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Принятые сокращения: 7mGua – 7-метилгуанин; 8h7mGua – 8-гидрокси-7-метилгуанин; АП-сайт – апуриновый/
апиримидиновый сайт; APE1 – апуриновая/апиримидиновая эндонуклеаза 1; PAR – поли(ADP-рибоза); PARP1 – по-
ли(ADP-рибозо)полимераза 1; Polβ – ДНК-полимераза β; TDP1 – тирозил-ДНК-фосфодиэстераза 1; TGT – тРНК-гуа-
нинтрансгликозилаза.

* Адресат для корреспонденции.
# Авторы внесли равный вклад в работу.

ВВЕДЕНИЕ

7-Метилгуанин (7mGua) и 8-гидрок-
си-7-метилгуанин (8h7mGua, рис. 1) являются 
метаболитами нуклеиновых кислот и в малом 

количестве содержатся в моче человека [1–6]. 
В матричной РНК метилированию подвержен 
гуанозин в составе 5′-концевой кэп-структу-
ры. Данная модификация РНК важна для ре-
гуляции экспрессии генов и осуществляется 
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Ранее нами было обнаружено, что образующийся в организме метаболит нуклеиновых кислот 7-ме-
тилгуанин (7mGua) способен оказывать ингибиторное действие на фермент поли(ADP-рибозо)-
полимеразу 1 (PARP1) – важную фармакологичекую мишень в противораковой терапии. В данной ра-
боте с использованием оригинального метода анализа активности PARP1, основанного на измерении 
анизотропии флуоресценции, исследованы ингибиторные свойства 7mGua, а также его метаболита – 
8-гидрокси-7-метилгуанина (8h7mGua). Показано, что оба соединения дозозависимо подавляют 
ферментативную активность PARP1, однако 8h7mGua является более сильным ингибитором. Значе-
ния IC

50
 для 8h7mGua при разных концентрациях субстрата NAD+ оказались в среднем в 4 раза ниже, 

чем для 7mGua. Более эффективное связывание 8h7mGua в активном центре PARP1 объясняется на-
личием дополнительной водородной связи с каталитическим остатком Glu988. Экспериментальные 
и вычислительные исследования не выявили влияния 7mGua и 8h7mGua на активность других фер-
ментов репарации ДНК, что говорит о селективности их ингибиторного действия.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: поли(ADP-рибозо)полимераза  1, репарация ДНК, ингибитор, 7-метилгуанин, 
8-гидрокси-7-метилгуанин.
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ферментативно [7–9]. В ДНК гуанозин моди-
фицируется под воздействием различных экзо-
генных и эндогенных метилирующих агентов, и 
с возрастом число таких аддуктов увеличивает-
ся [10–12]. При этом следует отметить, что сво-
бодное основание 7mGua не вовлечено в син-
тез нуклеотидов и не способно встраиваться 
в ДНК [13–15]. Некоторое количество 7mGua 
превращается в 8h7mGua под действием ксан-
тиноксидазы или деметилируется [3, 16, 17]. 
Так, после внутривенного введения здоровому 
добровольцу 5 мг 7mGua, меченного изотопом 
15N, содержание [15N]7mGua и [15N]8h7mGua в 
суточной моче составило 48% и 16% от количе-
ства введенного вещества соответственно [16].

В процессе компьютерного скрининга 
ингибиторов поли(ADP-рибозо)полимера-
зы  1 (PARP1), предпринятого нашей группой, 
была обнаружена потенциальная способность 
7mGua связываться с ферментом и взаимодей-
ствовать с ключевыми остатками активного 
центра Gly863 и Tyr907 [18]. Предварительное 
исследование подтвердило ингибиторное дей-
ствие 7mGua в отношении рекомбинантной 
PARP1 человека [19]. PARP1 активируется в 
клетке под воздействием различных стрессовых 
факторов и осуществляет синтез поли(ADP-ри-
бозы) (PAR), используя в качестве субстрата 
NAD+ [20–22]. Химиотерапия онкологических 
заболеваний зачастую основана на примене-
нии ДНК-повреждающих агентов. Активация 
фермента PARP1 на образовавшихся разрывах 
ДНК и синтезируемый им сигнальный полимер 
PAR привлекает белки репарации ДНК в об-
ласть повреждения, что приводит к снижению 
эффективности действия препаратов [23–26]. 
В случае патологий сердечно-сосудистой, нерв-
ной, иммунной и дыхательной систем также 
наблюдается активация PARP1, приводящая к 
истощению запаса NAD+ и запуску механизмов 
клеточной гибели [27–29].

Разработка ингибиторов PARP1 является 
приоритетным направлением в медицинской 
химии и фармакологии. В последнее время для 
лечения онкологических заболеваний были 
одобрены синтетические ингибиторы олапа-
риб, рукапариб и нирапариб [30–32]. К сожа-
лению, широкое использование данных сое-
динений затруднено ввиду вызываемых ими 
серьезных побочных эффектов, в частности, 
развития у некоторых пациентов миелодиспла-
стического синдрома [33–35]. Природные сое-
динения, такие как 7mGua и его производные, 
могут иметь более благоприятный токсиколо-
гический профиль по сравнению с синтетиче-
скими ингибиторами PARP1, что подтвержда-
ется данными QSAR-моделирования свойств 
7mGua [18]. Следует отметить, что 7mGua яв-
ляется также известным ингибитором тРНК-
гуа нинтрансгликозилазы (TGT), катализирую-
щей замену гуанина на кьюин в тРНК [36, 37]. 
Недавно было показано, что при недостатке 
TGT существенно снижается пролиферация и 
миграция опухолевых клеток [38]. Ингибитор-
ное действие 7mGua в отношении нескольких 
молекулярных мишеней, PARP1 и TGT, может 
представлять интерес с точки зрения полифар-
макологии [39, 40].

В представленной работе проведен подроб-
ный анализ ингибиторного действия 7mGua и 
его метаболита 8h7mGua в отношении PARP1 с 
использованием разработанного ранее метода 
определения ферментативной активности, ос-
нованного на детекции анизотропии флуорес-
ценции [41]. Для доказательства селективности 
7mGua и 8h7mGua по отношению к PARP1 
было также исследовано их влияние на фер-
ментативную активность ряда других белков 
репарации ДНК  –  апуриновую/апиримиди-
новую эндонуклеазу  1 (APE1), ДНК-полиме-
разу β (Polβ) и тирозил-ДНК-фосфодиэстера-
зу 1 (TDP1).

Рис. 1. Химические структуры природных азотистых оснований 7mGua и 8h7mGua
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали 7mGua, приобре-
тенный в «Sigma-Aldrich» (США, каталожный 
номер 67073). Синтез 8h7mGua осуществили 
согласно схеме, представленной на рис.  2, с 
использованием ранее опубликованных мето-
дик [42, 43]. Более подробное описание дано в 
Приложении.

Бакуловирус, несущий кДНК PARP1 че-
ловека, был любезно предоставлен д-ром 
В. Шрайбер (École Supérieure de Biotechnologie 
de Strasbourg, Франция). Рекомбинантный бе-
лок PARP1 экспрессировали в суспензионной 
культуре клеток насекомых Sf9 и выделяли со-
гласно ранее описанной методике [44]. Для ак-
тивации PARP1 использовали ДНК-дуплекс, 
образованный олигонуклеотидами 5′-GGAA-
GACCCTGACGTTCCCAACTTTATCGCC-
FAM-3′ (содержит флуорофор FAM на 
3′-конце), 5′-GGCGATAAAGTTGGG-3′ и 
5′-p-AACGTCAGGGTCTTCC-3′ (содержит 
5′-концевой фосфат). Данный ДНК-дуплекс 
представляет собой модель поврежденной ДНК.

Для оценки активности PARP1 исполь-
зовали методику, основанную на измерении 
анизотропии флуоресценции ДНК [41]. Ре-
акционная смесь содержала буфер (50  мМ 
NaCl, 50  мМ Tris-HCl, рН  8,0, 5  мМ DTT, 
5  мМ MgCl

2
), 100 нМ меченый ДНК-дуплекс, 

200 нМ PARP1, а также исследуемое вещество в 
определенной концентрации. Реакцию иници-

ировали добавлением раствора NAD+. Изме-
рение флуоресценции проводили при 25  °С в 
режиме кинетического анализа на планшетном 
флуориметре CLARIOstar («BMG Labtech», 
Германия), длина волны возбуждения состав-
ляла 482 нм, эмиссии – 530 нм. Длительность и 
число циклов определяли индивидуально в за-
висимости от количества сканируемых лунок. 
В типичном эксперименте длительность изме-
рения флуоресценции составляла 30–40  мин, 
интервалы между двумя последовательными 
измерениями – 30–40 с. Анизотропию рассчи-
тывали по формуле:

A = (I
‖
 – I⊥)/(I

‖
 + 2I⊥),  (1)

где I
‖
 и I⊥  –  интенсивность флуоресцентного 

света, поляризованного в двух взаимно пер-
пендикулярных плоскостях.

Изучение влияния 7mGua и 8h7mGua на 
активность ферментов репарации APE1, Polβ и 
TDP1 проводили с использованием ранее опу-
бликованных методик [45–47], более подроб-
ное описание дано в Приложении.

Докинг молекул 7mGua и 8h7mGua в ак-
тивный центр модели PARP1, полученной в 
предыдущей работе [18], осуществляли с по-
мощью программы Lead Finder  1708 в режи-
ме «extra precision» [48,  49]. Для визуализации 
полученных структур использовали програм-
му VMD  1.9 [50]. Прогнозирование спектра 
биологической активности 7mGua и 8h7mGua 
выполнили с помощью компьютерной про-

Рис. 2. Схема синтеза 8h7mGua. В качестве исходного соединения использовали теобромин
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граммы PASS  2020 [51]. Данная программа 
способна предсказывать механизм действия 
органических соединений на основе анализа 
взаимосвязей «структура-активность» для обу-
чающей выборки, содержащей информацию о 
структуре и активности более 1,3 млн биологи-
чески активных соединений, со средней точ-
ностью около 97%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для исследования влияния 7mGua и 
8h7mGua на активность PARP1 использова-
ли ранее разработанную тест-систему, в ос-
нове которой лежит измерение анизотропии 
флуоресценции меченого ДНК-дуплекса, с 
которым связывается PARP1 [41]; при этом в 
методику были внесены некоторые дополне-
ния, касающиеся алгоритма расчета началь-
ной скорости реакции. Уровень анизотропии 
отражает размер комплекса, в состав которого 
включён флуорофор. Анизотропия свободного 
ДНК-дуплекса минимальна, так как он являет-
ся небольшой легко вращающейся молекулой. 
При образовании комплекса PARP1–ДНК 
наблюдается существенное повышение ани-
зотропии флуоресценции вследствие ограни-
чения подвижности флуорофора. При внесе-
нии в реакционную смесь NAD+ происходит 
запуск реакции автомодификации PARP1. 
Наращивание отрицательно заряженного по-
лимера PAR, присоединенного к PARP1, при-
водит к снижению степени ассоциации PARP1 
с ДНК-дуплексом, и следовательно – к посте-
пенному снижению анизотропии (рис. 3).

При расчете начальной скорости реак-
ции делали допущение, что, по крайней мере 
в начальный период времени, изменение 
анизотропии линейно зависит от концен-
трации каталитически активного комплекса 
PARP1–ДНК, и что диссоциированная форма 
PARP1 каталитически неактивна. Кинетиче-
ские данные анизотропия-время аппрокси-
мировались уравнением биэкспоненциально 
убывающей зависимости:

A = A
∞

 + a·e−b·t + c·e−d·t,  (2)

где t – время; a, b, c, d – коэффициенты урав-
нения; A∞  –  расчетное значение анизотропии 
при t →∞. Применение более простого уравне-
ния экспоненциально убывающей зависимости 
давало худший результат (таблица S1 в Прило-
жении).

Полученные коэффициенты a, b, c и d ис-
пользовали для расчета начальной скорости ре-
акции по формуле:

V = R·(a·b + c·d)/(A
0
 – A

∞
),  (3)

где A
0
  –  расчетное значение анизотропии 

при t = 0.
Поскольку A

0
 = A

∞
 + a + c, уравнение скоро-

сти реакции приобретает вид: 

V = R·(a·b + c·d)/(a + c),  (4)

где R – коэффициент для получения значений 
скорости с классической размерностью М/мин:

R = [NAD+]
0
 при [NAD+]

0
/[E] ≤ n,  (5)

R = n·[E] при [NAD+]
0
/[E] > n,  (6)

где [NAD+]
0
 – начальная концентрация NAD+, 

[E]  –  концентрация PARP1, n  –  эксперимен-
тально установленное минимальное значе-
ние соотношения [NAD+]

0
/[E], при котором 

достигается полная диссоциация комплекса 
PARP1–ДНК, что выражается в увеличении 
А

0
 − A

∞
 (или a + с) до максимального значения. 

Анализ зависимости (a + c) от концентрации 
NAD+ при постоянной концентрации PARP1 
позволил установить, что среднее значение  n 
равняется 210. По-видимому, это значение 
соответствует критическому числу остатков 
ADP-рибозы в молекуле автомодифицирован-
ной PARP1, которая полностью утрачивает спо-
собность связываться с ДНК-дуплексом.

Для расчета IC
50

 (концентрация ингибито-
ра, при которой начальная скорость реакции 
снижается на 50%) определяли значения ско-
рости реакции при разных концентрациях по-
тенциального ингибитора, а затем полученные 
экспериментальные данные аппроксимировали 
двухпараметрическим уравнением логистиче-
ской кривой:

Vi/V = 1/(1+([I]/IC
50

)h),  (7)

где Vi – начальная скорость реакции в присут-
ствии тестируемого ингибитора, V – скорость 
реакции без ингибитора; [I]  –  концентра-
ция ингибитора; h  –  коэффициент коопера-
тивности.

Оказалось, что 8h7mGua, подобно метабо-
лическому предшественнику 7mGua, оказывает 
выраженное ингибиторное действие на фер-
ментативную активность PARP1 (рис.  4). Оба 
соединения дозозависимым образом подавляют 
активность PARP1 при концентрациях NAD+ 
10–100 мкМ, но при этом 8h7mGua является бо-
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лее сильным ингибитором (рис. 4 и рис. S1, S2 
в Приложении). Об этом свидетельствуют более 
низкие значения IC

50
 при всех рассмотренных 

концентрациях NAD+ (таблица). Величина IC
50

 
7mGua и 8h7mGua прямо пропорционально 

зависит от концентрации субстрата NAD+, что 
указывает на конкурентный характер их дей-
ствия. Приблизительная концентрация NAD+ в 
ядре клетки составляет 100 мкМ [52]. При такой 
концентрации субстрата полученные нами зна-

Рис. 4. Влияние 7mGua (а) и 8h7mGua (б) на начальную скорость реакции, катализируемой PARP1, при разных концен-
трациях субстрата NAD+

Рис. 3. Анализ скорости реакции, катализируемой PARP1, путем измерения анизотропии флуоресценции
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чения IC
50

 для 7mGua и 8h7mGua составили 78 
и 11 мкМ соответственно.

Для выяснения молекулярного механизма 
действия 7mGua и 8h7mGua были сконструи-
рованы модели комплексов с PARP1. В случае 
7mGua наблюдали ранее охарактеризованные 
взаимодействия с остатками активного центра: 
водородные связи с Gly863 и Ser904, гидро-
фобный контакт с Ala898 и π-стэкинг с Tyr907 
(рис.  5,  а) [18, 19]. В  случае 8h7mGua наблю-
дали вышеперечисленные взаимодействия, а 
также дополнительный контакт с каталитиче-

ским остатком Glu988. Гидроксильная группа 
8h7mGua ориентируется в сторону боковой 
цепи Glu988 и способна формировать водород-
ную связь (рис. 5, б), что может обусловливать 
более эффективное ингибирование по сравне-
нию с 7mGua.

Способность 7mGua и 8h7mGua ингиби-
ровать другие белки репарации ДНК была ис-
следована на примерах APE1, Polβ (ферменты 
эксцизионной репарации оснований) и TDP1 
(фермент, отщепляющий от ДНК 3′-аддукты). 
APE1 расщепляет сахарофосфатный остов 
апуринового/апиримидинового (АП) сайта 
[53,  54]. В качестве субстрата APE1 исполь-
зовали радиоактивно меченый ДНК-дуплекс 
длиной 31 н.о., содержащий АП-сайт в положе-
нии 12. Продукт расщепления данного субстра-
та длиной 11 н.о. можно детектировать на элек-
трофореграмме (рис.  6,  а). Polβ катализирует 
удаление 5′-концевого dRP-фрагмента, возни-
кающего в результате расщепления АП-сайта 
ферментом APE1, и дальнейшее встраивание 
комплементарного матрице остатка для запол-
нения образовавшейся бреши [55, 56]. В каче-
стве субстрата Polβ использовали ДНК-дуплекс 
с расщепленным АП-сайтом, продуктом ре-

Расчетные значения IC
50

 для ингибиторного действия 
7mGua и 8h7mGua в отношении PARP1 при разных кон-
центрациях NAD+

[NAD+]
0
, 

мкМ

IC
50

, мкМ

7mGua 8h7mGua

10 8,0 ± 0,3* 3,6 ± 0,3

30 23,1 ± 3,1 7,3 ± 0,6

50 29,4 ± 4,2 7,6 ± 0,5

100 78,1 ± 14,1 11,0 ± 1,1

Примечание. * Данные представлены в виде среднего 
значения ± ошибки среднего.

Рис. 5. Позиции ингибиторов 7mGua (а) и 8h7mGua (б) в активном центре PARP1, полученные методом молекулярного 
докинга. Гидроксильная группа 8h7mGua направлена в сторону боковой цепи Glu988, что делает возможным формиро-
вание дополнительной водор одной связи
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акции являлся олигонуклеотид длиной 12  н.о. 
(рис. 6, б). TDP1 отщепляет 3′-аддукты различ-
ного происхождения, восстанавливая таким 
образом структуру ДНК [57,  58]. В качестве 
субстрата TDP1 использовали олигонуклео-
тид, содержащий флуо рофор на 5′-конце и ту-
шитель флуоресценции на 3′-конце [47]. Отще-
пление тушителя с помощью TDP1 приводит 
к возгоранию флуоресценции, которое можно 
регистрировать в реальном времени (рис. 6, в). 
В результате было показано отсутствие инги-
биторного эффекта 7mGua и 8h7mGua в отно-
шении APE1, Polβ и TDP1 в широком интерва-
ле концентраций.

Согласно полученным результатам, 7mGua 
и 8h7mGua ингибируют PARP1 и не влияют 
на активность ряда других белков репарации 
ДНК, что указывает на селективность их дей-
ствия. Для подкрепления данного вывода было 
осуществлено предсказание возможной актив-
ности 7mGua и 8h7mGua в отношении более 
широкого набора молекулярных мишеней с по-
мощью программы PASS. В результате анализа 
списка видов активности, для которых оценка 
вероятности Pa составила более 0,6, не было 
обнаружено APE1, Polβ, TDP1 и других белков 
репарации ДНК. В то же время предсказыва-
ется наличие активности в отношении TGT – 
известной дополнительной мишени 7mGua 
(Pa = 0,685; вопрос ингибирования TGT более 
подробно рассмотрен во Введении), а также 
некоторых ферментов метаболизма бактерий.

Таким образом, использование методи-
ки, основанной на измерении анизотропии 
флуо ресценции, позволило охарактеризовать 
и сравнить ингибиторные свойства 7mGua и 
его метаболита 8h7mGua в отношении ре-
комбинантной PARP1 человека. Показано, 
что оба соединения подавляют активность 
PARP1, но при этом 8h7mGua обладает более 
выраженным ингибиторным эффектом. Это 
обусловлено дополнительным взаимодей-
ствием 8h7mGua с каталитическим остатком 
Glu988. Также показано отсутствие влияния 
7mGua и 8h7mGua на активность других фер-
ментов сис темы р епарации ДНК (APE1, Polβ, 
TDP1), что свидетельствует о селективности 
их действия. Поскольку PARP1 является до-
казанной терапевтической мишенью для ле-
чения различных заболеваний, подавление 
ее активности с помощью природных соеди-
нений 7mGua и 8h7mGua может представлять 
значительный интерес. В дальнейших экспе-
риментах in  vitro и in  vivo следует учитывать, 
что молекула 7mGua обладает свойствами 
пролекарства, превращаясь в организме в бо-
лее активный метаболит – 8h7mGua.

Вклад авторов. Д.К.  Нилов —  концеп-
ция и руководство работой; Т.А.  Кургина, 
С.И.  Шрам, М.М.  Кутузов, Т.В.  Абрамова, 
Т.А.  Щербакова, Е.А.  Мальцева, В.В.  По-
ройков и Д.К. Нилов – проведение экспери-

Рис. 6. Проверка влияния 7mGua и 8h7mGua на активность ряда ферментов репарации ДНК. а – Электрофореграм-
ма, отражающая активность АPE1; 1:  ДНК-субстрат (31  н.о.), 2:  ДНК+APE1, 3–6:  ДНК+APE1+7mGua (33, 75, 150, 
300 мкМ), 7–10: ДНК+APE1+8h7mGua (33, 75, 150, 300 мкМ). б – Электрофореграмма, отражающая активность Polβ; 
1: ДНК-субстрат (11 н.о.), 2: ДНК+Polβ, 3–6: ДНК+Polβ+7mGua (33, 75, 150, 300 мкМ), 7–10: ДНК+Polβ+8h7mGua (3, 
75, 150, 300 мкМ). в – Активность TDP1 при возрастающей концентрации исследуемых соединений
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INHIBITORY EFFECTS OF 7-METHYLGUANINE 
AND ITS METABOLITE 8-HYDROXY-7-METHYLGUANINE 

ON HUMAN POLY(ADP-RIBOSE) POLYMERASE 1

T. A. Kurgina1#, S. I. Shram2#, M. M. Kutuzov1, T. V. Abramova1, T. A. Shcherbakova3, 
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Previously, we have found that a nucleic acid metabolite 7-methylguanine (7mGua) produced in the body 
can have an inhibitory eff ect on the poly(ADP-ribose) polymerase  1 (PARP1) enzyme, an important 
pharmacological target in anticancer therapy. In this work, using an original method of analysis of PARP1 
activity based on the measurement of fl uorescence anisotropy, we studied the inhibitory properties of 7mGua 
and its metabolite, 8-hydroxy-7-methylguanine (8h7mGua). Both compounds dose-dependently inhibited 
the PARP1 enzymatic activity, however, 8h7mGua was shown to be a stronger inhibitor. The IC

50
 values for 

8h7mGua at diff erent concentrations of the NAD+ substrate were found to be 4 times lower, on average, than 
those for 7mGua. The more effi  cient binding of 8h7mGua in the PARP1 active site is explained by the presence 
of an additional hydrogen bond with the Glu988 catalytic residue. Experimental and computational studies 
did not reveal the eff ect of 7mGua and 8h7mGua on the activity of other DNA repair enzymes, indicating the 
selectivity of their inhibitory action.

Keywords: poly(ADP-ribose) polymerase, DNA repair, inhibitor, 7-methylguanine, 8-hydroxy-7-methylguanine
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