выражено, а в
случае XRCC1 регистрируется умеренное повы-
шение.

Оценка эффективности стадий BER в экстрактах 
из клеток HEK293T и HEK293T/P1-KD

Влияние PARP1 на активность белков SP-BER
на всех этапах процесса: удаление урацила из цепи,
процессинг АР-сайта, синтез ДНК и лигирование
разрыва, оценили с помощью функциональных
тестов с использованием 32P-меченых ДНК-струк-
тур, моделирующих интермедиаты соответствую-
щих стадий BER, и цельноклеточных экстрактов.
Кроме того, чтобы оценить возможное влияние
синтеза PAR на этапы процесса BER, тесты вы-
полняли в присутствии NAD+.

Удаление урацила из ДНК. В общем случае BER
начинается с удаления поврежденного азотистого
основания ДНК-гликозилазами. Таким повре-
жденным азотистым основанием, репарируемым
системой BER, может быть урацил. Урацил ино-
гда включается вместо тимина во время синтеза
ДНК или может получаться путем спонтанного и
ферментативного дезаминирования цитозина.
Считается, что в одной клетке спонтанное дез-
аминирование цитозинов происходит 70–200 раз
в день [35].

Клетки высших эукариот содержат три типа
урацил-ДНК-гликозилаз [36] – SMUG (одноце-
почечная селективная урацил-ДНК-гликозила-
за), UNG1 (митохондриальная UNG) и UNG2
(ядерная UNG). Урацил-N-гликозилазы UNG2 и

Рис. 2. Сравнение уровней мРНК, кодирующих PARP2, UNG2, APE1, POLβ, LIG3 и XRCC1 в клетках HEK293T и
HEK293T/P1-KD. Уровни мРНК получены из трех независимых экспериментов. Величину P рассчитывали с исполь-
зованием критерия Манна–Уитни, статистически значимым считали p ≤ 0.05; *p ≤ 0.05).
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SMUG1 инициируют BER в большинстве кон-
текстов ДНК [36].

Удаление урацила отслеживали, применяя об-
работку ДНК щелочью, которая расщепляет саха-
рофосфатный остов в месте АР-сайта, образовав-
шегося в результате удаления урацила. Сравнили
эффективность удаления урацила как из двухце-
почечной, так и из одноцепочечной ДНК (ДНК-1
и ДНК-4, табл. 1).

Не обнаружено значимых отличий в эффектив-
ности выщепления урацила из одноцепочечных и
двухцепочечных субстратов в экстрактах обоих ти-
пов (рис. 3). Присутствие NAD+ также не оказыва-
ло значимого влияния на удаление урацила.

Следует отметить, что при определении влия-
ния синтеза PAR на активность эндогенных фер-
ментов исследуемых экстрактов в качестве ко-
фактора PARP1, необходимого для активации
этого фермента, выступал ДНК-субстрат, имити-
рующий интермедиат определенной стадии BER.
Предварительно с использованием рекомбинант-
ной PARP1 сравнили кофакторные характери-
стики активированной ДНК, традиционно ис-
пользуемой в тестах определения активности
PARP1, и ДНК-субстратов BER в концентрации
0.1 мкМ. Такая концентрация ДНК-субстратов
BER использована нами для определения в экс-
трактах активности ферментов этого пути репа-
рации. Скорость синтеза PAR в присутствии
ДНК-субстратов BER приблизительно в 2 раза
ниже, чем в стандартной смеси с активированной
ДНК (0.6 A260/мл). В результате выщепления ура-
цила из цепи образуется AP-сайт, который далее
подвергается процессингу.

Процессинг АР-сайтов. Разрезание сахарофос-
фатного остова по положению АР-сайта может

происходить за счет гидролиза либо расщепления
по механизму β- или β,δ-элиминирования. Основ-
ной вклад в процессинг АР-сайтов в клетках мле-
копитающих вносит именно гидролиз, приводя-
щий к формированию разрыва с 3'-гидроксильной
и 5'-дезоксирибозофосфатной группами [37].
APE1 ответственна за гидролиз 95% AP-сайтов в
клетках млекопитающих [38].

Данные о взаимном влиянии PARP1 и APE1 в
процессе BER противоречивы. Следует отметить,
что наблюдали как стимулирующие, так и инги-
бирующие эффекты при кооперации этих фер-
ментов [12, 13, 39–41]. На рис. 4 представлены
данные по эффективности расщепления АР-сай-
тов. Степень гидролиза АР-сайтов в экстракте
клеток НЕК293Т/P1-KD несколько ниже, чем в
экстракте клеток родительской линии. Таким об-
разом, в использованных условиях PARP1 оказы-
вает слабое стимулирующее влияние. Присут-
ствие NAD+ как субстрата PARилирования прак-
тически не влияет на процесс.

Для оценки вклада независимого от Mg2+ рас-
щепления АР-сайтов реакцию проводили в при-
сутствии EDТА, чтобы подавить связывание
ионов металла с APE1. Такое расщепление
AP-сайта может происходить по лиазному меха-
низму за счет действия бифункциональных ДНК-
гликозилаз и других ферментов, обладающих
AP-лиазной активностью [1, 2, 6, 13, 14]. В частно-
сти, такую активность, согласно полученным на-
ми данным, проявляют PARP1 и PARP2 [6, 13, 14].
Также возможно ферментативное расщепление
АР-сайтов по гидролитическому механизму, не
требующему ионов магния для катализа. К числу
таких ферментов относится тирозил-ДНК-фос-
фодиэстераза 1 [42]. В целом, вклад магний-не-

Рис. 3. Эффективность удаления урацила из ДНК. Реакционные смеси (10 мкл) содержали 0.1 мкМ 32P-меченую ура-
цилсодержащую ДНК, цельноклеточный экстракт в конечной концентрации 0.05 мг/мл или UDG и буферные ком-
поненты.
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зависимого процессинга АР-сайтов невелик и в
использованных условиях составляет 4–6%. Эти
варианты расщепления АР-сайтов могут обеспе-
чивать независимые от APE1 пути процессинга
АР-сайтов, однако они значительно менее эффек-
тивны и, по-видимому, могут иметь значение для
обеспечения выживания клеток при утрате APE1.

Синтез ДНК. Следующий шаг BER – синтез
цепи ДНК в месте разрыва, образовавшегося по-
сле процессинга АР-сайта. Основной вклад в за-
страивание бреши в субстрате SP-BER вносит
ДНК-полимераза β [43].

В работах нашей лаборатории c использовани-
ем рекомбинантных белков и некоторых клеточ-
ных экстрактов было показано, что PARP1 может
снижать ДНК-полимеразную активность POLβ,
особенно в синтезе ДНК с вытеснением цепи [40,
41, 44]. Автомодификация же PARP1 снижает ин-
гибирующее действие этого белка. Данные по
синтезу ДНК представлены на рис. 5. В экстракте
клеток НЕК293Т/P1-KD со сниженным содержа-
нием PARP1 эффективность удлинения прайме-
ров несколько выше, чем в экстракте исходной
клеточной линии. Это относится как к встраива-
нию одного нуклеотида, в случае SP-BER, так и к
включению в праймеры нескольких нуклеотид-
ных звеньев, что происходит в LP-BER. Удлине-
ние праймеров на большее количество нуклео-
тидных звеньев не учитывается в использованной
здесь количественной оценке. В условиях синтеза
PAR (присутствие NAD+) эффективность синтеза
ДНК несколько выше для обоих экстрактов. По-
лученные результаты полностью объясняются

конкуренцией за связывание с субстратом между
POLβ и PARP1, а, возможно, и PARP2. PARP1 и
PARP2 обладают высоким сродством к ДНК, со-
держащим брешь [44–46]. Автомодифицирован-
ная форма PARP1 проявляет более низкое срод-
ство к ДНК по сравнению с исходной формой из-
за электростатического отталкивания ДНК и
PAR, что выражается в уменьшении комплексо-
образования фермента с ДНК и приводит к менее
эффективному удлинению праймера.

Лигирование ДНК. Последний этап SP-BER –
восстановление целостности сахарофосфатного
остова – осуществляется ATP-зависимой ДНК-
лигазой III альфа (LIG3). LIG3 образует стабиль-
ный комплекс с архитектурным белком XRCC1 и
этот комплекс участвует в BER [46]. XRCC1 не об-
ладает каталитической активностью, но форми-
руя двойные и тройные комплексы с нескольки-
ми ферментами (белками) BER, обеспечивает их
согласованное взаимодействие, которое в значи-
тельной степени обусловлено способностью
XRCC1 связываться с самими белками BER, а так-
же PARилироваться и связываться с PAR [46, 47].

ДНК-лигазную активность в экстрактах ис-
следуемых клеточных линий оценивали с исполь-
зованием ДНК-субстрата с разрывом в одной из
цепей (ДНК-6, табл. 1). На рис. 6 представлены
данные эффективности лигирования разрыва в
экстрактах за 5, 15, 30 мин. Из-за низкой эффек-
тивности этого процесса времена инкубации бы-
ли увеличены по сравнению с другими реакциями
BER, что приводит к появлению в образцах ча-
стично гидролизованных олигонуклеотидов. Не

Рис. 4. Эффективность гидролиза АР-сайтов. Реакционные смеси (10 мкл) содержали 0.1 мкМ 32P-меченую АР-ДНК,
цельноклеточный экстракт в конечной концентрации 0.01 мг/мл или 1 нМ АРЕ1, 5 мМ MgCl2, 400 мкМ NAD+ (если ука-
зано) и буферные компоненты. Данные представлены как среднее значение ± стандартное отклонение трех независи-
мых экспериментов.
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удалось обнаружить ни достоверной разницы в
эффективности лигирования между исходным и
модифицированным по содержанию белка
PARP1 экстрактами, ни влияния синтеза PAR на
этот процесс.

Поли(ADP-рибозил)ирование ДНК. Еще один
недавно обнаруженный процесс, в котором
участвуют PARP, – поли(ADP-рибозил)ирование

ДНК [18–23]. Нами и другими исследователями
продемонстрировано поли(ADP-рибозил)ирова-
ние концов ДНК за счет активности PARP1 и
PARP2 и моно(АDP-рибозил)ирование – PARP3
[18–23]. Более того, 5′-концевые моно(АDP-ри-
бозил)ированные ДНК являются значительно
более эффективными субстратами для удлинения
цепи PAR с помощью PARP1 и PARP2 по сравне-

Рис. 5. Эффективность синтеза ДНК. Реакционные смеси (10 мкл) содержали 0.05 мг/мл белков экстракта или 50 нМ
POLβ, 5 мМ MgCl2, смесь dATP, dCTP, dGTP и dTTP по 0.1 мМ каждого, 0.1 мкМ 32P-меченую ДНК, 400 мкМ NAD+

(где указано) и буферные компоненты. Данные представлены как среднее значение ± стандартное отклонение, вы-
численные в трех независимых экспериментах.

HEK29
3T

/P
1-

KD

HEK29
3T

ДНК контр
.

POLβ

Праймер

Время, мин 5

5

10

15

10 15 5 10 15

ДНК-субстрат
Время,

мин
dRP32p

5'
3'

HEK293T/P1-KDHEK293T

60

40

20

0
– + – +

Д
ол

я 
уд

ли
не

нн
ы

х 
пр

ай
м

ер
ов

, %

NAD+

Рис. 6. Эффективность лигирования ДНК. Реакционные смеси (10 мкл) содержали 0.1 мкМ 32P-меченый ДНК-дуп-
лекс, 0.05 мг/мл белков экстракта или 0.1 ед.акт./мкл ДНК-лигазы T4, 5 мМ MgCl2, 1 мМ АТР, 400 мкМ NAD+ (где
указано) и буферные компоненты. Данные представлены как среднее значение ± стандартное отклонение, вычислен-
ные из трех независимых экспериментов.
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нию с немодифицированными ДНК. Кроме того,
обнаружено поли(ADP-рибозил)ирование ДНК
эндогенными PARP нескольких экстрактов кле-
ток млекопитающих, которые отличаются коли-
чеством PARP1. Показана зависимость паттернов
PARилирования ДНК от количеств этого белка
[18, 19, 21–23]. Такая модификация ДНК может
рассматриваться как механизм защиты двухцепо-
чечных концов от “подрезания” клеточными
нуклеазами. С учетом специфических требований
PARP к структуре ДНК в реакции ее (ADP-рибо-
зил)ирования защитный эффект может реализо-
вываться, когда двухцепочечные концы и разры-
вы/бреши расположены в пределах 1–2 витков
спирали ДНК, чтобы обеспечить временной про-
межуток, необходимый для репарации одноцепо-
чечного разрыва [20, 21, 23]. Учитывая различия в
содержании PARP1 и, вероятно, PARP2 в исследу-
емых экстрактах, можно ожидать и существование
различий в паттернах модификации ДНК. Данные
поли(ADP-рибозил)ирования ДНК в экстрактах с
использованием ДНК-7, которая содержит одно-
нуклеотидную брешь, приведены на рис. 7. Эта
ДНК представляет собой модельный субстрат
BER, мы использовали ее и ранее [21, 23]. По-
ли(ADP-рибозил)ирование ДНК эндогенными

PARP происходит в обоих экстрактах (рис. 7, 11
и 12), однако с низким выходом, что затрудняет
проведение анализа. Ранее такую же картину ре-
гистрировали для схожих по структуре ДНК-дуп-
лексов и экстрактов клеток млекопитающих и по-
казали, что выход продуктов поли(ADP-рибо-
зил)ирования ДНК значительно увеличивается в
случае ДНК, предварительно модифицирован-
ных одним остатком ADP-рибозы [19]. Такую мо-
дификацию удобнее всего вводить с использова-
нием PARP3 (рис. 7, 1) [18]. Последующая инку-
бация с белками экстрактов, а также белками
экстрактов, дополненными рекомбинантным
PARP3 и/или рекомбинантными PARP1 и PARP2
(рис. 7, 4–8) приводит к формированию по-
ли(ADP-рибозил)ированной ДНК, которая со-
держит продукты пошагового удлинения прайме-
ра остатками ADP-рибозы и высокомолекуляр-
ные продукты, не разрешающиеся в процессе
электрофореза (обозначены скобками слева).

Экстракт НЕК293Т/P1-KD характеризуется
менее эффективным PARилированием праймера –
выход продуктов 71 против 84% в экстракте
НЕК293Т (рис. 7, 6 и 7). Каждая из рекомбинант-
ных PARP1 и PARP2 имеет свой паттерн PARили-
рования олигонуклеотида; продукты пошагового

Рис. 7. Поли(ADP-рибозил)ирование ДНК. Стандартные реакционные смеси (10 мкл) содержали 50 мМ Трис-HCl,
рН 8.0, 50 мМ NaCl, 1 мМ DТТ, 0.1 мг/мл BSA, 2 мМ спермин, 0.15 мМ NAD+, 10 мМ EDТА, 20 нМ [5'-32P]-меченый
ДНК-субстрат (ДНК-7, табл. 1) и белки клеточного экстракта (1.25 мг/мл); реакционные смеси инкубировали при
37°C в течение 15 мин (11 и 12). В ряде случаев в реакционные смеси добавляли 200 нМ PARP3 и инкубировали при
37°C в течение 15 мин, затем добавляли белки клеточного экстракта (до 1.25 мг/мл) и/или PARP1 (200 нМ), PARP2
(200 нМ) и дополнительно инкубировали при 37°C в течение 15 мин.
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удлинения праймера остатками ADP-рибозы при
незначительном количестве высокомолекуляр-
ных продуктов характерны для PARP1, в то время
как PARP2 образует высокомолекулярные про-
дукты, не разрешающиеся в процессе электрофо-
реза, при практически полном отсутствии прай-
мера с относительно небольшим количеством
присоединенных остатков ADP-рибозы (рис. 7, 8
и 9). При совместном присутствии PARP1 и
PARP2 наблюдается распределение продуктов
PARилирования праймера, характерное для
PARP2, что свидетельствует об эффективном
функционировании PARP2 в этом процессе. Если
же добавлять PARP1 и PARP2 в экстракты, то рас-
пределение указанных продуктов изменяется не-
значительно по сравнению с исходными экстрак-
тами (рис. 7, сравнить 2+3 и 4+5 с 6+7). Однако
следует отметить уменьшение количества неиз-
расходованного моно(ADP-рибозил)ированного
праймера при добавлении PARP2 в экстракты (с
16 до 5% и с 29 до и 6% для НЕК293Т и
НЕК293Т/P1-KD соответственно). Добавление
дополнительных количеств PARP1 и PARP2 в
экстракты приводит к сдвигу паттерна формируе-
мых продуктов к виду, характерному для каждой
из PARP. Этот эффект более ярко проявляется в
случае PARP2. Однако нужно отметить, что влия-
ние добавленного PARP2 в экстрактах несоизме-
римо ниже, чем в системе, реконструированной
из очищенных белков, где паттерн продуктов при
совместном присутствии эквимолярных коли-
честв PARP1 и PARP2 практически не отличается
от паттерна PARP2. Это, по-видимому, обуслов-
лено конкуренцией других ДНК-связывающих
белков клетки. В целом, снижение количества
PARP1 в экстрактах не внесло принципиальных
изменений в характер PARилирования ДНК.
Полученные результаты однозначно выявляют
кооперацию трех PARP, активирующихся при
взаимодействии с ДНК, в PARилирование этой
мишени.

Таким образом, не выявлено значимого влия-
ния количества PARP1 в экстрактах на актив-
ность основных ферментов SP-BER и PARилиро-
вание ДНК. Не обнаружено также существенного
влияния PARP1 на уровни мРНК ферментов
BER. По-видимому, в отсутствие сильного стрес-
сового воздействия на клетки PARP1 может
участвовать в точной подстройке активностей
ферментов BER за счет относительно небольших
эффектов. Полученные данные о слабом влиянии
PARP1 на активность системы BER согласуются с
текущими представлениями об избыточной “про-
пускной способности” системы BER и о том, что
лишние количества невостребованных белков
подвергаются процессингу, например, за счет
убиквитинзависимой системы протеолиза [48–50].

Основная часть работы выполнена при под-
держке Российского научного фонда (грант № 19-

14-00204); эксперименты по PARилированию
ДНК – Российского фонда фундаментальных ис-
следований (грант № 20-04-00674 А).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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Influence of Poly(ADP-ribose)polymerase 1 Level
on the Status of Base Excision Repair in Human Cells
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The base excision repair (BER) system is aimed at repair of the largest group of DNA lesions, namely of dam-
aged bases. The main steps in BER are: recognition and removal of the aberrant base, cutting the DNA sugar-
phosphate backbone, gap processing (including dNMP insertion), and DNA ligation. The precise function-
ing of BER depends on the regulation of each step of the process by regulatory/accessory proteins, the most
important of which is poly(ADP-ribose)polymerase 1 (PARP1). PARP1 plays an important role in various
processes of DNA repair, maintenance of genome integrity, and regulation of mRNA stability and decay. In
this regard, PARP1 can affect BER both at the level of proteins involved in the process and at the level of ex-
pression of the mRNAs encoding them. There are no systematic data on the effect of various amounts of
PARP1 on the activity of key BER proteins and the levels of mRNAs encoding them in human cells. In our
work, using whole-cell extracts and RNA preparations obtained from the parental HEK293T cell line and its
derivative HEK293T/P1-KD cell line with reduced PARP1 expression (shPARP1-expressing cells, PARP1
knockdown), we assessed the levels of mRNA encoding BER proteins: PARP1, PARP2, uracil DNA glyco-
sylase (UNG2), AP endonuclease 1 (APE1), DNA polymerase β (POLβ), DNA ligase III (LIG3), and
XRCC1. In parallel, the catalytic activity of these enzymes was evaluated. No significant effect of the PARP1
amount of on the mRNA levels of UNG2, APE1, POLβ, LIG3, and XRCC1 was found. At the same time,
in HEK293T/P1-KD cells, the amount of PARP2 mRNA was reduced by 2 times. The activities of these en-
zymes in whole-cell extracts of HEK293T and HEK293T/P1-KD cells also did not differ significantly. Un-
der the conditions of poly(ADP-ribose) synthesis, the efficiency of the reactions catalyzed by UNG2, APE1,
POLβ, and LIG3 also did not change significantly. In addition, it was shown that a reduced amount of
PARP1 in the extract of HEK293T/P1-KD cells does not cause fundamental changes in the nature of DNA
PARylation compared to the extract of the parental HEK293T cell line.

Keywords: Base excision repair enzymes, poly(ADP-ribose)polymerase 1, mRNA, poly(ADP-ribose) syn-
thesis, DNA poly(ADP-ribosyl)ation


