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Ингибиторы поли(ADP-рибоза)-полимеразы (PARP) рассматриваются в качестве перспектив-
ных фармакологических агентов для лечения целого ряда заболеваний. В последнее время 
были выявлены разнообразные факторы и механизмы регуляции каталитической активности 
PARP и показано, что некоторые из них могут существенно влиять на эффективность дей-
ствия ингибиторов данного фермента. В связи с этим актуальна разработка новых моделей 
и методов, отражающих клеточный контекст, в котором функционирует PARP. В представлен-
ной работе для исследования реакции поли(ADP-рибозил)ирования (PARилирования) предло-
жено использовать необратимо пермеабилизованные дигитонином адгезированные клетки, 
что позволяет сохранить ядерную локализацию PARP и задавать необходимые концентра-
ции субстрата (NAD+) и  тестируемых соединений в клетке. Особенность подхода заключается 
в  том, что перед пермеабилизацией клеточная PARP переводится в связанное с ДНК состоя-
ние в  условиях, предотвращающих преждевременную инициацию реакции PARилирования. 
Исследования выполнены на культуре кардиомиобластов крысы Н9с2. Анализ активности PARP 
в  пермеабилизованных клетках проводили путём измерения иммунофлуоресценции образую-
щегося продукта  – поли(ADP-рибозы). Метод апробирован при исследовании PARP-ингибитор-
ного действия классического ингибитора 3-аминобензамида, а также ряда новых производных 
7-метилгуанина. Обнаружено, что одно из них, 7,8-диметилгуанин, является более сильным 
ингибитором по сравнению с  7-метилгуанином, что объясняется дополнительным гидрофоб-
ным контактом с  белком. Предложенный подход открывает новые перспективы для изучения 
механизмов регуляции активности PARP в клетке и может быть использован для высокопро-
изводительного скрининга веществ при поиске новых ингибиторов PARP.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: поли(ADP-рибоза)-полимераза, ингибитор, 7-метилгуанин, 7,8-диметилгуа-
нин, химический синтез пуринов, адгезированные клетки, пермеабилизация клеток, дигитонин, 
кардиомиобласты, молекулярный докинг.
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ВВЕДЕНИЕ

Поли(ADP-рибозил)ирование (PARилирование) 
белков представляет собой посттрансляционную 
модификацию гистонов и других ядерных белков, 
которая способствует выживанию клеток в усло-
виях постоянного воздействия генотоксических 
агентов  [1–4]. Образование полимера ADP-рибозы 
(PAR) происходит путём ADP-рибозилирования 
остатков Asp, Glu, Lys, Ser белков-мишеней (ста-
дия инициации) и последующего удлинения цепи 
за счёт формирования двух типов гликозидной 
связи, обеспечивающих элонгацию и ветвление 
полимера  [5,  6]. Удивительно, что все эти реак-
ции катализирует один фермент – поли(ADP-рибо-
за)-полимераза (PARP, КФ  2.4.2.30), использующий 
NAD+ в качестве донора ADP-рибозильных групп. 
В настоящее время выявлено множество белков, 
подвергающихся PARилированию, однако основ-
ными мишенями являются гистоны (трансмоди-
фикация) и сама PARP (автомодификация)  [1,  7]. 
Среди 17  представителей семейства PARP чело-
века только четыре катализируют синтез PAR  – 
PARP1, PARP2, PARP5a и PARP5b. При этом по со-
держанию в клетке и активности PARP1 и PARP2 
значительно превосходят остальные белки се- 
мейства  [8,  9].

Основным регулятором активности PARP1/2 
являются участки ДНК, содержащие определён-
ные типы повреждений. Связывание PARP1/2 
c такими сайтами приводит к реорганизации 
структуры фермента и его активации  [5]. В  нор-
ме функция PARP1/2 в клетке прежде всего свя-
зана с поддержанием целостности генома за 
счёт участия в различных механизмах репара-
ции ДНК  [2,  10]. Кроме того, эти белки выпол-
няют важную роль в реорганизации структуры 
хроматина, регуляции экспрессии генов и ядер-
но-цитоплазматического транспорта  [3,  11,  12]. 
Однако при ряде патологий, связанных прежде 
всего с окислительным стрессом и воспалением, 
активация PARP1/2 играет негативную роль и 
может приводить к гибели клеток и усилению 
продукции провоспалительных факторов  [13–15].  
Установлено участие PARP1/2 в патогенезе таких 
заболеваний, как инсульт, инфаркт миокарда, диа-
бет, анафилактический шок, нейродегенератив-
ные расстройства, астма  [16–19]. Перечисленные 
выше функции системы PARилирования делают 
её весьма привлекательной мишенью для тера-
пии ряда заболеваний. Наибольший прогресс до-
стигнут в применении ингибиторов PARP1/2 для 
лечения онкологических заболеваний. В этом слу-
чае их терапевтическое действие достигается за 

счёт снижения ДНК-репарирующего потенциала 
опухолевых клеток  [20–23].

Одним из этапов создания новых ингиби-
торов PARP является физический скрининг син-
тезированных соединений с целью получения 
объективных данных об их эффективности (сте-
пени ингибирования, значений IC50 и Ki). Такие 
данные могут быть сопоставлены с результатами 
молекулярного докинга и использованы для про-
ведения дальнейшего рационального дизайна. 
В настоящее время хорошо отработаны и коммер-
чески доступны системы скрининга ингибиторов 
на основе очищенных рекомбинантных белков 
PARP и коротких двуцепочечных ДНК в качестве 
активаторов PARилирования. Такая упрощённая 
система удобна для высокопроизводительного 
скрининга, однако она не учитывает некоторые 
механизмы регуляции активности PARP в клетке. 
В частности, было показано, что кинетика реак-
ции сильно отличается при функционировании 
PARP в комплексах со свободной ДНК и с нуклео-
сомной ДНК  [24]. Кроме того, PARP подвергается 
целому ряду посттрансляционных модификаций, 
которые влияют на её активность и белок-белко-
вые взаимодействия  [25]. Поэтому весьма акту-
альной была бы возможность применять, наряду 
с обычными системами скрининга ингибиторов 
PARP, также и более сложные, максимально вос-
производящие клеточный контекст.

Тестирование ингибиторов PARP с использова-
нием живых клеток позволяет учесть клеточный 
контекст, однако из-за сложности определения 
внутриклеточных концентраций NAD+ и ингиби-
тора расчёт истинных показателей эффективности 
ингибитора сильно затруднён. В представленной 
работе мы предлагаем компромиссный вариант 
тест-системы, основанный на применении для 
анализа активности PARP пермеабилизованных 
адгезированных клеток и лишённый недостат-
ков перечисленных выше подходов. Необходимые 
реагенты (субстрат, тестируемые соединения, дру-
гие низкомолекулярные соединения) могут легко 
проникать в пермеабилизованные клетки, что 
позволяет стандартизировать условия проведения 
реакции PARилирования. Ранее уже были описа-
ны методы анализа активности PARP с примене-
нием пермеабилизованных клеток, получаемых  
как в результате длительного холодового шока 
в гипотонической среде  [26,  27], так и с допол-
нительным использованием мягкого детергента 
дигитонина  [28,  29]. Все они касались работы с 
суспендированными клетками и предполагали 
использование радиоизотопного метода анализа 
PAR. Здесь мы впервые описываем оригинальный 

Принятые сокращения: ФСБ – фосфатно-солевой буфер; PAR – поли(ADP-рибоза); PARилирование – поли(ADP-
рибозил)ирование; PARP  – поли(ADP-рибоза)-полимераза.
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метод определения активности PARP в пермеаби-
лизованных адгезированных клетках, имеющий 
ряд принципиальных отличий от описанных 
ранее. Важной особенностью данного метода 
является то, что клеточная PARP при пермеаби-
лизации и при запуске реакции PARилирования 
находится в виде комплекса с ДНК в местах её 
повреждения естественными агентами  – актив-
ными формами кислорода.

Предложенный нами подход апробирован 
при исследовании эффективности действия клас-
сического ингибитора PARP 3-аминобензамида, 
а  также ряда метильных производных 7-метил-
гуанина  – перспективного конкурентного инги-
битора PARP, обладающего противоопухолевой 
активностью  [30–33].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клетки кардиомиобластов эмбриона крысы 
Н9с2 были получены из коллекции клеточных 
культур ATCC («LGC Standards», Великобритания). 
Для работы с клеточными культурами исполь-
зовали стерильную пластиковую посуду произ-
водства «SPL» (Республика Корея), эмбриональ-
ную сыворотку крови телёнка («HyClone», США), 
0,05%-ный раствор трипсин-ЭДТА («Gibco», США), 
а также среды и солевые растворы производ-
ства «ПанЭко» (Россия). Для получения и анализа 
пермеабилизованных клеток использовали жела-
тин, дигитонин, параформальдегид, Хёхст 33258 
(«Sigma-Aldrich», США) и гомодимер этидия  III 
(«Biotium», США). Для анализа активности PARP 
использовали мышиные антитела к PAR («Santa 
Cruz Biotechnology», США) и козьи антимыши-
ные антитела, меченные красителем Alexa  488 
(«Abcam», Великобритания). Декамерный палин-
дромный дезоксиолигонуклеотид CGGAATTCCG 
(олиго-ДНК) был синтезирован компанией «Евро-
ген» (Россия).

В работе использовали ингибиторы PARP 
PJ34 («Tocris Bioscience», Великобритания), 3-ами-
нобензамид и 7-метилгуанин («Sigma-Aldrich»). 
7,8-Диметилгуанин, 7,9-диметилгуанин, 3,7-диме-
тилгуанин, N2,7-диметилгуанин и N2,N2,7-триме-
тилгуанин синтезировали в данной работе, по-
дробное описание методик дано в Приложении 
(рис.  S1–S4).

Клетки Н9с2 культивировали в пластиковых 
культуральных флаконах (25  см2 или 75  см2) при 
37  °С в атмосфере 5%-ного СО2 в среде DMEM, 
содержащей эмбриональную сыворотку телёнка 
(10%; здесь и далее в этом разделе в скобках ука-
заны конечные концентрации реагентов), L-глута-
мин (2  мМ) и антибиотики (50  ед./мл пеницилли-
на и 50  мкг/мл стрептомицина). При проведении 

экспериментов с клеточными культурами в 4-, 
24-луночные планшеты высевали по 15  тыс. кле-
ток на лунку в 500  мкл среды, а в 48-луночные 
планшеты  – по 6  тыс. клеток на лунку в 200  мкл 
среды и растили в течение 48  ч в указанных 
выше условиях. С целью улучшения адгезии кле-
ток поверхность роста предварительно покрыва-
ли желатином. Для этого в лунки 4- и 24-луноч-
ных планшетов вносили по 250  мкл, а в лунки 
48-луночного планшета – по 150  мкл стерильного 
0,5%-ного раствора желатина в фосфатно-соле-
вом буфере с рН  7,4 (ФСБ). Через 30  мин раствор 
желатина удаляли, и планшеты оставляли на 1  ч 
15  мин без крышки, причём последние 15  мин  – 
под УФ-светом. Все процедуры выполняли в сте-
рильных условиях. Подсчёт клеток производили 
с использованием автоматизированного счётчика 
клеток TC20 («Bio-Rad», США).

Пермеабилизацию клеток проводили следую-
щим образом. Культуры клеток Н9с2 растили в 4- 
или 24-луночных планшетах, как указано выше, 
после чего ростовую среду заменяли на 300  мкл 
охлаждённого до 0  °С гипотонического раствора 
(10  мМ Tris-HCl, 1  мМ Na2ЭДТА, 4  мМ MgCl2, 30  мМ 
β-меркаптоэтанол, рН  7,8), содержащего дигито-
нин (35  мкМ). После выдерживания планшета в 
течение 5  мин в ледяной бане клетки промывали 
600  мкл охлаждённого гипотонического раствора 
(2  раза по 5  мин при 0  °С). Для оценки эффектив-
ности пермеабилизации клеток лунки планшета 
промывали 700  мкл раствора Хэнкса (5  мин при 
37  °С), после чего проводили окрашивание кле-
ток в 250  мкл раствора ядерного красителя гомо-
димера этидия  III (2,5  мкМ, в растворе Хэнкса) в 
течение 10  мин при 37  °С. Затем клетки промы-
вали 500  мкл раствора Хэнкса (5  мин при 37  °С) 
и проводили микрофлуоресцентный анализ гомо-
димера этидия  III.

Анализ активности PARP в пермеабилизо-
ванных клетках проводили в 48-луночных план-
шетах. В оптимизированной нами схеме перед 
пермеабилизацией клетки преинкубировали в 
течение 1  ч в присутствии высокоаффинного ин-
гибитора PARP PJ34 (5 мкМ) при 37  °С в атмосфере 
5%-ного СО2 в 200 мкл среды DMEM, отличающей-
ся от ростовой более низкой концентрацией эм-
бриональной сыворотки телёнка (1%). Затем, не 
удаляя из среды PJ34, вносили 16,3  мкл 13,25  мМ  
раствора H2O2 (конечная концентрация H2O2  – 
1  мМ), среду перемешивали и планшет оставляли 
на 5 мин при комнатной температуре. Далее про-
водили пермеабилизацию клеток, как описано 
выше, с той разницей, что объёмы всех исполь-
зованных растворов уменьшали в 2,5 раза (вслед-
ствие разных рабочих объёмов 4-/24-луночных и 
48-луночных планшетов). После обработки клеток 
дигитонином их дважды промывали гипотониче-
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ским раствором, первый раз в присутствии PJ34 
(5  мкМ), а второй раз без него. Полученные пер-
меабилизованные клетки дополнительно дважды 
(5  мин при 0  °С) промывали 240  мкл реакцион-
ного буфера (50  мМ Tris-HCl, 100  мМ KCl, 10  мМ 
MgCl2, 2 мМ β-меркаптоэтанол, рН 7,8). Затем клет-
ки преинкубировали 5  мин при 25  °С в 120  мкл 
того же буфера, содержащего в случае необходи-
мости олиго-ДНК (50  мкг/мл) или тестируемые 
в качестве ингибиторов PARP соединения. Реак-
цию PARилирования инициировали внесением 
в реакционную смесь 5  мкл стокового 250  мкМ 
водного раствора NAD+ (конечная концентрация 
NAD+  – 10  мкМ), после чего реакционную смесь 
перемешивали и планшет оставляли на 10  мин 
при 25  °С. В конце инкубации проводили замену 
реакционной смеси на 120  мкл 4%-ного раствора 
параформальдегида в ФСБ. Фиксацию клеток про-
водили в течение 10 мин при комнатной темпера-
туре. Иммунофлуоресцентный анализ PAR в клет-
ках проводили, как было описано нами ранее [33]. 
Для контрастирования ядер в лунки вносили по 
120  мкл раствора Хёхста 33258 (0,25  мкг/мл в ФСБ) 
и через 8  мин клетки промывали 300  мкл ФСБ 
(3  раза по 5  мин при комнатной температуре). 
Затем в лунки вносили по 140  мкл ФСБ и прово-
дили микрофлуоресцентный анализ красителей 
Alexa  488 (иммунофлуоресценция PAR) и Хёхста.

Все микроскопические исследования проводи-
ли на автоматизированном микроскопе LionHeart 
FX («Biotek», США), оснащённом программным 
обеспечением Gen5, с использованием объекти-
вов Olympus Plan Fluorite Phase с увеличением 10× 
(NA 0,3; WD 10  мм) и 20× (NA 0,45; WD 6,6–7,8 мм). 
При анализе большого числа объектов (клеток, 
ядер) использовали режим монтажа серии сним-
ков, получаемых при съёмке выбранной области. 
Микрофлуоресцентный анализ проводили в кана-
лах DAPI (флуоресценция Хёхста) и GFP (флуорес-
ценция меченных Alexa  488 вторичных антител 
при анализе PAR). Использование программного 
обеспечения Gen5 позволяло проводить быструю 
и полностью автоматизированную обработку се-
рии флуоресцентных снимков (монтаж снимков, 
вычитание фоновой флуоресценции, деконволю-
цию, выделение маски ядер) и количественный 
анализ интенсивности иммунофлуоресценции 
PAR в отдельных ядрах. Динамический диапазон 
показателя интенсивности флуоресценции (число 
градаций серого) в одном пикселе равнялся 216.

Оценка эффективности ингибирования PARP 
исследуемыми веществами производилась на 
основании значений уровня PAR в 1–2  тыс. ядер 
в трёх независимых образцах (сестринских куль-
турах). Расчёт значений IC50 проводили с исполь-
зованием программы SigmaPlot («Systat Software 
Inc.», США), как было описано ранее  [31].

Трёхмерные структуры исследуемых соедине-
ний были сгенерированы с помощью программы 
ACD/ChemSketch («Advanced Chemistry Development 
Inc.», Канада). Докинг молекул в активный центр 
модели PARP1, полученной в предыдущей рабо-
те [34], осуществляли с помощью программы Lead 
Finder 2112 в режиме «extra precision»  [35,  36]. 
Для визуализации полученных моделей комплек-
сов использовали программу VMD  1.9  [37].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Получение препаратов пермеабилизован-
ных адгезированных клеток, приемлемых для 
анализа активности PARP. Эксперименты про-
водили на культурах клеток кардиомиобластов 
Н9с2. В качестве пермеабилизующего агента ис-
пользовали дигитонин  – природный гликозид, 
образующий мицеллы в водных растворах  [38–
40]. Его пермеабилизующее действие связано с 
селективным удалением холестерина из внеш-
него слоя плазматической мембраны, что при-
водит к образованию в мембране пор диаметром 
8–20  нм, через которые могут легко диффундиро-
вать молекулы массой до 200  кДа  [41]. При этом 
в умеренных концентрациях (40–150  мкг/мл) ди-
гитонин не влияет на целостность цитоскелета 
и внутриклеточных мембран, лишённых холе-
стерина, включая митохондриальную и ядерную 
мембраны  [38,  42].

Необходимо было подобрать условия, при 
которых значительная часть клеток становится 
проницаемой, и при этом они остаются прикреп-
лёнными к поверхности роста. Степень пермеа-
билизации клеток определяли по проникнове-
нию и накоплению в клетках ядерного красителя 
гомодимера этидия  III, который не проникает в 
клетки с интактной плазматической мембраной. 
Проведённые нами исследования показали, что 
оптимальными условиями для пермеабилизации 
клеток Н9с2 являются 5-минутная обработка ди-
гитонином в концентрации 35  мкМ (43  мкг/мл) в 
гипотоническом растворе при 0  °С. В этих усло-
виях происходила пермеабилизация всех клеток 
(рис.  1, г–е), и при этом не наблюдалось откреп-
ления существенного числа клеток с поверхности 
роста (рис.  S5). В отсутствие дигитонина пермеа-
билизации клеток не происходило (рис.  1, а–в, 
рис.  S5, а–в).

Сравнение разных протоколов анализа 
активности PARP в пермеабилизованных адге-
зированных клетках. Изначально для анализа 
активности PARP в пермеабилизованных адгези-
рованных клетках Н9с2 мы попытались использо-
вать модификацию метода, ранее описанного для 
суспендированных клеток  [29], с той разницей, 
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Рис. 1. Пермеабилизация клеток Н9с2 дигитонином. а–в – Гипотонический раствор без дигитонина. г–е – Ги-
потонический раствор с дигитонином (35  мкМ). Ядра пермеабилизованных клеток окрашены гомодимером 
этидия  III (а, в, г, е). Длина масштабной планки соответствует 100  мкм. Объектив 10×

что вместо радиоизотопного способа анализа PAR 
использовали микрофлуорометрический. Для ак-
тивации PARP использовали двунитевую олиго-
ДНК с тупыми концами, а для инициации реак-
ции  – экзогенно вносимый NAD+ в концентрации 
10 мкМ. Оказалось, что при использовании данно-
го метода иммунофлуоресценция PAR обнаружи-
валась в основном в ядре и характеризовалась на-
личием отдельных ярких фокусов флуоресценции, 
однако её средний уровень был слишком низким, 
что весьма затрудняло количественную оценку 
эффектов ингибиторов (рис. 2, а, и, к, рис. S6).

В качестве альтернативного способа актива-
ции PARP было предложено обрабатывать клетки 
Н2О2, как это делали ранее при анализе активно-
сти PARP в интактных клетках  [33]. Инкубацию 
клеток с Н2О2 проводили до пермеабилизации в 
присутствии известного высокоаффинного инги-
битора PARP, PJ34, в насыщающей концентрации 
(рис.  3 и рис.  S6,  а). Пермеабилизацию и отмывку 
клеток от дигитонина и эндогенного NAD+ также 
выполняли в присутствии PJ34. Такие манипуля-
ции приводили к возникновению множествен-
ных повреждений клеточной ДНК и прочному 
связыванию комплекса PARP–PJ34 c повреждён-
ными участками ДНК. На заключительном этапе 
пермеабилизованные клетки тщательно отмыва-
ли от PJ34, что приводило к переходу фермента 
в каталитически активное состояние. Полное уда-
ление PJ34 и эндогенного NAD+ из пермеабилизо-
ванных клеток подтверждается тем, что выпол-
нение дополнительных промывок не приводило 
к возрастанию активности PARP, а инкубация 

клеток в реакционной среде без NAD+ не приво-
дила к возрастанию уровня PAR в клетках (рис. 2, 
вариант клеточного препарата 4). Восстановление 
активности PARP в пермеабилизованных клет-
ках после удаления из среды PJ34 указывает на 
обратимый характер действия этого ингибитора. 
Реакцию PARилирования проводили при низкой 
концентрации NAD+ (10  мкМ) и умеренной темпе-
ратуре (25  °С), что позволяло избежать слишком 
быстрого протекания реакции и снизить конку-
ренцию NAD+ с тестируемым соединением за свя-
зывание с PARP.

Проведённый сравнительный анализ показал, 
что при использовании обновлённого протокола 
уровень PAR в клетке был значительно выше, чем 
в случае первоначального, а иммунофлуоресцен-
ция PAR имела строгую ядерную локализацию 
(рис.  2, б, и, к, рис.  S6,  б). Обнаружено, что внесе-
ние в реакционную смесь олиго-ДНК приводило к 
снижению уровня активности PARP (рис. 2, в, и, к), 
видимо, за счёт конкуренции олиго-ДНК с повре-
ждённой клеточной ДНК за PARP, а также более 
низкой активности PARP в комплексе с олиго-ДНК 
(по сравнению с комплексом с повреждённой 
клеточной ДНК). Для анализа остаточной актив-
ности определяли медианные значения уровня 
PAR (рис. 2, и) в трёх независимых образцах (пре-
паратах, полученных из сестринских культур), из 
которых затем рассчитывали среднее значение 
уровня PAR (рис.  2,  к). Оптимизированная схема 
пермеабилизации и анализа активности PARP в 
пермеабилизованных адгезированных клетках 
представлена на рис.  3.
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Рис. 2. Влияние предварительной обработки клеток PJ34 и H2O2 на активность PARP в пермеабилизованных 
дигитонином клетках Н9с2. а–з  –  Микрофлуоресцентный анализ содержания PAR в ядрах клеток (1–4  –  раз-
личные варианты анализируемых препаратов). Длина масштабной планки соответствует 50  мкм. Объек-
тив 20×. и  – Результаты количественного анализа PAR в отдельных ядрах. Число проанализированных ядер: 
198  (1), 236  (2), 229  (3), 144  (4). Средние и медианные значения отражены синей и красной линиями соот-
ветственно. к – Варьирование значений уровня PAR при анализе отдельных микрофлуоресцентных снимков 
разных препаратов (среднее ± стандартное отклонение; n = 6). Концентрации реагентов: PJ34 – 5 мкМ, H2O2 – 
1  мМ, дигитонин  – 35  мкМ, олиго-ДНК  – 50  мкг/мл, NAD+  – 10  мкМ; время инкубации с H2O2  – 5  мин; время 
инкубации с NAD+  – 5  мин. ***  p  <  0,001 между всеми парами образцов (дисперсионный анализ ANOVA/апо-
стериорный анализ Бонферрони)

Интересно было выяснить, как соотносятся 
уровни PARилированных белков в пермеабилизо-
ванных и интактных клетках при максимально 
унифицированных протоколах анализа (рис.  S6). 
В случае интактных клеток реакция PARилиро-

вания инициируется сразу после возникновения 
повреждений ДНК и образования активного ком-
плекса PARP–ДНК за счёт вовлечения в этот про-
цесс эндогенного NAD+. В стандартный протокол 
анализа активности PARP в пермеабилизованных 
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Рис. 3. Оптимизированная схема анализа активности PARP в пермеабилизованных адгезированных клетках. 
1  – Адгезированные интактные клетки; 2  – преинкубация с PJ34 (5  мкМ, 1  ч, 37  °С, 5% СО2); 3  – обработка 
Н2О2 (1 мМ, 5 мин, 25  °С); 4 – образование комплекса PARP–ДНК; 5 – пермеабилизация дигитонином (35 мкМ, 
5  мин, 0  °С); 6  – отмывка от дигитонина, PJ34 и эндогенного NAD+; 7  – инкубация пермеабилизованных кле-
ток с экзогенным NAD+ (10  мкМ) и тестируемым соединением (2–10  мин, 25  °С); 8  – PARилирование белков

клетках вносили только одно изменение  – кон-
центрацию NAD+ повышали до 300  мкМ (соответ-
ствует уровню физиологических концентраций в 
клетке). Было показано, что при соблюдении этих 
условий за 5 мин инкубации в пермеабилизован-

ных клетках накапливается в среднем в 2,3  раза 
больше PAR, чем в интактных клетках (рис. S6, б), 
что может быть связано как с различиями в ско-
рости реакции, так и степени PARилирования 
белков.
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Рис. 4. Химические структуры 7-метилгуанина и его производных

Оценка эффективности PARP-ингибиторно-
го действия соединений с использованием пер-
меабилизованных адгезированных клеток. Ти-
пичные кинетические кривые, получаемые при 
использовании предложенного метода анализа 
активности PARP (рис.  S7), имели характерный 
для реакции PARилирования вид  [31]. Внесение 
в реакционную смесь классического ингибитора 
3-аминобензамида (используется в качестве поло-
жительного контроля при поиске и тестировании 
новых ингибиторов PARP) приводило к замедле-
нию скорости реакции, но не влияло на вид полу-
чаемой зависимости. Расчётное значение IC50 для 
3-аминобензамида составило 9,6  мкМ.

Предложенный метод также был исполь-
зован нами для исследования эффективности 

PARP-ингибиторного действия ряда производных 
7-метилгуанина, содержащих дополнительные 
метильные группы в разных положениях (рис. 4). 
Проведённый на начальном этапе скрининг со-
единений в концентрации 150  мкМ показал, что 
положение метильных групп оказывает большое 
влияние на их PARP-ингибиторную активность 
(табл.  1). Внесение дополнительной метильной 
группы в положении  8 приводило к усилению 
ингибиторной активности. Анализ концентраци-
онных зависимостей показал, что значение IC50 
для 7,8-диметилгуанина в 1,6  раз ниже, чем для 
7-метилгуанина (табл.  1 и рис.  5). В то же время 
замещение в положениях  3 и 9 значительно сни-
жало ингибиторную активность производного 
7-метилгуанина.

Рис. 5. Концентрационные зависимости ингибирова-
ния PARP тестируемыми соединениями в пермеаби-
лизованных клетках Н9с2. Обозначения: 1 – 3-амино-
бензамид; 2 – 7-метилгуанин; 3 – 7,8-диметилгуанин; 
4  – N2,7-диметилгуанин. Условия: NAD+  – 10  мкМ; 
время инкубации  – 10  мин; концентрации 3-ами-
нобензамида и 7,8-диметилгуанина  – 0,2, 1, 2,5, 5, 
10, 25, 50, 100  мкМ; концентрации 7-метилгуани-
на и N2,7-диметилгуанина  – 10, 25, 75, 100, 150, 200,  
250, 400  мкМ

Таблица  1. Эффективность PARP-ингибиторного 
действия производных гуанина в тест-системе 
с  пермеабилизованными клетками Н9с2

Соединение

Остаточная  
активность  
PARP при 

концентрации 
соединения 
150  мкМ, %

IC50, мкМ

3-Аминобензамид 1,8  ±  0,1 9,6  ±  0,3

7-Метилгуанин 12,3  ±  1,0 40,3  ±  1,5

7,8-Диметилгуанин 4,5  ±  0,1 24,9  ±  1,8

7,9-Диметилгуанин 83,5  ±  5,3 -

3,7-Диметилгуанин 85,0  ±  6,0 -

N2,7-Диметилгуанин 64,5  ±  4,2 323,6  ±  21,1

N2,N2,7- 
Триметилгуанин 91,8  ±  5,1 -

Примечание. Концентрация NAD+  – 10  мкМ, время 
инкубации  – 10  мин.
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Рис. 6. Моделирование связывания ингибиторов в активном центре PARP1. а  –  3-Аминобензамид; б  –  7-ме-
тилгуанин; в  –  7,8-диметилгуанин; г  –  N2,7-диметилгуанин. Неполярные атомы водорода аминокислотных 
остатков не показаны. Пунктирными линиями обозначены ключевые водородные связи с Gly863

3-Аминобензамид является структурным 
миметиком никотинамидной группы субстрата 
NAD+. Как показывает молекулярное моделиро-
вание, 3-аминобензамид образует в активном 
центре PARP1 две водородные связи с остатком 
Gly863, гидрофобный контакт с боковой цепью 
Ala898, а также π-стэкинг c боковой цепью Tyr907 
(рис.  6,  а; остаток Tyr907 не показан). Данные 
взаимодействия характерны для субстрата, о чём 
можно судить по кристаллической структуре 
PARP1 с аналогом NAD+ бензамидадениндинуклео-
тидом  [43]. 7-Метилгуанин (IC50  =  40,3  мкМ) также 
вступает в вышеперечисленные взаимодействия 
с моделью PARP1 (рис.  6,  б), что согласуется с его 
конкурентным характером действия [31]. Метиль-
ная группа в положении  7 необходима для обес-
печения плотного контакта с остатком Ala898. 
7,8-Диметилгуанин (IC50  =  24,9  мкМ) обладает бо-
лее высокой активностью по сравнению с 7-ме-
тилгуанином за счёт дополнительного гидрофоб-
ного контакта метильной группы в положении  8 
с Сε-атомом боковой цепи Lys903 (рис.  6,  в).

Низкую ингибиторную активность 7,9-диме-
тилгуанина и 3,7-диметилгуанина можно объ-
яснить депротонированием N1-атома амидной 
группы в условиях катализируемой реакции 
(pH = 7,8): потеря протона приводит к нарушению 

водородных связей и эффективного взаимодей-
ствия с остатком Gly863 (рис.  S8). N2,7-Диметил-
гуанин также обладает более слабым ингибитор-
ным эффектом (IC50  =  323,6  мкМ) по сравнению с 
7-метилгуанином: его гидрофобный N2-метиль-
ный заместитель экспонирован в раствор и не 
образует контактов с белком, что является небла-
гоприятным фактором для связывания (рис.  6,  г). 
Наконец, N2,N2,7-триметилгуанин имеет наиболее 
низкую ингибиторную активность среди про-
тестированных производных. В его аминогруп-
пе замещены оба атома водорода, что стериче-
ски препятствует взаимодействию молекулы с 
остатком Gly863 (с помощью докинга не удалось 
получить адекватную модель взаимодействия  
с белком).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Ранее Grube et  al. был описан метод анализа 
активности PARP в клетках Molt-3 (Т-клеточная 
лимфома человека), основанный на инкубации 
пермеабилизованных гипотоническим шоком 
клеток с радиоактивно меченым NAD+ и олиго-
ДНК  [26]. Позже этот метод был несколько моди-
фицирован Muiras et  al., которые использовали 
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дигитонин для пермеабилизации лимфобласто-
идных клеток, иммортализованных вирусом 
Эпштейна–Барр  [29]. В представленной работе 
мы попытались применить данный подход для 
анализа PARP-ингибиторной активности соеди-
нений в культурах адгезированных клеток. При 
воспроизведении методики активность PARP в 
пермеабилизованных кардиомиобластах крысы 
Н9с2 оказалась довольно низкой, что затрудняло 
количественный анализ эффективности действия 
ингибиторов. Для повышения чувствительности 
метода и его унифицирования с протоколом, 
использовавшимся ранее для интактных кле-
ток [33], было предложено до проведения пермеа-
билизации подвергать клетки кратковременной 
инкубации с Н2О2 в присутствии высокоаффинно-
го ингибитора PARP (PJ34) в насыщающей концен-
трации. Это позволяло предотвратить вовлечение 
эндогенного NAD+ в реакцию PARилирования по-
сле связывания PARP с повреждённой ДНК. После 
пермеабилизации клетки многократно промыва-
ли, что приводило к удалению низкомолекуляр-
ных веществ, включая дигитонин, эндогенный 
NAD+ и PJ34. Таким образом, на момент внесения 
экзогенного NAD+ для запуска реакции PARилиро-
вания все молекулы PARP были прочно связаны с 
ДНК и находились в активированном состоянии 
(известно, что значения констант диссоциации 
комплекса PARP1/2–ДНК находятся в диапазоне 
1–10  нМ  [44–47]).

При использовании такого модифицирован-
ного протокола наблюдали существенно более 
высокий уровень активности PARP по сравнению 
с исходной методикой. Мы предполагаем, что на-
блюдаемые различия связаны с тем, что PARP1/2 
в составе комплекса с клеточной ДНК обладает 
большей активностью по сравнению с комплек-
сом с олиго-ДНК. Это подтверждается рядом работ, 
в которых исследовалось влияние нуклеосомного 
контекста на каталитические свойства PARP  [24, 
44,  48]. В случае комплексообразования PARP с 
повреждённой ДНК, помимо автомодификации, 
наблюдается также трансмодификация гистонов, 
которая регулируется фактором PARилирования 
гистонов HPF1 и, возможно, другими белковыми 
факторами  [24, 49, 50].

Разработанный нами метод анализа активно-
сти PARP в пермеабилизованных адгезированных 
клетках был апробирован для оценки PARP-инги-
биторной активности соединений на примере 
референсного ингибитора 3-аминобензамида, а 
также ряда метильных производных природ-
ного ингибитора 7-метилгуанина. В результате 
выявлены положения, модификации по которым 
приводят как к потере активности, свойственной 
исходной структуре, так и к усилению эффектив-
ности действия. Было обнаружено, что 7,8-диме-

тилгуанин более эффективен, чем 7-метилгуанин, 
что объясняется дополнительным гидрофобным 
контактом с белком.

Полученные результаты подтверждают воз-
можность использования разработанного метода 
в качестве хорошей альтернативы применяемым 
в настоящее время стандартным методам анали-
за ингибиторов PARP. Он сочетает преимущества 
двух подходов, основанных на использовании 
изолированных белков PARP и интактных клеток, 
а именно: возможность определения истинных 
показателей эффективности ингибиторного дей-
ствия тестируемых соединений и максимальный 
учёт клеточного контекста при проведении ана-
лиза. Следует также отметить, что комбинирован-
ное исследование ингибиторов PARP с примене-
нием пермеабилизованных и интактных клеток 
в перспективе позволит оценивать не только 
эффективность ингибиторного действия исследуе-
мых соединений, но и их способность накапли-
ваться в живой клетке.

Таким образом, предложенный подход значи-
тельно расширяет возможности изучения функ-
ционирования PARP в клеточном контексте и 
может быть применён для разработки протокола 
высокопроизводительного скрининга синтетиче-
ских и природных ингибиторов PARP.
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A NEW APPROACH FOR STUDYING POLY(ADP-RIBOSE) 
POLYMERASE INHIBITORS USING PERMEABILIZED  
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Poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) inhibitors have been proposed as pharmacological agents in the 
treatment of various diseases. Recently, factors and mechanisms responsible for regulating PARP cat-
alytic activity have been identified, some of which can significantly influence the effectiveness of in-
hibitors of this enzyme. In this regard, it is important to develop new models and methods that would 
reflect the cellular context in which PARP functions. We proposed to use digitonin-permeabilized 
adherent cells to study poly(ADP-ribosyl)ation reaction (PARylation) in order to maintain the nuclear 
localization of PARP and to control the concentrations of its substrate (NAD+) and tested compounds in 
the cell. A specific feature of the approach is that before permeabilization, cellular PARP is converted 
to the DNA-bound state under conditions preventing premature initiation of the PARylation reaction. 
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Experiments were carried out in rat H9c2 cardiomyoblasts. The activity of PARP in permeabilized 
cells was analyzed by measuring the immunofluorescence of the reaction product poly(ADP-ribose). 
The method was verified in the studies of PARP inhibition by the classic inhibitor 3-aminobenzamide 
and a number of new 7-methylguanine derivatives. One of them, 7,8-dimethylguanine, was found to 
be a stronger inhibitor compared to 7-methylguanine, due to a formation of additional hydrophobic 
contact with the protein. The proposed approach opens up new prospects for studying the mechanisms 
of PARP activity regulation in cells and can be used in high-throughput screening of PARP inhibitors.

Keywords: poly(ADP-ribose) polymerase, inhibitor, 7-methylguanine, 7,8-dimethylguanine, chemical syn-
thesis of purines, adherent cells, cell permeabilization, digitonin, cardiomyoblasts, molecular docking


