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Поли(ADP�рибозо)полимераза 1 (ПАРП�1) является ключевым ферментом репарации ДНК и важной ми�
шенью для терапии онкологических заболеваний. Сложное строение субстратов ПАРП�1 ограничивает воз�
можности экспериментального изучения механизма реакции, однако необходимые данные могут быть по�
лучены путем молекулярного моделирования. В представленной работе впервые получена молекулярно�ди�
намическая модель фермент�субстратного комплекса ПАРП�1, содержащего молекулу NAD+ и конец цепи
поли(ADP�рибозы) в виде молекулы ADP. Охарактеризованы взаимодействия с остатками активного цент�
ра, среди которых определяющую роль играют Gly863, Lys903, Glu988, а также предложен SN1�подобный
механизм для катализируемой реакции ADP�рибозилирования. С помощью молекулярного докинга полу�
чены модели комплексов ПАРП�1 с более сложными двухзвенными фрагментами растущей цепи полимера
и конкурентными ингибиторами 3�аминобензамидом и 7�метилгуанином.
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Поли(ADP�рибозо)полимераза 1 человека
(ПАРП�1; КФ 2.4.2.30) является ферментом су�
персемейства ADP�рибозилтрансфераз, кото�
рый обладает ДНК�зависимой активностью и
катализирует синтез поли(ADP�рибозы) (ПАР,
рис. 1) из молекул NAD+ [1–5]. ПАРП�1 осуще�
ствляет перенос ADP�рибозы на белок�акцеп�
тор с высвобождением никотинамида (модифи�
кации могут подвергаться боковые цепи остат�

ков глутаминовой и аспарагиновой кислоты, а
также лизина) [6, 7]. Далее происходит синтез
полианиона ПАР путем последовательного при�
соединения новых звеньев ADP�рибозы с обра�
зованием гликозидных связей α(1→2) [8, 9].

Связывание ПАРП�1 с разрывами ДНК при�
водит к модификации других белков, вовлечен�
ных в метаболизм ДНК, а также к автомодифи�
кации [11, 12]. Результатом поли(ADP�рибо�
зил)ирования является реорганизация структу�
ры хроматина и мобилизация белков репарации
для устранения повреждения [13–16]. В част�
ности, автомодифицированная ПАРП�1 образу�
ет комплекс с белком эксцизионной репарации
XRCC1, который, в свою очередь, взаимодей�
ствует с ДНК�полимеразой β и ДНК�лигазой III
[17, 18]. Поскольку ПАРП�1 является ключевым
ферментом репарации ДНК в опухолевых клет�
ках, большое внимание уделяется поиску его
ингибиторов, обладающих собственным анти�
пролиферативным эффектом или действующих
в сочетании с ДНК�повреждающими препара�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ПАРП�1 – поли(ADP�ри�
бозо)полимераза 1, ПАР – поли(ADP�рибоза), МД – мо�
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* Первоначально английский вариант рукописи опубли�
кован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM19�253,
16.12.2019.

** Приложение к статье на английском языке опублико�
вано на сайте журнала «Biochemistry» (Moscow) и на сайте
издательства Springer (https://link.springer.com/journal/
10541), том 85, вып. 1, 2020.

*** Адресат для корреспонденции.

# Авторы внесли равный вклад в работу.



МОДЕЛИРОВАНИЕ КОМПЛЕКСОВ ПАРП�1

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  1  2020

117

тами [19–22]. Недавно для лечения рака молоч�
ной железы и яичников были одобрены три син�
тетических ингибитора ПАРП�1: олапариб, ру�
капариб и нирапариб [23–25]. Клеточная функ�
ция ПАРП�1, а также способы ее подавления
подробно рассмотрены в большом числе обзо�
ров [26–31].

О молекулярном механизме реакции ADP�
рибозилирования известно не так много. В ак�
тивном центре каталитического домена ПАРП�1
можно выделить участок связывания донора
(NAD+) и участок связывания акцептора (ПАР)
[32]. Молекула NAD+, по�видимому, образует
водородные связи с Gly863 и гидрофобный кон�
такт с Tyr907 подобно миметикам никотинамид�
ного фрагмента, для которых установлена
структура фермент�ингибиторных комплексов
[33, 34]. Некоторые предположения относитель�
но связывания субстрата�акцептора можно сде�
лать на основе кристаллической структуры
ПАРП�1 с неактивным структурным аналогом,
аденозиндифосфатный фрагмент которого об�
разует гидрофобный контакт с Met890 и водо�
родные связи с Lys903 и Glu988 [35]. Карбок�
сильная группа остатка Glu988 находится вбли�
зи расщепляемой N�гликозидной связи NAD+

и, предположительно, может выступать в роли
общего основания, активирующего нуклео�
фильную группу субстрата�акцептора, и/или
участвовать в стабилизации переходного состо�
яния [33, 35, 36].

На данный момент нет достоверной инфор�
мации о взаимной ориентации субстратов
ПАРП�1, необходимой для протекания реак�
ции, и о структуре переходных состояний и ин�

термедиатов, поэтому актуальной задачей явля�
ется моделирование фермент�субстратных
комплексов на основе доступных кристаллогра�
фических данных. Детальное исследование мо�
лекулярных взаимодействий ПАРП�1 с субстра�
тами представляет не только фундаментальный
интерес, но и может создать основу для рацио�
нального дизайна эффективных конкурентных
ингибиторов. Успешное решение данной задачи
в настоящее время становится возможным бла�
годаря следующим факторам: наличию много�
доменной структуры апоформы 4dqy [37, 38],
структуры каталитического домена со связан�
ным аналогом субстрата�акцептора 1a26 [35] и
недавнему появлению структуры каталитичес�
кого домена ПАРП�1 со связанным аналогом
субстрата�донора 6bhv [39].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Молекулярную модель ПАРП�1 человека
конструировали на основе кристаллической
структуры 4dqy (цепи A, B, C, M и N). Координа�
ты неразрешенной петли 576–583 в домене WGR
перенесли из структуры 2cr9. Координаты петли
645–661 между WGR и каталитическим доменом
были предсказаны с помощью программы
Modeller 9.20 (рис. 2) [40]. Координаты аналога
NAD+ перенесли из структуры 6bhv, после чего
преобразовали бензамидный фрагмент в нико�
тинамидный путем замены соответствующего
атома углерода на азот. Координаты боковой це�
пи Arg878, взаимодействующей с адениновой
группой NAD+ и обладающей существенной

Рис. 1. Химическое строение ПАР. Синим цветом показано первое звено ADP�рибозы, присоединенное к белку�акцепто�
ру. Ветвление полимера происходит, когда в реакцию нуклеофильного замещения вовлекается «никотинамидная» рибоза
ПАР. Присоединение ADP�рибозы в результате реакций элонгации и ветвления происходит в соотношении 41/1 [10].
С цветным вариантом рис. 1 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/



конформационной подвижностью, также заим�
ствовали из 6bhv. Координаты ADP в качестве
структурного аналога субстрата�акцептора пере�
несли из структуры 1a26. Для наложения струк�
тур использовали программу Matt 1.00 [41].

Далее структуру оптимизировали и исследо�
вали методом молекулярной динамики (МД) с
помощью AmberTools 15 и пакета Amber 14 [42,
43], установленного на суперкомпьютере МГУ
[44]. Атомы водорода добавляли с учетом иони�
зационных свойств остатков, в частности в ими�
дазольном кольце остатка активного центра
His862 был протонирован Nδ1�атом. Структуру
окружали слоем (12 Å) воды TIP3P, для нейтра�
лизации отрицательного суммарного заряда до�
бавляли ионы натрия. На первой стадии мини�
мизации энергии полученной системы (2500 ша�
гов по методу наискорейшего спуска + 2500 ша�
гов по методу сопряженных градиентов) коорди�
наты белка, ДНК и субстратов фиксировали по�
зиционными ограничениями 2 ккал/(моль⋅Å2)
на тяжелых атомах. Вторую стадию минимиза�
ции (5000 шагов наискорейшего спуска + 5000
шагов по методу сопряженных градиентов) про�
водили без каких�либо ограничений. Затем сис�
тему разогревали от 0 до 300 К с использовани�
ем позиционных ограничений 1 ккал/(моль⋅Å2)
на атомах белка, ДНК и субстратов (250 пс, пос�
тоянный объем) и уравновешивали при 300 К
(500 пс, постоянное давление). Достижение рав�
новесной конформации субстратов подтвержда�
ли путем анализа среднего квадратичного от�
клонения их атомов от начального положения.
В дальнейшем с использованием подготовлен�
ной структуры рассчитывали и анализировали
траекторию равновесной симуляции МД дли�
ною 5000 пс. Шаг интегрирования составлял
0,002 пс с учетом использования алгоритма
SHAKE. Радиус отсечения невалентных взаимо�
действий составлял 10 Å. Регуляцию температу�
ры осуществляли по методу Ланжевена, давле�
ния – по методу Берендсена. Для молекулярно�
механического описания белка и ДНК исполь�

зовали силовое поле ff14SB [45], для описания
молекул NAD+ и ADP – параметры из базы дан�
ных Amber Parameter Database [46–48].

Среди кадров траектории равновесной симу�
ляции выбрали структуру, в которой взаимное
расположение субстратов было близко к реак�
ционноспособной конфигурации, и провели
минимизацию ее энергии (5000 шагов наиско�
рейшего спуска + 5000 шагов по методу сопря�
женных градиентов). Полученную структуру ис�
пользовали для ковалентного докинга в про�
грамме Lead Finder 1.1.15 [49, 50]: молекула ADP
была достроена до фрагментов ПАР, состоящих
из двух звеньев ADP�рибозы. Недостающие
группы атомов присоединяли к С5′�атому
(элонгация, ветвление) и С1′�атому (ветвление).
Кроме того, с помощью Lead Finder был осуще�
ствлен стандартный докинг ингибиторов 3�ами�
нобензамида и 7�метилгуанина в активный
центр (для этого из структуры ПАРП�1 были
предварительно удалены молекулы субстратов).
Для визуализации структур использовали VMD
1.9.2 [51].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

На основе доступного набора кристалличес�
ких структур ПАРП�1 была впервые сконструи�
рована МД�модель фермент�субстратного
комплекса c NAD+ и концевым фрагментом
ПАР, представленным в виде молекулы ADP
(рис. S1 в Приложении). Полученная сольвати�
рованная система помимо субстратов включала
703 аминокислотных остатка, 52 нуклеотида,
2 иона Zn2+, 49 ионов Na+ и 73281 молекулу во�
ды. В результате анализа траектории равновес�
ной симуляции ПАРП�1 были обнаружены сле�
дующие важные межмолекулярные взаимодей�
ствия. Никотинамидная группа NAD+ образует
две водородные связи с остатком Gly863 (табли�
ца и рис. S2 в Приложении), а также π�стэкинг с
боковой цепью Tyr907, что согласуется с резуль�

НИЛОВ и др.
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Рис. 2. Многодоменное строение полученной модели ПАРП�1 человека со связанными молекулами ДНК, NAD+ и ADP.
С цветным вариантом рис. 2 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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татами гомологичного моделирования, которые
были получены с использованием структур дру�
гих представителей суперсемейства (дифтерий�
ного токсина и экзотоксина А) [34, 52]. Рибоза
адениновой части NAD+ образует водородную
связь с Nε2�атомом имидазольного кольца
His862. Адениновый заместитель концевой ри�
бозы ПАР формирует устойчивый гидрофобный
контакт с боковой цепью Met890, а пирофос�
фатная группа образует водородную связь с ами�
ногруппой Lys903, которая, в свою очередь, ста�
билизирует положение наиболее важного для
катализа остатка Glu988. Карбоксильная группа
Glu988 образует водородные связи с 2′N�гидрок�
сильной группой NAD+ и 3′A�гидроксильной
группой фрагмента ПАР, обеспечивая требуемое
взаимное расположение субстрата�донора и
субстрата�акцептора (рис. 3, а; нижние индексы
«N» и «A» обозначают принадлежность к нико�
тинамидной и адениновой рибозе).

Здесь следует вспомнить о поддерживаемом
некоторыми авторами предположении о том,
что Glu988 образует также водородную связь с
2′�гидроксильной группой ПАР и является ак�
цептором протона при нуклеофильной атаке по
механизму SN2 [35, 36, 53, 54]. Однако в ходе си�
муляции мы не наблюдали ни образования упо�
мянутой водородной связи, ни реакционноспо�
собной линейной конфигурации атомов
ADP:O2′A, NAD+:C1′N и NAD+:N1N, характерной
для механизма SN2. Среднее значение расстоя�
ния O2′A ⋅⋅⋅ C1′N составило 4,2 Å, угла O2′A ⋅⋅⋅ C1′N
⋅⋅⋅ N1N – 135° (рис. 4), в то время как необходи�
мое для нуклеофильной атаки расстояние со�
ставляет ~3 Å, а угол не должен сильно откло�
няться от значения 180° [55]. Это дает основание
предположить, что катализируемая ПАРП�1 ре�
акция ADP�рибозилирования протекает по аль�
тернативному, SN1�подобному механизму
(рис. 5). По�видимому, сначала происходит об�
разование интермедиата – иона оксокарбения,
который стабилизируется благодаря отрица�
тельному заряду карбоксильной группы Glu988.
Реакционный центр приобретает плоскую кон�
фигурацию, что облегчает последующую атаку
2′�гидроксильной группой акцептора. Посколь�
ку ПАР является отрицательно заряженным био�
полимером, его связывание в активном центре
ПАРП�1 в качестве субстрата�акцептора может
способствовать образованию иона оксокарбе�
ния. Интересно, что похожий механизм был ус�
тановлен для других представителей суперсе�
мейства ADP�рибозилтрансфераз: ПАРП�10
[56], дифтерийного токсина [57, 58], экзотокси�
на А [59, 60] и йота�токсина [61, 62].

Допуская возможность образования иона
оксокарбения в активном центре ПАРП�1, мож�

но предложить механизм и для реакции иници�
ации синтеза ПАР, когда акцептором ADP�ри�
бозы служит остаток глутаминовой или аспара�
гиновой кислоты на поверхности модифицируе�
мого белка. В этом случае один из атомов кисло�
рода модифицируемой карбоксильной группы
может занимать положение 2′�гидроксильной
группы ПАР вблизи расщепляемой гликозид�
ной связи. Отрицательный заряд карбоксиль�
ной группы белка�акцептора способствует рас�
щеплению NAD+ с образованием иона оксокар�
бения, после чего происходит нуклеофильная
атака. Данное предположение объясняет тот
факт, что мутации E988Q и E988A существенно
снижают способность ПАРП�1 катализировать
реакцию элонгации, но мало влияют на стадию
инициации [36]. Glu988 обеспечивает реакци�
онноспособную ориентацию субстратов (NAD+

и ПАР) и стабилизирует интермедиат при нара�
щивании цепи ПАР. Однако на стадии инициа�
ции этот остаток не столь важен, поскольку его
стабилизирующую функцию выполняет карбок�
сильная группа белка�акцептора.

Полученная МД�структура ПАРП�1 характе�
ризует взаимную ориентацию NAD+ и атакую�
щей рибозы ПАР на примере модельной молеку�
лы ADP, однако она не дает представления о по�
ложении растущей цепи полимера. Конструиро�
вание более сложных фрагментов ПАР, состоя�
щих из двух звеньев ADP�рибозы, было осущест�
влено методом ковалентного докинга. Для этого
был выбран кадр траектории МД�симуляции, в
котором взаимное расположение субстратов
близко к реакционноспособной конфигурации
(рис. 4), а никотинамидная рибоза NAD+ пред�
ставлена в конформации 3′�экзо. В данной кон�

Взаимодействие

Glu988:OE1 ⋅⋅⋅ NAD+:2′N�OH:H

Glu988:OE2 ⋅⋅⋅ ADP:3′A�OH:H

Gly863:H ⋅⋅⋅ NAD+:CONH2:O

Gly863:O ⋅⋅⋅ NAD+:CONH2:H

Lys903:NH3:H* ⋅⋅⋅ ADP:P2O7:O

Lys903:NH3:H* ⋅⋅⋅ Glu988:OE2

NAD+:CONH2:H ⋅⋅⋅ NAD+:P2O7:O**

Ключевые взаимодействия в активном центре ПАРП�1,
выявленные с помощью равновесной МД�симуляции.
Приведены средние значения расстояний вместе со стан�
дартным отклонением

Расстояние, Å

1,7 ± 0,1

1,7 ± 0,2

2,0 ± 0,2

2,4 ± 0,4

1,9 ± 0,3

2,0 ± 0,2

1,9 ± 0,2

* Для каждого кадра траектории в расчет принимали ми�
нимальное из расстояний до атомов водорода аминогруп�
пы Lys903, поскольку данная группа способна претерпе�
вать вращение. 
** Внутримолекулярная водородная связь NAD+. 



формации атомы C2′N, C1′N, O4′N и С4′N находятся
в одной плоскости (как в ионе оксокарбения),
что должно облегчать образование интермедиата
реакции. Далее к молекуле ADP присоединили
недостающие группы атомов, получив коорди�
наты субстрата�акцептора (ПАР) для реакций
элонгации и ветвления. В случае элонгации но�

вое звено переносится на концевую адениновую
рибозу ПАР; реакционноспособная ориентация
субстратов представлена на рис. 3, а и б. С опре�
деленной периодичностью также происходит
ветвление полимера, когда новое звено присое�
диняется к «никотинамидной» рибозе (рис. 1)
[10, 63, 64]. Считается, что для осуществления
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Рис. 3. Взаимное расположение NAD+ и ПАР в моделях фермент�субстратных комплексов ПАРП�1, полученных метода�
ми МД и докинга. а и б – Элонгация; в и г – ветвление. Можно видеть, что положение пирофосфатной группы, присое�
диненной к атакующей рибозе ПАР, практически не отличается.
С цветным вариантом рис. 3 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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Рис. 5. Предполагаемый SN1�подобный механизм реакции ADP�рибозилирования, катализируемой ПАРП�1. Отрица�
тельный заряд карбоксильной группы Glu988 стабилизирует интермедиат (ион оксокарбения)

данной реакции ПАР разворачивается на 180°,
что позволяет группе 2′N�OH занять реакцион�
носпособное положение 2′A�OH (рис. S3 в При�
ложении). Положение пирофосфатной группы,
присоединенной к атакующей рибозе, не пре�
терпевает при этом существенных изменений
[35]. Для моделирования положения ПАР, соот�
ветствующего реакции ветвления, адениновая
группа ADP была заменена на остаток ADP�ри�

бозы с инвертированием конфигурации C1′�
атома (рис. 3, в и г). На рис. 3, б и г, можно срав�
нить ориентацию растущей цепи полимера в
случае элонгации и ветвления.

Адекватность полученной модели фермент�
субстратного комплекса и важность установлен�
ных взаимодействий в активном центре МД�
структуры подтвердили результаты докинга двух
известных ингибиторов ПАРП�1 с предполагае�
мым конкурентным механизмом действия. Пер�
вое соединение, 3�аминобензамид, является хо�
рошо изученным структурным аналогом нико�
тинамидной группы NAD+ [65–67]. Второе со�
единение, 7�метилгуанин, представляет собой
новый ингибитор ПАРП с перспективным про�
филем фармакокинетики и токсичности. Дан�
ный метаболит нуклеиновых кислот усиливает
апоптотическую гибель раковых клеток в комби�
нации с цисплатином и доксорубицином in vitro,
не оказывая при этом существенного побочного
действия на организм в предварительных испы�
таниях in vivo [68–70]. Молекулярный докинг
показал, что 3�аминобензамид и 7�метилгуанин
занимают участок никотинамидной группы
NAD+, образуя свойственные субстрату взаимо�
действия с остатками Gly863 и Tyr907 (рис. 6). В
случае 7�метилгуанина функциональная амид�
ная группа встроена в систему конденсирован�
ных колец, однако это не мешает формированию
водородных связей с Gly863 (рис. 6, б).

В результате проведенных исследований со�
здана модель фермент�субстратного комплекса
ПАРП�1 человека. При анализе МД�траектории
комплекса охарактеризованы взаимная ориента�
ция субстрата�донора (молекула NAD+) и
субстрата�акцептора (фрагмент ПАР), а также их
взаимодействия с остатками активного центра,
среди которых определяющую роль играют
Gly863, Lys903 и Glu988. Это позволило сделать
предположение о том, что катализируемый

Рис. 4. Распределение пар значений расстояние–угол для
атомов в реакционном центре ПАРП�1, полученное в ре�
зультате равновесной МД�симуляции. Каждая точка соот�
ветствует определенному кадру траектории, зеленым цве�
том отмечена структура (t = 3234 пс), которую использова�
ли для проведения докинга.
С цветным вариантом рис. 4 можно ознакомиться в элек�
тронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/



ПАРП�1 синтез ПАР происходит по SN1�подоб�
ному механизму через образование ионов оксо�
карбения. Методом докинга показано, что учас�
ток связывания никотинамидной группы NAD+

является мишенью для ингибиторов 3�амино�
бензамида и 7�метилгуанина. В дальнейшем по�
лученная модель фермент�субстратного комп�
лекса может быть использована при рациональ�
ном дизайне ингибиторов ПАРП нового поколе�
ния. В частности, с помощью гибридных кванто�
во�механических/молекулярно�механических
методов на ее основе может быть получена струк�
тура интермедиата ПАРП�1 для скрининга моле�
кул, комплементарных соответствующему кон�
формационному состоянию активного центра.
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Рис. 6. Моделирование связывания 3�аминобензамида (а) и 7�метилгуанина (б) в активном центре ПАРП�1. Желтым цве�
том показана фенильная группа Tyr907, образующая с ингибитором π�стэкинг. Серым цветом показаны координаты ни�
котинамидной группы NAD+ в МД�структуре ПАРП�1.
С цветным вариантом рис. 6 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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Poly(ADP�ribose) polymerase 1 (PARP�1) is a key DNA repair enzyme and an important target for cancer treatment.
Conventional methods of studying the PARP�1 reaction mechanism have limitations because of the complex struc�
ture of PARP�1 substrates, however, the necessary data can be obtained by molecular modeling. In the present work,
a molecular�dynamics model for the PARP�1 enzyme–substrate complex containing NAD+ molecule, and the end
of poly(ADP�ribose) chain in the form of ADP molecule was obtained for the first time. Interactions with the active
site residues have been characterized where Gly863, Lys903, Glu988 play a crucial role, and an SN1�like mechanism
for the enzymatic ADP�ribosylation reaction has been proposed. Models of PARP�1 complexes with more sophisti�
cated two�unit fragments of the growing polymer chain as well as with competitive inhibitors 3�aminobenzamide and
7�methylguanine have been obtained by molecular docking.
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