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Изучено влияние нокаута по гену PARP1 в клетках НЕК293 на экспрессию генов белков эксцизион-
ной репарации оснований ДНК (base excision repair, BER). Показано, что экспрессия всех диффе-
ренциально экспрессируемых генов (ДЭГ) BER снижена под действием нокаута. Наиболее сильно
изменилась экспрессия гена ДНК-гликозилазы NEIL1, которая считается одним из общих “узлов”
для связывания белков BER. Также значительно снижена экспрессия генов вспомогательных субъ-
единиц ДНК-полимераз δ и ε. Полученная нами линия клеток с нокаутом по гену PARP1 представ-
ляет собой адекватную клеточную модель для изучения активности процесса BER в отсутствие
PARP1 и тестирования препаратов, направленных на ингибирование процессов репарации. Впер-
вые обнаружено, что при нокауте гена PARP1 происходит значительное изменение уровня экспрес-
сии белков, ответственных за биогенез рибосом и функционирование протеасомы.
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Поли(АДФ-рибозо)полимераза 1 (PARP1) –
наиболее широко представленный член обшир-
ного семейства PARP, который присутствует в яд-
ре и в меньшей степени в цитозоле клетки [1].
PARP1 катализирует синтез полимера по-
ли(АДФ-рибозы) (PAR) с использованием в каче-
стве субстрата НАД+. PAR представляет собой
разветвленный полимер длиной до 200 звеньев,
который переносится на белки-мишени, кова-
лентно присоединяется к ним в качестве пост-
трансляционной модификации, в том числе к са-
мой PARP1 (автопарилирование), а также к ДНК
и РНК [2–4]. PAR-илирование – это немедлен-
ная реакция клеток на повреждение ДНК, играю-

щая важную роль в поддержании целостности ге-
нома и выживании клетки [2, 5]. PARP1 контро-
лирует множество процессов в клетке путем пост-
трансляционной модификации белков-мише-
ней, прямых белок-белковых взаимодействий, с
помощью свободного полимера PAR, а также че-
рез участие в метаболизме НАД+ [2, 6]. Кроме то-
го, PARP1 вовлечен в процессы деконденсации
хроматина [7].

PARP1 – ключевой регулятор процесса эксци-
зионной репарации оснований (base excision re-
pair, BER), ответственного за устранение повре-
ждений ДНК, не нарушающих структуру ДНК
(повреждения или потеря азотистых оснований,
одноцепочечные разрывы) [8, 9]. BER обнаружен
у всех организмов и устраняет повреждения ДНК
как в ядерном, так и в митохондриальном геноме.
Ферменты BER образуют временные комплексы
разного состава в зависимости от типа поврежде-
ния, возникающего в ходе этого динамического
процесса, происходящего с переносом повре-
жденной ДНК от одного комплекса к другому [9].
Доступ к повреждениям ДНК в структуре хрома-
тина и сборка белковых комплексов BER требуют
дополнительного уровня регуляции и координа-
ции. Эту роль выполняют посттрансляционные
модификации, в том числе PAR-илирование. В
первую очередь BER инициируется одной из
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одиннадцати селективных к повреждению ДНК-
гликозилаз [10, 11]. Кроме того, BER также может
включать несколько путей, которые реализуются
в зависимости от типа повреждения, включая ре-
парацию одноцепочечных разрывов (SSBR), где
остов ДНК уже расщеплен, и инцизионную репа-
рацию нуклеотидов (NIR) – второстепенный
путь, в котором APE1 инициирует независимую
от ДНК-гликозилаз репарацию окисленных ос-
нований [12, 13]. Все эти пути работают одно-
временно с активацией PARP1 (при возможном
участии PARP2), что приводит к ковалентной мо-
дификации (PAR-илированию) белков, акцепти-
рующих PAR и к PAR-зависимому рекрутирова-
нию основных белков-участников репарации к
месту повреждения на ДНК [8, 9].

Клетки и мыши с нокаутом по гену PARP1 вы-
живают [14]. Вероятно, это связано с наличием в
клетках фермента PARP2 [2]. Мыши с двойным
нокаутом по генам PARP1 и PARP2 были нежиз-
неспособны на ранней стадии эмбриогенеза [15].
Однако было показано, что репарация поврежде-
ний ДНК системой BER происходит менее эф-
фективно в клетках и организмах с инактивиро-
ванным геном PARP1, мутации PARP1 и ингиби-
рование этого фермента вызывают высокую
степень геномной нестабильности в клетках [2].
Транскриптомный анализ мышей Parp1(–/–) по-
казал, что они были защищены от колита, но эта
защита была связана с перепрограммированием
транскрипции в толстой кишке [16]. Ингибиро-
вание активности PARP делает мышей восприим-
чивыми к канцерогенным агентам в различных
моделях опухолей, но нокаутные мыши не были
склонны к развитию опухолей [17]. Ингибирова-
ние PARP1 низкомолекулярными аналогами
NAD+ приводит к подавлению путей эксцизион-
ной репарации нуклеотидов ДНК (NER) и эксци-
зионной репарации оснований (BER), а также
стабилизирует комплекс PARP1-ДНК, что приво-
дит к накоплению двухцепочечных разрывов [18].

В данной работе мы изучили влияние нокаута
по гену PARP1, полученного с использованием
технологии CRISPR/Cas9, на экспрессию генов
BER в линии клеток HEK293. Клетки с делецией
кодирующих 3–5 экзонов получали, как описано
ранее [19]. ПЦР-анализ показал наличие гомози-
готной делеции в целевом гене [19]. Для получе-
ния суммарной РНК клетки HEK293 дикого типа
(WT) и нокаутные по PARP1 (PARP1-KO) расти-
ли в шестилуночном планшете до формирования
слоя 30–50% плотности (1–2 млн клеток в лунке).
Для каждого типа образцов было сделано по че-
тыре повтора. Клетки выращивали в среде
DMEM/F12 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) с добавлением 1 × GlutaMAX (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 100 у.е./мл
пенициллина и 100 мг/мл стрептомицина (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), в присут-

ствии 10% бычьей эмбриональной сыворотки
(Биолот, СПб., Россия) в атмосфере 5% CO2.
РНК клеток выделяли с помощью реагента Trizol
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) согласно протоко-
лу производителя. Количественный и качествен-
ный анализ РНК выполняли с помощью анализа-
тора Bioanalyzer 2100 (Agilent, Santa Clara, Califor-
nia, USA).

Для определения влияния нокаута на экспрес-
сию генов, после выделения мРНК с помощью
NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Mod-
ule (NEB, США) были приготовлены ДНК-биб-
лиотеки кДНК с использованием набора
MGIEasy RNA Directional Library Prep Set (MGI
Tech Co., Ltd., Китай), и секвенированы со сред-
ним покрытием 30 млн. парных прочтений дли-
ной 100 нуклеотидов на секвенаторе MGIseq-
2000, BGI. Данные секвенирования были выров-
нены на геном человека (сборка hg38, аннотация
ensembl v38.93) с помощью программного обеспе-
чения (ПО) STAR-2.7.8. Для подсчета числа про-
чтений, картированных на гены, использовали
опцию quantModeGeneCounts в ПО STAR. Мат-
рица данных экспрессии генов была импортиро-
вана в R, анализ проводили с помощью пакета
DEseq2. Гены с низкой экспрессией (менее
10 прочтений во всех образцах) были удалены из
анализа. Для анализа главных компонент исполь-
зовали VST нормализацию. Дифференциально
экспрессируемые гены (ДЭГ) определяли с помо-
щью теста Вальда. Гены считались дифференци-
ально экспрессируемыми при p-value 0.01, с по-
правкой на множественное сравнение. Анализ
обогащения сигнальных путей проводили с по-
мощью пакета fgsea (p-value 0.001) из базы данных
KEGG.

В клетках PARP1-KO обнаружено более чем
4000 дифференциально экспрессируемых генов
(ДЭГ) по сравнению с клетками дикого типа
(уровень экспрессии 2253 генов повысился и
2079 генов понизился). Анализ обогащения сиг-
нальных путей проводили с помощью пакета fgsea
в базе данных KEGG. Изменилась экспрессия ге-
нов, задействованных в различных путях, в том
числе в биогенезе рибосом, в процессинге и пре-
зентации антигенов, метаболизме ксенобиотиков
и в других процессах, что подтверждает важную
роль PARP1 в функционировании различных
процессов и поддержании клеточного гомеостаза
(рис. 1). Цель наших многолетних исследований
состояла в установлении роли PARP1/2 в регуля-
ции процесса BER, поэтому нас интересовало
влияние PARP1 нокаута на этот процесс [9]. Ре-
зультаты проведенного анализа показали, что в
клетках PARP1-KO был изменен уровень экс-
прессии десяти генов, кодирующих ферменты и
белковые факторы BER (табл. 1).
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Как видно из данных табл. 1, уровень экспрес-
сии всех ДЭГ снизился в клетках PARP1-KO в той
или иной степени по сравнению с клетками
НЕК293 дикого типа. Наиболее значительно
уменьшилась экспрессия ДНК-гликозилазы
NEIL1, четвертой субъединицы ДНК-полимера-
зы ε POLE4 и четвертой субъединицы ДНК-по-
лимеразы δ POLD4.

Мы построили сеть белок-белковых взаимо-
действий (protein-protein interaction, PPI) для ДЭГ
(табл. 1) с использованием инструмента Cytos-
cape 3.7.2 (Институт системной биологии, США).
Сеть PPI была построена с минимальной требуе-
мой оценкой взаимодействия 0.7. Мы обнаружи-
ли, что FEN1 и NEIL1 являются основными узла-
ми такого взаимодействия (рис. 2). Четыре из
ДЭГ являются генами, кодирующими ДНК-гли-
козилазы (NEIL1, SMUG1, MPG, NEIL3), и че-
тыре – субъединицы ДНК-полимераз (POLE4,
POLD2, POLD4, POLB).

Гликозилаза NEIL1 (Nei Like DNA Glycosylase 1)
инициирует BER, удаляя поврежденные азоти-
стые основания, главным образом, окисленные
пиримидины [21]. Ранее было показано, что
NEIL1 физически взаимодействует с PARP1, свя-
зываясь своим С-концевым доменом с BRCT-до-
меном PARP1, и это взаимодействие приводит к
подавлению активности NEIL1 независимо от
активации PARP1 и синтеза PAR [20]. Авторы
этой работы изучили также влияние на актив-
ность NEIL1 свободной PAR, ДНК-связывающе-
го, каталитического и BRCT-доменов PARP1 и
пришли к выводу, что за этот эффект ответствен-
ны именно белок-белковые взаимодействия.
PARP1 связывается с аминокислотными остатка-
ми 289–390, локализованными в С-концевом до-
мене NEIL1 [20]. Этот регион служит “хабом” для
связывания других белков, участвующих в после-
дующих этапах BER, включая FEN1, ДНК-поли-
меразу β (Polβ), LigIIIα и PCNA [22–24]. Наши

данные поддерживают идею, высказанную авто-
рами работы [20] о том, что NEIL1 действует как
некий общий интерфейс для связывания белков
BER.

SMUG1 (Single-Strand-Selective Monofunction-
al Uracil-DNA Glycosylase 1) – ДНК-гликозилаза,
удаляющая урацил из одно- и двухцепочечной
ДНК [25, 26]. MPG (N-Methylpurine DNA Glyco-
sylase) – ДНК-гликозилаза, узнающая в ДНК и
удаляющая алкилированные и дезаминирован-
ные пурины [27]. NEIL3 – ДНК-гликозилаза из
семейства Fpg/Nei, имеющая лиазную актив-

Рис. 1. Сигнальные пути, наиболее сильно изменив-
шиеся под действием нокаута по гену PARP1 в клет-
ках HEK293 согласно данным базы KEGG.
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Таблица 1. Гены, участвующие в процессе эксцизионной репарации оснований ДНК, изменившие уровень экс-
прессии в клетках PARP1-KO

Название Transcript.ID log2FoldChange p–value p–adj

PARP1 ENSG00000143799 –4.382 0.0e+00 0.0e+00
NEIL1 ENSG00000140398 –2.04 6.1e–17 5.3e–15
POLE4 ENSG00000115350 –1.559 2.8e–10 7.4e–09
POLD2 ENSG00000106628 –0.736 6.0e–09 1.2e–07
SMUG1 ENSG00000123415 –0.702 1.1e–05 9.9e–05
FEN1 ENSG00000168496 –0.433 2.0e–04 0.001
POLB ENSG00000070501 –0.566 4.0e–04 0.002
MPG ENSG00000103152 –0.896 5.9e–04 0.003
NEIL3 ENSG00000109674 –0.535 0.004 0.017
POLD4 ENSG00000175482 –1.766 0.012 0.039
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ность. Пока нет данных о взаимодействии этих

гликозилаз, инициирующих BER, с PARP1.

ДНК-полимеразы δ и ε – репликативные по-

лимеразы, ДНК-полимераза δ отвечает преиму-

щественно за синтез отстающей цепи, а ДНК-по-

лимераза ε – лидирующей цепи [28]. Оба эти

фермента также принимают участие в длинноза-

платочном пути BER, когда синтез ДНК ведется с

вытеснением цепи [29, 30], но в случае блокирую-

щего повреждения (например, апуринового-апи-

римидинового сайта в матричной цепи) их спо-

собность вести синтез через такие повреждения

ограничена. В случае блокировки процессивных

репликативных ДНК-полимераз происходит их

замена на репаративные ДНК-полимеразы [31].

Вспомогательная субъединица ДНК-полимеразы

ε POLE4 – это гистоновый шаперон, который в

комплексе с субъединицей POLE3 участвует в

сборке нуклеосомы благодаря своей способности

селективно связываться с гистонами Н3-Н4 [32,

33]. Субъединицы ДНК-полимеразы δ POLD2 и

POLD4 участвуют в образовании репликативной

вилки и стабилизации репликативного комплек-
са [34].

Интересно, что PAR обнаруживается в нор-
мальных клетках в S-фазе в локусах репликации
ДНК, без повышенного уровня повреждений
ДНК. Авторы работы [35] показали, что PARP1
является сенсором нелигированных фрагментов
Оказаки во время репликации ДНК и способ-
ствует их лигированию, при этом ингибирование
FEN1 (флэп-эндонуклеаза 1) способствует на-
коплению PAR.

FEN1 обрабатывает 5'-концы фрагментов
Оказаки в репликативном синтезе отстающей це-
пи ДНК и удаляет выступающие 5'-концы в ходе
репарации ДНК. FEN1 ингибирует синтез ДНК с
вытеснением цепи на субстрате, содержащем АР-
сайт в матрице, катализируемый ДНК-полимера-
зой δ, и необходима для синтеза с вытеснением
цепи на таком же субстрате, катализируемого
ДНК-полимеразой β [36]. В этой же работе пока-
зано, что ДНК-полимераза β физически взаимо-
действует с FEN1. Менее эффективная репарация
ДНК, наблюдаемая в клеточных экстрактах с де-
фицитом PARP1, связана со сниженной клеточ-
ной экспрессией нескольких факторов, необхо-
димых для длиннозаплаточной BER, включая
FEN1 и ДНК-лигазу I [37]. В работе [38] показа-
но, что синтез ДНК через повреждение (АР-сайт)
требует замены репликативной ДНК-полимера-
зы ε на репаративные ДНК-полимеразы β и λ. Та-
ким образом, в ходе длиннозаплаточной репара-
ции функции различных ДНК-полимераз могут
быть взаимозависимыми и взаимозаменяемыми.
ДНК-полимераза β катализирует синтез через по-
вреждение в присутствии ДНК-полимеразы ε, но
требует наличия коротких брешей перед АР-сай-
том. Также показано прямое взаимодействие
ДНК-полимеразы β с PARP1 [39]. Вероятно,
PARP1 участвует в переключении BER с одной
полимеразы на другую, однако механизм влияния
PARP1 на активность BER остается не до конца
понятным.

В заключение следует сказать, что исследова-
ние роли PARP1 в системе BER представляет ин-
терес как in vitro, так и in vivo. В данной работе на-
ми показано, что уровень экспрессии некоторых
генов белков – участников BER в клетках линии
НЕК293 с нокаутом по гену PARP1 изменяется,
что может влиять на регуляцию активности этого
процесса. Полученная нами линия клеток с нока-
утом по гену PARP1 представляет собой адекват-
ную клеточную модель для изучения процессов
BER и тестирования препаратов, направленных
на ингибирование процессов репарации. Показа-
но, что уровень экспрессии генов нескольких
ключевых белков – участников BER снижен в
клетках полученной клеточной линии. Также
представляет большой интерес обнаруженное

Рис. 2. Сеть белок-белковых взаимодействий PARP1-
зависимых генов (синие круги), полученная с помо-
щью инструмента STRING (минимальная требуемая
оценка взаимодействия 0.7). Красный ромб – PARP1.
Красным выделена связь между PARP1 и NEIL1 [20].
Интенсивность цвета узлов зависит от кратности из-
менения экспрессии в клетках, нокаутных по PARP1
по сравнению с клетками дикого типа. Визуализиро-
вано с помощью Cytoscape v3.7.2.
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впервые при нокауте гена PARP1 значительное
изменение уровня экспрессии белков, ответ-
ственных за биогенез рибосом и функционирова-
ние протеасомы.
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PARP1 GENE KNOCKOUT SUPPRESSES EXPRESSION 
OF DNA BASE EXCISION REPAIR GENES
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The effect of PARP1 knockout in HEK293 cells on the gene expression of DNA base excision repair (BER)
proteins was studied. It was shown that the expression of all differentially expressed genes (DEGs) of BER
was reduced by knockout. The expression of the DNA glycosylase gene NEIL1, which is considered to be one
of the common “hubs” for binding BER proteins, has changed the most. The expression of genes of auxiliary
subunits of DNA polymerases δ and ε is also significantly reduced. The PARP1 gene knockout cell line ob-
tained is an adequate cell model for studying the activity of the BER process in the absence of PARP1 and
testing drugs aimed at inhibiting repair processes. It has been found for the first time that knockout of the
PARP1 gene results in a significant change in the level of expression of proteins responsible for ribosome bio-
genesis and the functioning of the proteasome.
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