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Поли(АДФ-рибоза)-полимеразы 1 и 2 (PARP1 и PARP2) играют важную роль в репара-
ции повреждений ДНК в клетке, а их ингибирование применяется для лечения некото-
рых онкологических заболеваний. Ведутся активные разработки новых ингибиторов 
PARP и изучение механизмов их действия. В настоящей работе на примере ингибиторов 
талазопариба, олапариба и велипариба показано, что электрофорез в полиакриламид-
ном геле комплексов ДНК с PARP1 и PARP2 в присутствии ингибиторов позволяет выя-
вить их влияние на сродство ферментов к ДНК, а после добавления субстрата НАД+ – 
оценить эффективность ингибирования каталитической активности ферментов. Учет 
данных механизмов действия важен для поиска новых ингибиторов PARP1 и PARP2.
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Введение
Ядерные белки поли(АДФ-рибозо)-полиме- 

разы 1 и 2 (poly(ADP-ribose) polymerases 1 and 2, 
PARP1 и PARP2) являются важными компонента-
ми систем репарации ДНК [1–4]. Эти ферменты, 
связываясь с разрывами ДНК, активируются и на-
чинают синтезировать полимеры АДФ-рибозы 
(poly(ADP-ribose), PAR) путем модификации соб-
ственной молекулы и/или соседних белков, ис-
пользуя в качестве донора АДФ-рибозильных 
групп НАД+ [1, 5]. За счет большого отрицательно-
го заряда PAR деконденсируют хроматин в местах 
повреждений и привлекают факторы репарации 
ДНК, создавая условия для устранения поврежде-
ний ДНК [6–8]. Геном опухолевых клеток нестаби-
лен, он нуждается в активной системе репарации 
для поддержания целостности ДНК [9]. При разви-
тии онкологических заболеваний высокая актив-
ность белков PARP дает опухолевым клеткам преи-
мущество в выживании и повышает устойчивость 
к проводимой терапии [10]. Несколько синтетиче-
ских ингибиторов PARP были одобрены для лече-
ния онкологических заболеваний [11]. Они пред-
ставляют собой низкомолекулярные соединения, 

ингибирующие каталитическую активность PARP1 
и/или PARP2 за счет конкуренции с субстратом 
НАД+ за связывание в активном центре [12–16]. 
Известно, что применяемые в клинике ингибиторы 
способны влиять как на каталитическую актив-
ность PARP1 и PARP2, так и на их способность 
связываться с ДНК [17]. На связывание PARP 
с  ДНК ингибиторы действуют по-разному в зави-
симости от их структуры и характера связывания 
в  каталитическом домене белка. Соответственно, 
ингибиторы подразделяются на три типа: усилива-
ющие сродство PARP к ДНК (I тип), не оказываю-
щие влияния на ДНК-связывающую активность 
белка (II тип) и уменьшающие сродство PARP 
к  ДНК (III тип) [13]. Например, установлено, что 
применяемые в клинике талазопариб и олапариб 
в  отношении PARP1 являются ингибиторами 
II типа, а в отношении PARP2 – I типа, в то время 
как велипариб действует на оба фермента как инги-
битор III типа [14].

Ингибиторы, которые действуют по I или 
II  типу (такие, как олапариб), способны избира-
тельно и эффективно блокировать PARP [18], но их 
применение часто осложняется повышенной ток-
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сичностью и развитием резистентности  [19–21]. 
Ингибиторы III типа характеризуются более щадя-
щим воздействием на организм. С учетом данных о 
том, что ингибирование PARP2 является гемато-
токсичным [22], ведется поиск селективных инги-
биторов PARP1.

Таким образом, при разработке новых ингиби-
торов, направленных на PARP1, требуется класси-
фикация тестируемых соединений по механизмам 
действия, которую в настоящее время проводят 
главным образом с применением методов поляри-
зации флуоресценции и поверхностного плаз- 
монного резонанса  [13,  14]. Ранее при изучении  
взаимодействий нуклеосом с PARP1 и его ингиби-
торами нами было показано, что дополнительными 
перспективными методами определения типа инги-
биторов этого фермента являются микроскопия 
одиночных частиц на основе Ферстеровского резо-
нансного переноса энергии и электрофорез в поли-
акриламидном геле в нативных условиях [23]. 

В настоящей работе мы сообщаем, что для 
классификации ингибиторов белков PARP может 
быть использован простой и надежный метод 
гель-электрофореза [23–26] с использованием 
ДНК с  тупыми концами в качестве активатора 
фермента, причем метод применим также для 
классификации ингибиторов PARP2.

Материалы и методы
ДНК. Двуцепочечную ДНК длиной 187 п.н. 

получали методом полимеразной цепной реакции 
с использованием плазмиды pTZ57R и олигону-
клеотидов (с включенной в состав обратного 
праймера флуоресцентной меткой Су5):

Прямой праймер: 5’-AAGCGACACCGGCAC
T G G G C C C G G T T C G C G C Т C C C G C C T 
TCCGTGTGTTGTCGTCTCTCGGGCGT-3’;

Обратный праймер: 5’-AACCATGATGGGCA
CTGGGTACCCCAGGGACTTGAAG TAATAAG
GACGGAGGGCCTCTTTCAACATCGATGCACG
G[Cy5-dT]GGTTAG-3’ (Lumiprobe, Россия). 

Экспрессия и очистка белков PARP1 и PARP2. 
Рекомбинантный белок PARP1 получали, как опи-
сано ранее [27]. Рекомбинантный белок PARP2, 
используя методику [28], экспрессировали в бакте-
риальной системе в клетках Escherichia coli штамма 
Rosetta 2 (DE3) pLysS, используя плазмиду pET-28-
PARP2, несущую ген PARP2 человека и гексаги-
стидиновый тэг на N-конце. Клетки растили в сре-
де Лурии-Бертани с 10 мМ бензамида и 50 мкг/мл 
канамицина 4–6 ч до достижения оптической 
плотности при 600 нм 0,5–0,8 опт.ед./см, выдержи-
вали на льду 1 ч, индуцировали экспрессию PARP2 
добавкой изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозида 
(0,2 мМ) и ZnCl2 (100 мкМ), а затем инкубировали 
18 ч при 16°С. Клетки осаждали центрифугирова-
нием (3200 g, 30 мин при 4°С), а осадок ресуспен-
дировали при 4°С в буфере, содержащем 25 мМ 
HEPES (pH 8,0), 500 мМ NaCl, 0,5 мМ трис(2-кар- 

боксиэтил)фосфина (tris(2-carboxyethyl)phosphine, 
TCEP) и 10 мМ бензамида. Клетки лизировали 
френч-прессом в присутствии 1 мМ фенилметил-
сульфонил фторида (phenylmethylsulfonyl fluoride, 
PMSF), 1 мМ бензамидина и смеси ингибиторов 
протеаз А (0,5 мкг/мл лейпептина, 0,7 мкг/мл  
пепстатина А, 0,5 мкг/мл антипаина, смесь инги-
биторов протеаз P2714; Sigma, США). Лизат цен-
трифугировали 1 ч при 18000 g, а собранный су-
пернатант фильтровали через фильтр с диаметром 
пор 0,22 мкм.

PARP2 предварительно очищали методом ме-
талл-аффинной хроматографии на хроматографе 
AKTA Purifier (Cytiva, США) с колонкой HiTraр 
Chelating HP (Cytiva, США), содержавшей Ni2+-се- 
фарозу (GE Healthcare, США). Образец наносили 
на колонку (2 мл/мин) и промывали буфером А 
(25 мМ HEPES (pH 8,0), 0,5 мМ TCEP, 0,1% NP40, 
1 мМ бензамидина, 1 мМ PMSF, смесь ингибито-
ров протеаз А) с 20 мМ имидазола, содержавшим 
0,5 М, затем 1М и затем 0,5 М NaCl. PARP2 элюи-
ровали буфером А с 0,5 М NaCl и 250 мМ имидазо-
ла. Элюат разбавляли буфером Б (50 мМ Tris-HCl 
(pH 7,0), 1 мМ EDTA, 1 мМ PMSF, 1 мМ бензами-
дин, 0,1 мМ TCEP), понижая концентрацию NaCl 
до 0,2 М, и подвергали очистке методом аффинной 
хроматографии на колонке с гепарином HiTrap 
Heparin HP (GE Healthcare, США). После промыв-
ки буфером Б с  0,2 М NaCl PARP2 элюировали 
с колонки градиентом NaCl (от 0,2 до 1 М в течение 
100 мин) в буфере Б. Собранные фракции, содер-
жавшие целевой белок по данным денатурирующе-
го гель-электрофореза, объединяли и концентриро-
вали с помощью концентратора Amicon Ultra 
(Merck, Германия) c фильтром на 50 кДа, центри-
фугируя раствор 6500 g, при 4°С. Для удаления твер-
дых частиц раствор центрифугировали при 10000 g.

Окончательно PARP2 очищали методом гель-
фильтрации на колонке HiPrep 16/60 Sephac- 
ryls-200 HR (Cytiva, США), элюируя его буфером 
(25 мМ HEPES pH 8,0, 150 мМ NaCl, 1 мМ EDTA, 
0,1 мМ TCEP) со скоростью 0,3 мл/мин. Фрак-
ции, содержавшие белок по данным денатурирую-
щего гель-электрофореза, объединяли и  концен-
трировали центрифугированием при 13800 g. 
Белок разбавляли в два раза буфером (40 мМ 
HEPES (pH 8,0), 300 мМ NaCl, 0,2 мМ TCEP, 80% 
глицерина, 0,3 мМ ZnCl2), замораживали в жид-
ком азоте и хранили при -80°С.

Ингибиторы. Талазопариб, олапариб и вели-
париб (Selleck, США) растворяли в ДМСО в кон-
центрации 10 мМ и хранили при температу- 
ре -20°C. 

Подготовка образцов для электрофореза. Все 
исследования проводили в буфере, содержащем 
50  мМ Tris-HCl (pH 7,5), 40 мМ NaCl, 0,3 мМ 
ZnCl2 и 1 мМ β-меркаптоэтанол (ранее была пока-
зана важность использования ионов Zn2+ для ис-
следования PARP2 [29]).
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ДНК (10 нМ) инкубировали с PARP1 (25 нМ) 
или PARP2 (50 нМ) в течение 20 мин при 25°С. 
Для запуска реакции поли(АДФ-рибозил)ирова-
ния в пробу добавляли 100 мкМ НАД+ (Merck, 
Германия) и инкубировали смесь в течение 45 мин 
при 25°С. 

В экспериментах с ингибиторами PARP1 или 
PARP2 образцы преинкубировали с олапарибом 
(1, 10 или 20 мкМ), велипарибом (1, 5 или 
15 мкМ) или талазопарибом (0,5 или 1 мкМ) в те-
чение 15 мин при 25°C и затем инкубировали 
с  ДНК и НАД+, как описано выше. Содержание 
ДМСО в реакционной смеси не превышало 0,2%.

Электрофорез в нативных условиях. Для элек-
трофореза в нативных условиях готовили 4%-ный 
полиакриламидный гель в 0,2×буфере ТВЕ (3,6 мМ 
Tris-HCl (pH 7,5), 3,6 мМ H3BО3, 0,08 мМ ЭДТА). 
Предварительный электрофорез (без проб) прово-
дили при напряжении 140 В и температуре 4°С, 
пока сила тока не снижалась до 5–8  мА. Затем 
в  лунки вносили пробы с предварительно добав-
ленной сахарозой (5% конечная концентрация) 
и проводили электрофорез при 120 В (4°С) в тече-
ние 60 мин. Гели сканировали лазерным флуорес-
центным сканером Amersham Typhoon RGB (GE 
Healthcare, США), возбуждая и регистрируя флуо-
ресценцию красителя Су5 в составе ДНК. 

Результаты и обсуждение
Анализ взаимодействий PARP1 и PARP2 с ДНК 

методом гель-электрофореза. Образование ком-
плексов ДНК с PARP1 и PARP2 оценивали по из-
менению электрофоретической подвижности 
ДНК в полиакриламидном геле в нативных усло-
виях, детектируя флуоресценцию Су5-меченной 
ДНК (свободной и в комплексе с белком). 

Измерение электрофоретической подвижно-
сти ДНК в присутствии белков PARP показало, 
что PARP1 и PARP2 концентрационно-зависи-
мым образом взаимодействуют с ДНК. При кон-
центрации PARP1 25 нМ (рис. 1А, дорожка 2) 
в геле наблюдается появление трех полос, соответ-

ствующих комплексам ДНК–PARP1. Как было 
показано ранее [30], данные полосы соответству-
ют комплексам с различным числом молекул 
PARP1, в которых на молекулу ДНК приходится 
от одной до трех молекул PARP1. При концентра-
ции PARP1 40 нМ разделение смеси на комплексы 
с фиксированной стехиометрией ухудшается, по-
видимому, из-за связывания дополнительных мо-
лекул PARP1 и взаимодействия комплексов между 
собой (рис. 1А, дорожка 3). При концентрации 
≥60 нМ большая часть комплексов переходит в са-
моассоциаты с низкой подвижностью в геле 
(рис. 1А, дорожка 4). Образование самоассоциатов 
может быть связано с установленной способно-
стью комплексов PARP1 с ДНК формировать кон-
денсаты за счет взаимодействия молекул PARP1, 
связавшихся на концах разных молекул ДНК [31]. 
Концентрационно-зависимое образование ком-
плексов естественно сопровождается уменьшени-
ем интенсивности полосы свободной ДНК в геле. 
Для дальнейших экспериментов с ингибиторами 
была выбрана концентрация PARP1 25  нМ, при 
которой на электрофореграмме видны узкие четко 
изолированные полосы комплексов. 

Аналогично был проведен подбор условий ком-
плексообразования для белка PARP2. При концен-
трации PARP2 25–40 нМ происходит формирова-
ние одного-двух типов комплексов с ДНК, 
отличающихся по подвижности в геле (рис. 1Б, до-
рожки 2, 3). При концентрации PARP2 50 нМ обра-
зуется три типа комплекса (рис. 1Б, дорожка  4), 
а  при 75 нМ наблюдается образование 5–6  типов 
комплексов, детектируемых как набор дискретных 
полос в геле (рис. 1Б, дорожка 5). Похожие резуль-
таты были получены ранее [24]. Размер PARP2 су-
щественно меньше, чем PARP1, что позволяет 
большему количеству молекул белка связаться с од-
ной молекулой ДНК. Кроме того, известно, что 
PARP2 при концентрациях около 100 нМ в присут-
ствии ДНК способен образовывать гомодиме-
ры  [32]. Для дальнейших экспериментов был вы-
бран диапазон концентрации PARP2 25–50 нМ. 

Рис. 1. Исследование взаимодействия белков PARP1 и PARP2 с ДНК длиной 187 п.н. методом гель-электрофореза. А – электрофо-
рез в полиакриламидном геле ДНК (20 нМ), проинкубированной с PARP1 (25, 40 или 60 нМ) и НАД+ (100 мкМ), Б – электрофорез 
в полиакриламидном геле ДНК (20 нМ), проинкубированной с PARP2 (25, 40, 50 или 75 нМ) и НАД+ (100 мкМ).
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Добавление НАД+ к комплексам ДНК–PARP 
запускает реакцию, сопровождающуюся авто-
поли(АДФ-рибозил)ированием самих ферментов. 
Образование отрицательно заряженных цепей PAR 
на поверхности PARP1 и PARP2 приводит к умень-
шению сродства белков к ДНК и их диссоциации, 
что регистрируется в геле как исчезновение полос 
комплексов и восстановление полосы свободной 
ДНК – рис. 1А (дорожка 5), рис. 1Б (дорожка 6).

Очевидно, что влияние ингибиторов на срод-
ство PARP1 и PARP2 к ДНК должно приводить 
к  изменению интенсивностей полос свободной 
ДНК и комплексов ДНК с ферментами в геле 
в  отсутствие НАД+, а подавление реакции 
поли(АДФ-рибозил)ирования ингибиторами долж- 
но влиять на степень высвобождения свободной 
ДНК из комплексов в присутствии НАД+. 

Классификация ингибиторов PARP методом 
гель-электрофореза. Исследованы три ингибитора 
PARP: олапариб, талазопариб и велипариб, кото-
рые отличаются по влиянию на сродство PARP1 
с  хроматином в клетке [1, 13, 33]. Диапазон кон-
центраций ингибиторов выбирали, исходя из ра-
нее полученных нами данных [23].

Анализ данных гель-электрофореза показыва-
ет, что талазопариб в концентрации 0,5 и 1 мкМ не 
влияет на связывание PARP1 с ДНК (рис. 2Г, до-
рожки 3, 4), но блокирует НАД+-опосредованную 
диссоциацию комплексов ДНК–PARP1 (рис. 2Г, 
дорожки 6, 7), что указывает на эффективное по-
давление каталитической активности фермента 
талазопарибом в этих концентрациях. Согласно 
этим данным, талазопариб является ингибитором 
PARP1 II типа.

Рис. 2. Влияние ингибиторов на связывание PARP1 и PARP2 с ДНК до и после инкубации с НАД+. А, Б, В – Структурные фор-
мулы талазопариба, олапариба и велипариба. Г, Е, З – Анализ электрофоретической подвижности ДНК (20 нМ) и ее комплексов 
с PARP1 (25 нМ) в присутствии НАД+ (100 мкМ) и ингибиторов: талазопариба (0,5 и 1 мкМ); олапариба (1 и 10 мкМ) и велипа-
риба (1 и 5 мкМ). Д, Ж, И – Анализ электрофоретической подвижности ДНК (20 нМ) и ее комплексов с PARP2 (25 нМ, 50 нМ 
и 50 нМ; Д, Ж и И) в присутствии НАД+ (100 мкМ) и ингибиторов: талазопариба (1 мкМ); олапариба (1 и 20 мкМ) и велипариба 
(1 и 15 мкМ).
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Талазопариб в концентрации 1 мкМ заметно 
усиливает образование комплексов PARP2 с ДНК 
(рис. 2Д, дорожка 3). При добавлении НАД+ 
в  присутствии талазопариба комплексы PARP2 
с  ДНК сохраняются, что свидетельствует о пода-
влении каталитической активности фермента 
и  позволяет классифицировать талазопариб как 
ингибитор PARP2 I типа. 

По данным гель-электрофореза олапариб 
в концентрации 1 и 10 мкМ ингибирует каталити-
ческую активность PARP1 (рис. 2Е, дорожки 6, 7), 
не влияя на образование комплексов ДНК с PARP1 
(рис. 2Е, дорожки 3, 4). Это указывает на то, что 
олапариб является ингибитором PARP1 II типа. 

В случае PARP2 олапариб при концентрации 
1 и 20 мкМ усиливает образование комплексов 
фермента с ДНК, на что указывает уменьшение 
интенсивности полосы свободной ДНК и появле-
ние дополнительной полосы комплексов с низкой 
подвижностью в геле (рис. 2Ж, дорожки 3, 4). По-
сле добавления НАД+ к комплексам ДНК–PARP2 
в присутствии олапариба полоса комплексов 
с низкой подвижностью в геле исчезает, а интен-
сивность полосы свободной ДНК усиливается, 
свидетельствуя о диссоциации части комплексов 
вследствие авто-поли(АДФ-рибозил)ирования 
PARP2. Это согласуется с данными о том, что ола-
париб является более слабым ингибитором 

PARP2, чем талазопариб [15, 20, 21, 34]. Таким об-
разом, по данным гель-электрофореза олапариб 
относится к ингибиторам PARP2 I типа.

Велипариб при концентрациях 1 и 5 мкМ не 
оказывает заметного влияния на ДНК-связываю- 
щую активность PARP1 (рис. 2З, дорожки 3 и 4). 
В концентрации 1 мкМ велипариб не препятству-
ет высвобождению ДНК из комплексов с фермен-
том в результате НАД+-зависимой реакции авто-
поли(АДФ-рибозил)ирования PARP1 (рис. 2З, 
дорожка 6), но в концентрации 5 мкМ он немного 
затрудняет этот процесс (рис. 2З, дорожка 7), что 
согласуется с ранее полученными данными о том, 
что велипариб является более слабым ингибито-
ром PARP1, чем талазопариб [33, 35]. Таким обра-
зом, велипариб может быть отнесен к ингибито-
рам PARP1 II типа.

Велипариб в концентрации 1 мкМ не оказыва-
ет значительного влияния на связывание PARP2 
с ДНК, однако в концентрации 15 мкМ он заметно 
снижает образование комплексов ДНК–PARP2 
(рис. 2И, дорожки 3, 4). Добавление НАД+ к ком-
плексам ДНК–PARP2 в присутствии 15 мкМ вели-
париба не приводит к полному высвобождению 
ДНК из комплексов с ферментом (рис. 2И, дорож-
ка 6). С учетом данных гель-электрофореза велипа-
риб следует классифицировать как ингибитор 
PARP2 III типа.

Рис. 3. Классификация ингибиторов PARP1/2 с использованием метода гель-электрофоретического анализа комплексов  
белок–ДНК.
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Результаты исследований с применением ме-
тода гель-электрофореза талазопариба и олапариба 
согласуются с результатами, полученными метода-
ми поляризации флуоресценции и поверхностного 
плазмонного резонанса [13, 14]: для PARP1 данные 
соединения являются ингибиторами II типа, а для 
PARP2 – ингибиторами I типа.

Полученные нами данные методом гель-
электрофореза подтверждают выводы другого ис-
следования, в котором велипариб был отнесен 
к ингибиторам PARP2 III типа [14]. В тоже время 
исследования методом гель-электрофореза не по-
зволяют отнести велипариб к ингибиторам PARP1 
III типа, т.к. влияния велипариба на ДНК-свя- 
зывающую активность PARP1 не было обнаруже-
но. Таким образом, в настоящей работе было про-
демонстрировано, что для классификации 
ингибиторов PARP1 и PARP2 может быть исполь-
зован метод гель-электрофореза, в котором в ка-
честве субстрата и активатора фермента выступает 
двухцепочечный олигонуклеотид (рис. 3).

Заключение
Метод гель-электрофореза в нативных усло-

виях расширяет ограниченный набор методов, 
которые применимы для исследования механиз-
мов действия ингибиторов ферментов PARP1 
и  PARP2, позволяя определить влияние ингиби-
торов на сродство ферментов с ДНК и на их ката-
литическую активность. 

Работа поддержана в рамках Междисципли-
нарных научно-образовательных школ Москов-
ского государственного университета (проект 
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Gel electrophoretic analysis of protein-DNA complexes 
to classify inhibitors of poly(ADP-ribose) polymerases 1 and 2
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Poly(ADP-ribose) polymerases 1 and 2 (PARP1 and PARP2) play an important role in repairing 
DNA, and their inhibition is being used to treat certain oncological diseases. New inhibitors of 
PARP are being actively developed and the mechanisms of their action are being studied. In the 
present work, using the inhibitors talazoparib, olaparib and veliparib, as example, it is shown 
that electrophoresis of DNA complexes with PARP1 and PARP2 in polyacrylamide gel in the 
presence of inhibitors makes it possible to identify the effect of inhibitors on the affinity of 
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enzymes to DNA, and after adding the NAD+ substrate, to evaluate the inhibition of the 
catalytic activity of enzymes. When selecting new inhibitors for biomedical research, it is 
important to consider these mechanisms of action against PARP1 and PARP2.

Keywords: PARP, inhibitors, electrophoresis, talazoparib, olaparib, veliparib
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