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Поли(АDP�рибозо)полимераза�1 (ПАРП1;
КФ 2.4.2.30) – фермент, вовлеченный в ряд клеточ�
ных процессов, таких как транскрипция, реплика�
ция, репарация ДНК и клеточная смерть. Исполь�
зуя NAD+ в качестве субстрата, ПАРП1 катализиру�
ет синтез поли(АDP�рибозы), или ПАР. Активация

синтеза ПАР происходит после связывания фер�
ментом поврежденной ДНК [1]. Основной акцеп�
тор ПАР – сама ПАРП1, т.е. происходит автопо�
ли(АDP�рибозил)ирование. Кроме того, этому виду
посттрансляционной модификации могут подвер�
гаться и другие белки, участвующие в метаболизме
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Поиск ингибиторов поли(АDP	рибозо)полимеразы	1 (ПАРП1) проведен in silico в базе данных химиче	
ских соединений, затем биологическая активность отобранных соединений проанализирована в экспе	
риментах in vitro. Наиболее эффективным методом предсказания ингибиторных свойств химических
соединений in silico оказался комбинаторный подход, соединяющий технологию молекулярного докинга
с последующей структурной фильтрацией результатов. Среди более чем 300000 низкомолекулярных
химических соединений обнаружено 9 ингибиторов ПАРП1; наиболее активные из них: STK031481,
STK056130 и STK265022 – оказывали ингибирующий эффект в микромолярной концентрации (значе	
ния IC50 соответствовали 2.0 мкМ, 1.0 мкМ и 2.6 мкМ).
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ДНК, например, гистоны, факторы репарации,
транскрипции и репликации ДНК [2]. Одна из важ�
нейших и наиболее изученных функций ПАРП1 –
участие в регуляции репарации ДНК. Предполага�
ется, что взаимодействие ПАРП1 с поврежденной
ДНК и последующая ее автомодификация могут
приводить к активации некоторых систем репара�
ции, а также к сборке репарационной машины в ме�
сте повреждения [3–6]. Кроме того, синтез ПАР по�
сле активации ПАРП1 при связывании с повре�
жденной ДНК, может служить способом регуляции
активности ПАР�связывающих белков, например,
вариантных форм гистонов, участвующих в измене�
нии структуры хроматина [7–9]. 

ПАРП1 рассматривают как многообещающую
терапевтическую мишень в онкологии, поскольку
функционирование системы репарации может обу�
словливать устойчивость раковых клеток к химио� и
радиотерапии [10, 11]. На сегодняшний день по
меньшей мере 8 ингибиторов ПАРП1 проходят
клинические испытания, как в качестве монотера�
пии, так и в сочетании с другими противораковыми
препаратами [12]. Однако вопрос о безопасности
длительного применения таких препаратов остает�
ся открытым, поэтому по�прежнему актуально со�
здание арсенала разнообразных ингибиторов
ПАРП1. Кроме того, к настоящему времени открыт
ряд других ферментов этого семейства с другими
биологическими функциями [13], а это усложняет
решение поставленной задачи. Фактически, теперь
их две: селективное ингибирование именно ПАРП1
и поиск универсального ингибитора ферментов
этого семейства. 

В настоящей работе проведена эксперименталь�
ная проверка ряда потенциальных ингибиторов
ПАРП�1, предсказанных при помощи скрининга
коммерческой библиотеки химических соединений
методом молекулярного докинга. Также опробова�
на методология структурной фильтрации результа�
тов докинга с целью повышения эффективности
предсказания.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В экспериментальной работе использованы следу�
ющие реактивы: маркеры молекулярной массы
Rainbow (“Amersham”, США); β�NAD+, основные
компоненты буферов фирмы “Sigma” или отече�
ственного производства с квалификацией о.с.ч.;
[3H]NAD+ ОАО фирмы “Изотоп” (Россия). 

Полноатомная модель каталитического домена
ПАРП1 подготовлена на основе структуры 1efy
(PDB ID), выполненной с разрешением 2.2 Å [14].
Виртуальный скрининг потенциальных ингибито�
ров проводили с помощью программы Lead Finder
1.1.10 [15] в библиотеке соединений компании Vi�
tas�M Laboratory [16]. Со структурой конкретных
соединений можно ознакомиться на сервере ком�

пании (http://www.vitasmlab.com/) по идентифика�
ционному номеру, указанному в тексте статьи и в
таблице.

Константу ингибирования  рассчитывали
на основании расчетного значения энергии свя�
зывания ΔGcalc по формуле ΔG = RTln(Ki). Значе�

ние  рассчитывали из  исходя из соот�

ношения, учитывающего концентрацию NAD+ и
значение константы Михаэлиса (Km) для NAD+:
Ki = IC50/(1 + [NAD+]/Km, NAD+), где [NAD+] –
концентрация NAD+ в эксперименте.

Рекомбинантный белок ПАРП1 человека
(КФ 2.4.2.30) получен как описано в работе Сухано�
вой и др. [17]. 

Реакцию поли(АДФ	рибозил)ирования проводи�
ли в следующих условиях: 50 мM Трис�HCl, pH 8.0,
20 мM MgCl2, 150 мM NaCl, 7 мM β�меркаптоэта�
нол, активированная ДНК (2 о.е.280/мл, степень ак�
тивации 25%), 0.6 мM [3H]NAD+ (изотопное разбав�
ление 1 : 500), температура 37°С. Реакцию запускали
добавлением ПАРП1 до конечной концентрации
200 нM и останавливали через 60 с, нанося реакци�
онную смесь на бумажные фильтры (Whatman�1),
пропитанные 5%�ным раствором ТХУ. Фильтры от�
мывали 4 раза в 5%�ной ТХУ, затем в 90%�ном эта�
ноле (для удаления ТХУ) и сушили на воздухе. Ко�
личество радиоактивной метки, включенной в кис�
лотонерастворимый продукт, регистрировали на
сцинтилляционном счетчике QuantaSmart (“Perkin
Elmer”, США). Определение количества радиоак�
тивно�меченого продукта проводили на начальном
участке зависимости скорости реакции от времени. 

Активность соединений как ингибиторов ПАРП1
оценивали в реакции автополи(АДФ�рибозил)иро�
вания при концентрация NAD+, равной 0.6 мМ.
Концентрацию потенциальных ингибиторов варьи�
ровали в пределах от 10 нM до 1 мM. Реакцию и де�
текцию продуктов проводили, как описано выше.
Значения IC50 (концентрация ингибитора, при кото�
рой активность фермента снижена на 50% [18]) рас�
считывали с помощью программы OriginPro 7.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Распространенной процедурой поиска новых
лекарственных препаратов становится виртуаль�
ный скрининг: методом молекулярного докинга
проверяются большие библиотеки химических со�
единений с целью выявления наиболее вероятных
ингибиторов. В данной работе проведен поиск ин�
гибиторов ПАРП1 в библиотеке химических соеди�
нений (более 300000) при помощи молекулярного
докинга с использованием программы Lead Finder.
По результатам компьютерного скрининга 22 со�
единения с наиболее высокой расчетной энергией
связывания с ПАРП1 были рекомендованы для экс�

Ki
calc

IC50
calc Ki

calc
,
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периментальной проверки in vitro. В таблице пред�
ставлены результаты анализа отобранных соедине�
ний как ингибиторов реакции поли(АDP�рибо�
зил)ирования. Полученные результаты представлены
как значения IC50. Параметр IC50 не является кон�
стантой, поскольку зависит от экспериментальных
условий, однако исторически он был принят в меди�
цинской литературе как некий количественный по�
казатель ингибирующих свойств соединения [18].
Значение IC50 приходится использовать при срав�
нении ингибирующей активности найденных со�
единений с известными ингибиторами, поскольку в

большинстве случаев литературные данные по зна�
чениям IC50 не могут быть пересчитаны в значения
констант ингибирования из�за недостаточно пол�
ного описания проведенных экспериментов. В тех
случаях, когда по причине ограниченной раствори�
мости соединения значение IC50 измерить не удава�
лось, мы оценивали активность ПАРП1 при кон�
центрации соединения 500 мкМ и затем рассчиты�
вали так называемую остаточную активность,
используя следующую формулу: 100 × (Pn/P), где Pn –
количество продукта реакции поли(АDP�рибо�

Активность соединений, отобранных путем виртуального скрининга, как ингибиторов реакции поли(АDP�рибо�
зил)ирования, катализируемой ПАРП1*

ID Pdock мкМ мкМ
Относительная 

активность ПАПР1**, %

STK056130 1.0 3.91 1.0

STK031481 0.95 114.68 2.0

STK265022 1.0 62.09 2.6

STK059438 1.0 0.18 10.0

STK041437 1.0 0.08 380

STK032245 0.9*** 476.51 500

STK217773 1.0 21.61 500

STK217808 1.0 35.76 500

STK165584 0.95 3.74 1300

STK177681 – 0.44 77

STK201275 – 0.53 79

STK279722 – 1.94 81

STK201554 0.25 133.1 85

STK071083 – 513.07 87

STK202130 – 0.18 94

STK215634 – 1.77 95

STK216443 1.0 0.35 95

STK022727 0.1 0.61 98

STK161324 1.0 0.16 99

STK073085 – 0.72 113

STK112669 0.95 0.91 125

STK201163 1.0 0.64 129

* Серым цветом отмечены соединения, удовлетворяющие структурному критерию. Pdock – вероятность успешного доки�

рования,  – расчетное значение IC50,  – экспериментальное значение IC50.

** Остаточная активность ПАРП1 при концентрации потенциального ингибитора 500 мкМ (подробно см. раздел “Резуль�
таты и обсуждение”). 
*** Соединение содержит неканонический фармакофор.
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зил)ирования в присутстви соединения n, а P – в его
отсутствии.

В результате анализа in vitro 22�х соединений,
отобранных при виртуальном скрининге, показано,
что 9 из них ингибируют реакцию поли(АDP�рибо�
зил)ирования. Наилучшее совпадение расчетных и
экспериментальных характеристик получено для
двух соединений: STK056130 и STK032245 (отноше�
ние экспериментально полученного IC50 к расчет�
ному соответствует 3.9 и 0.95). Лучшими ингибито�
рами реакции поли(АDP�рибозил)ирования оказа�
лись соединения STK056130, STK031481 и
STK265022 (IC50 = 1.0, 2.0 и 2.6 мкМ соответствен�
но), молекулы которых содержат бициклический
фталазиновый фрагмент (рис. 1). Этот же фрагмент
входит в состав соединений�кандидатов в лекар�
ственные препараты, которые либо проходят испы�
тания in vitro и in vivo [19], либо уже включены в кли�
нические испытания [20]. 

Следует заметить, что предсказание 13 соедине�
ний как потенциальных ингибиторов ПАРП1 ока�
залось ошибочным: программа докинга дала завы�
шенное значение энергии связывания. С целью по�

высить эффективность прогнозирования in silico мы
ввели дополнительную стадию скрининга – струк�
турную фильтрацию результатов молекулярного
докинга. Это методика, позволяющая отсеивать
ложноположительные результаты моделирования
[21]. Анализ доступных кристаллографических
структур ПАРП1 (PDB ID: 1efy, 1pax, 2pax, 3pax,
4pax, 2rcw, 2rd6, 1uk0, 1uk1 и 1wok) показал, что для
эффективных ингибиторов характерно образова�
ние водородных связей между лактамной группой
фармакофора и остатком Gly863 ПАПР1 (рис. 2).
Именно эту особенность мы использовали при со�
здании структурного фильтра в качестве критерия
корректности связывания ингибитора. Для каждого
из 22 лигандов проведено 20 запусков докинга, при
этом вероятность успешного докирования Pdock опре�
деляли как отношение числа запусков с успешным
результатом (удовлетворяющим структурному крите�
рию) к общему числу запусков, т.е. Pdock = Nусп/20.
При использовании структурного фильтра исклю�
чали соединения с Pdock ≤ 0.25, что позволило отсе�
ять 9 из 13 ложноположительных ингибиторов. 

Экспериментальная проверка ингибирующих
свойств потенциальных ингибиторов ПАРП1, ото�
бранных в результате компьютерного скрининга
библиотеки 300000 химических соединений, позво�
лила оценить эффективность выбранной методоло�
гии моделирования. Программа докинга Lead Find�
er показывает хорошие результаты: 9 из 22 рекомен�
дованных лигандов проявили активность в
микромолярном–миллимолярном диапазоне кон�
центраций in vitro. Применение вспомогательного
метода – структурной фильтрации результатов до�
кинга – позволило отсеять большинство ложнопо�
ложительных результатов моделирования и, таким
образом, увеличить точность предсказания. Опро�
бованный в работе комбинаторный подход, объеди�
няющий возможности методов молекулярного до�
кинга и структурной фильтрации, будет использо�

N

NH

CH3

S
O

ON
H

OH3C

O

O

N

NH

CH3

S
O

ON
H

O

N

NH

O

CH3

O

O

O

H3C

STK031481 STK056130 STK265022

Рис. 1. Структурные формулы соединений – наиболее эффективных ингибиторов поли(АDP�рибозо)полимеразы�1:
STK031481 – этиловый эфир N�{[2�метил�5�(4�оксо�3,4�дигидрофталазин�1�ил)фенил]сульфонил}глицина (IC50 = 2.0 мкМ);
STK056130 – 2�метил�5�(4�оксо�3,4�дигидрофталазин�1�ил)�N�фенилбензолсульфонамид (IC50 = 1.0 мкМ);
STK265022 – 1�(4�метилфенил)�1�оксопропан�2�ил�4�оксо�3,4�дигидрофталазин�1�карбоксилат (IC50 = 2.6 мкМ).
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Рис. 2. Схематическое изображение характерных вза�
имодействий между фармакофором эффективных
ингибиторов, приведенных на рис. 1, и остатком
Gly863 активного центра поли(ADP�рибозо)полиме�
разы�1.
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ван нами в дальнейшем для поиска новых
ингибиторов ПАРП1.

Работа поддержана Российским фондом фунда�
ментальных исследований (проекты 10�04�01083 и
09�04�91320), Междисциплинарным интеграцион�
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также Программой РАН “Молекулярная и клеточ�
ная биология”.
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