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По лу че ние му та нт ных форм 
ми ко бак те ри аль ной АП  
эн до нук леазы MtbXthA 

Апу ри но вые/апи ри ми ди но вые (AП) эн до нук леазы яв ляют ся клю
че вы ми фер мен та ми, участ вующи ми в ре па ра ции бе зос нов ных сайт
ов и раз ры вах це пей ДНК. Па то ген ная бак те рия Mycobacterium tuber
culosis со дер жит две AП эн до нук леазы: MtbXthA и MtbNfo, ко то рые 
яв ляют ся предс та ви те ля ми се мей ств эк зо нук леаза III и эн до нук леаза 
IV, соот ве тст вен но. Из ве ст но, что оба фер мен та MtbXthA и MtbNfo 
со дер жат AП эн до нук леаз ную и 3’→5’ эк зо нук леаз ную ак тив нос ти. 
В дан ной ра бо те опи сы вает ся кло ни ро ва ние, эксп рес сия и очист ка 
ре ком би на нт но го бел ка MtbXthA. Ре зуль та ты по ка за ли, что MtbXthA 
со дер жит АП эн до нук леаз ную, 3’фос фо диэс те раз ную и 3’→5’ нес
пе ци фи чес кую эк зо нук леаз ную ак тив нос ти. Что бы убе дить ся, что 
наб лю даемые ви ды ак тив нос ти ре па ра ции ДНК не яв ляют ся ре зуль
та том заг ряз не ния эн до нук леаза ми E.coli, бы ли сде ла ны му тан ты 
MtbXthA – MtbXthAD180N и MtbXthAN182A. Ана лиз по ка зал, что 
най ден ные му та ции D180N и N182A в MtbXthA имеют ре шающее 
зна че ние для ак тив нос ти фер мен тов.

Клю че вые сло ва: ре па ра ция ДНК, ту бер ку лез, АП эн до нук леазы, 
ге не ти чес кая ин же не рия, ге ном ная ста биль ность.

Abeldenov S.K.,  
Ramanculov E.M.,  

Saparbaev M.K., Khassenov B.B. 

Obtaining mutant forms of 
Mycobacterial AP endonuclease 

MtbXthA

Apurinic/apyrimidinic (AP) endonucleases are a key enzymes involved 
in the repair of abasic sites and DNA strand breaks. Pathogenic bacterium 
Mycobacterium tuberculosis contains two AP endonucleases: MtbXthA 
and MtbNfo, which are representatives of exonuclease III and endonu
clease IV families, respectively. It is known that both enzymes MtbXthA 
and MtbNfo contain AP endonuclease or 3’→5’ exonuclease activities. 
This paper describes the cloning, expression and purification of recom
binant protein MtbXthA. The results showed that comprises MtbXthA AP 
endonuclease, 3’phosphodiesterase and 3 ‘→5’ nonspecific exonuclease 
activity. To verify that the observed activity of the types of DNA repair 
are not the result of contamination by endonucleases of E.coli, mutants 
MtbXthAD180N and MtbXthAN182A were made. The analysis showed 
that the discovered mutations D180N and N182A in MtbXthA are crucial 
for enzyme activity.

Key words: DNA repair, tuberculosis, AP endonucleases, genetic en
gineering, genomic stability.
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Микобактериалды АП 
эндонуклеазаның MtbXthA 

мутантты түрін алу

Апу рин дік/апи ри ми дин дік (AП) эн до нук леаза лар үзіл ген ДНҚ 
тіз бек те рі нің жә не не гі зі жоқ сайт тар дың ре па ра циясы на қа ты са тын 
ең бас ты фер мент тер бо лып та бы ла ды. Па то ген ді Mycobacterium 
tuberculosis III эн до нук леаза жә не IV эн до нук леаза лар ға жа та тын, 
сәй ке сін ше, MtbXthA жә не MtbNfo екі АП эн до нук леаза ға ие. Бел
гі лі бол ған дай, MtbXthA жә не MtbNfo фер мент те рін де АП эн до нук
леаз ды жә не 3’→5’ эк зо нук леаз ды бел сен дік бар. Бе ріл ген жұ мыс та 
MtbXthA ре ком би на нт ты ақуызы ның клон да луы, эксп рес сиясы жә не 
та за ла нуы си пат тал ған. Алын ған нә ти же лер MtbXthA ақуы зын да АП 
эн до нук леаз ды, 3’фос фо диэс те раз ды жә не 3’→5’ бей спе ци фи ка
лық эк зо нук леаз ды бел сен дік тер бар екен ді гін көр сет ті. Кө ріп отыр
ған ДНҚ ре па ра ция бел сен дік тер E.coli эн до нук леаза лар дың қос па сы 
емес ті гін дә лел деу үшін MtbXthA – MtbXthAD180N жә не MtbXthA
N182A му та нт та ры алын ды.Жүр гі зіл ген тал дау, MtbXthAгі та был
ған D180N жә не N182A му та циялар бел сен дік үшін ма ңыз ды бо лып 
шық ты. 

Тү йін  сөз дер: ДНҚ ре па ра ция, АП эн до нук леаза лар, ге не ти ка лық 
ин же не рия, ге ном дық тұ рақ ты лық. 
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Введение 

Ту бер ку лез (ТБ) – за бо ле ва ние, вы зы ваемое Mycobacterium 
tuberculosis (M. tuberculosis), бак те рией, ко то рой ин фи ци ро-
ва ны боль ше тре ти на се ле ния пла не ты. Ле че ние ТБ тре бует 
дли тель но го приема про ти во ту бер ку лез ных пре па ра тов. По ни-
ма ние ме ха низ ма пер сис ти ро ва ния M. tuberculosis внут ри ор-
га низ ма край не необ хо ди мо для пла ни ро ва ния ко рот ко го и эф-
фек тив но го кур са ле че ния за бо ле ва ния. 

За 2012 год в Рес пуб ли ке Ка за хс тан, по дан ным Все мир ной 
ор га ни за ции зд ра во ох ра не ния, выяв ле но 22000 но вых слу чаев 
за бо ле ва ния [1]. Борь ба с ТБ яв ляет ся од ной из приори тет ных 
за дач зд ра во ох ра не ния Ка за х стана. ТБ при во дит к ог ром ным че-
ло ве чес ким по те рям, а так же к эко но ми чес ким убыт кам ст ра ны.

В хо де ин фи ци ро ва ния, M. tuberculosis вс тре чает ся с раз-
нооб ра зием ме ха низ мов за щи ты ор га низ ма. Дан ные ме ха низ-
мы, ко то рые вс тре чают ся на ран ней ста дии ин фек ции, воз мож-
но, яв ляют ся наибо лее кри ти чес ки ми для па то ге на с целью 
вы жи ва ния. Это, глав ным об ра зом, сос тав ляет рес пи ра тор ный 
вз рыв, ко то рый при во дит к об ра зо ва нию реак тив ных форм 
про ме жу точ ных соеди не ний кис ло ро да и азо та. По па дая в ор-
га низм, кле точ ная ДНК па то ге на M.tuberculosis под вер гает ся 
воз дейст вию реак тив ных форм кис ло ро да и азо та внут рик ле-
точ но го и внек ле точ но го проис хож де ния, что в свою оче редь 
при во дит к пов реж де ниям ДНК [2]. Дан ные пов реж де ния при-
во дят к му та циям. Ми ко бак те рии, на хо дясь в ст рес со вых ус-
ло виях, долж ны под дер жи вать ста биль ность ге но ма, поэто му, 
изу че ние сис тем ре па ра ции ДНК у па то ге на, яв ляет ся очень 
важ ным для по ни ма ния ме ха низ мов под дер жа ния ге не ти чес-
кой ста биль ности, му та ге не за и воз ник но ве ния штам мов с мно-
же ст вен ной ле ка рст вен ной ус той чи вос тью. 

Пред по ла гает ся, что му та ции в ге нах фер мен тов ДНК ре-
па ра ции мо гут спо со бс тво вать адап та ции и пер сис ти ро ва нию 
M.tuberculosis в ор га низ ме, где пов реж де ния ДНК проис хо дят 
в мак ро фа гах или во вре мя ла те нт ной ин фек ции. Ми ко бак те-
рии, де фе кт ные по ме ха низ мам ДНК ре па ра ции, имеют му та нт-
ный фе но тип, ко то рый оха рак те ри зо ван по вы шен ной час то той 
му та ции [3]. Дан ный ге не ти чес кий фон поз во ляет ми ко бак те-

ПО ЛУ ЧЕ НИЕ  
МУ ТА НТ НЫХ ФОРМ 

МИ КО БАК ТЕ РИ АЛЬ НОЙ  
АП ЭН ДО НУК ЛЕАЗЫ 

MTBXTHA 
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По лу че ние му та нт ных форм ми ко бак те ри аль ной АП эн до нук леазы MtbXthA 

риям адап ти ро вать ся к ок ру жаю щим ус ло виям 
с по мощью об ра зо ва ния му та ций, при во дя щих 
к ан ти биоти ко вой ре зис тент нос ти. Му та нт ные 
фе но ти пы, об ра зующиеся пос ле му та ций в ге нах 
ре па ра ции ДНК, бы ли опи са ны в дру гих бак те-
риях и бы ли ас со цииро ва ны с появ ле нием ле ка-
рст вен но-ус той чи вых штам мов [4].

Учи ты вая факт, что сис те мы ре па ра ции ДНК 
иг рают важ ную роль в то ле ра нт нос ти в от но-
ше нии пов реж де ний ДНК, вы зы ваемых про ме-
жу точ ны ми соеди не ниями азо та и ак тив ны ми 
фор ма ми кис ло ро да, важ но изу чить сис те мы ре-
па ра ции ДНК, ко то рые мо гут выс ту пать в ка че-
ст ве по тен циаль ных це лей. Кле точ ная ДНК пос-
тоян но под вер гает ся воз дейст вию реак тив ных 
ра ди ка лов внут рик ле точ но го или внек ле точ но го 
проис хож де ния, час то при во дя щих к необ ра ти-
мым из ме не ниям в ге не ти чес кой кар те. Та кие 
из ме не ния при во дят к му та циям. Пос коль ку 
па то ген ные бак те рии долж ны адап ти ро вать ся 
в пре де лах хо зя ина – ор га низ ма, исс ле до ва ния 
ДНК ре па ра ции в этих бак те риях фор ми руют 
ин те рес ную мо дель ную сис те му. Фак ти чес ки, 
M.tuberculosis, ко то рая пред поч ти тель но за ра-
жает мак ро фа ги, пер вую ли нию за щи ты в им мун-
ной сис те ме хо зя ина, долж на об ла дать силь ным 
ме ха низ мом ре па ра ции ДНК, что бы га ран ти ро-
вать под держ ку це ло ст нос ти ге но ма ми ко бак те-
рии, что бы вы жить в хо зя ине-ор га низ ме и обес-
пе чи вать ус пеш ное ин фи ци ро ва ние.

Вс ледс твие то го, что ми ко бак те рия пос-
тоян но под вер гает ся враж деб ным фак то рам ок-
ру жаю щей сре ды, что при во дит к об ра зо ва нию 
пов реж де ний и мо ди фи ка ций ДНК, сох ран нос ть 
ге но ма за щи ще на ме ха низ ма ми ДНК ре па ра ции 
[5]. Эти ме ха низ мы яв ляют ся очень важ ны ми, 
так как они мо гут влиять на про цес сы ве ду щие к 
ле ка рст вен ной ус той чи вос ти и они мо гут пред-
ло жить но вые ми ше ни для ан ти биоти ков. 

Од на ко, по срав не нию со мно ги ми дру ги-
ми про ка ри ота ми, у ми ко бак те рий от су тс твует 
ме ха низм, из ве ст ный как ре па ра ция оши боч но 
спа рен ных нук леоти дов. Это мо жет иметь по-
тен циально зна чи мое влия ние на ста биль ность 
ге но ма. Поэто му, дру гие су ще ст вующие пу ти 
ре па ра ции ДНК, та кие как, экс ци зи он ная ре па-
ра ция нук леоти дов и ос но ва ний долж ны иметь 
клю че вую роль в под дер жа нии ге ном ной ста-
биль ности. Дру гой важ ной осо бен ностью ми ко-
бак те рии яв ляет ся ее спо соб ность ос та вать ся в 
ла те нт ном сос тоя нии в те че ние дли тель но го пе-
ри ода вре ме ни. Ос лаб лен ная, вс ледс твие воз рас-
та, на ру ше ния пи та ния или приема им му но деп-
рес сан тов, им мун ная сис те ма, мо жет при вес ти к 

реак ти ва ции бак те рии. Хо тя ме ха низ мы реак ти-
ва ции до сих пор не раск ры ты, бак те рия долж-
на об ла дать ме ха низ ма ми за щи ты собст вен ной 
ДНК и для сох ра не ния спо соб нос ти разм но-
жить ся во вре мя реак ти ва ции.

Сек ве ни ро ва ние ге но ма M.tuberculosis по ка-
за ло [6], что бак те рия со дер жит мно же ст во ге-
нов экс ци зи он ной ре пе ра ции ос но ва ний и экс ци-
зи он ной ре па ра ции нук леоти дов.

Путь экс ци зи он ной ре па ра ции ос но ва ний 
(ЭРО) вк лю чает вы ре за ние мо ди фи ци ро ван-
ных ос но ва ний в ДНК с по мощью клас са фер-
мен тов, на зы ваемых ДНК гли ко зи ла за ми [7]. 
Дан ные ДНК гли ко зи ла зы ка та ли зи руют гид-
ро лиз N-гли ко зид ной свя зи меж ду хи ми чес ки 
мо ди фи ци ро ван ны ми или не со от ве тс твующи-
ми ос но ва ниями и са ха ро-фос фат ным ос то вом. 
Пер во на чаль ный фер мен та тив ный про цесс пу ти 
ЭРО об ра зует участ ки ДНК без ос но ва ний, дан-
ные участ ки на зы вают апу ри но вы ми/апи ри ми-
ди но вы ми или аба зи чес ки ми (бе зос нов ны ми) 
сайтами (АП сайтами) [8]. При су тс твие неп ро-
цес си ро ван ных АП сайт ов мо жет быть бо лее гу-
би тель ным, чем мо ди фи ци ро ван ные ос но ва ния, 
так как они пре пя тс твуют та ким важ ней шим 
кле точ ным про цес сам как реп ли ка ция и транск-
рип ция. Ак ку му ли ро ва ние АП сайт ов в ДНК 
об ла дает му та ген ным и ци то ток си чес ким дей ст-
вием. АП сайты так же мо гут об ра зо вы вать ся в 
ре зуль та те де пу ри ни за ции или де пи ри ми ди ни-
за ции вс ледс твие спон тан но го гид ро ли за N-гли-
ко зид ной свя зи. 

Уда ле ние АП сайт ов ини ци ирует ся фер-
мен та ми, на зы ваемы ми апу ри но вы ми/апи ри-
ми ди но вы ми (АП) эн до нук леаза ми, ко то рые 
спе ци фи чес ки рас поз нают дан ные сайты. АП 
эн до нук леазы об ра зуют раз ре зы или « ни ки» 
(nicks) в ДНК-дуп лек се с по мощью гид ро ли за 
фос фо диэфир ной свя зи с об ра зо ва нием 5’ тер-
ми наль но го де зок си ри бо зо-фос фат но го ос тат ка. 
Путь ЭРО за вер шает ся с за пол не нием соот ве тс-
твующе го нук леоти да и ли ги ро ва нием ДНК.

В E.coli эн до нук деаза IV (Nfo) и эк зо нук леаза 
III (Xth) раз ре зают фос фо диэфир ную связь 5’ до 
бе зос нов но го де зок си ри боз но го са ха ра для об-
ра зо ва ния 3’ гид рок си ла и 5’ де зок си ри боз но го 
кон цов в мес те сайта пов реж де ния. Xth яв ляет ся 
глав ной АП эн до нук леа зой в E.coli [9]. Ге ны xth 
и nfo бы ли иден ти фи ци ро ва ны в ми ко бак те риях. 
Важ нос ть бел ков XthA и Nfo, бы ла под черк ну та 
их необ хо ди мос тью для бак те ри ально го вы жи ва-
ния на на чаль ных ста диях ин фек ции на мо дель-
ных мы шах. Бы ло об на ру же но, что глав ной АП 
эн до нук ле зой у M.tuberculosis яв ляет ся Nfo [10]. 
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Из ве ст но, что MtbXthA об ла дает АП эн до нук-
леаз ной, 3’-фос фо диэс те раз ной и 3’→5’ нес пе ци-
фи чес кой эк зо нук леаз ной ак тив нос тя ми. У фер-
мен тов се мей ст ва Хth, ами но кис лот ные ос тат ки 
го мо ло гич ные D180 и N182 у MtbXthA коор ди-
ни руют за ка та ли ти чес кий центр ио нов ме тал лов. 
У че ло ве чес ко го бел ка APE1, соот ве тс твующие 
му та ции D210N и N212A сни жают ак тив ность 
фер мен та в ~10,000 раз [11], и то же наб лю дает-
ся в D146N у му тан та го мо ло га NExo Neisseria с 
толь ко эк зо нук леаз ной ак тив ностью [12]. 

Целью дан ной ра бо ты яв ля лось по лу че ние 
ре ком би на нт но го бел ка MtbXthA и его му та нт-
ных форм, а так же оп ре де ле ние их АП эн до нук-
леаз ной и 3’-фос фо диэс те раз ной ак тив нос тей. 

Материалы и методы

Бак те ри альные штам мы, ДНК, плаз ми ды и 
реа ген ты

Штам мы E. coli и плаз мид ные век то ра бы ли 
ис поль зо ва ны из ла бо ра тор ной кол лек ции. Ис-
поль зо ва лись фер мен ты рест рик ции и Т4 ДНК-
ли га за произ во дс тва Thermo Scientific (США). Для 
сбор ки эксп рес сион ной конст рук ции был ис поль-
зо ван плаз мид ный век тор pET-28c(+) (Novagen, 
Ве ли коб ри та ния). Для амп ли фи ка ции ге на-ми-
ше ни бы ла ис поль зо ва на вы со ко точ ная Phusion 
High-Fidelity ДНК-по ли ме ра за (Thermo Scientific, 
США). От бор ко ло ний транс фор ман тов про во ди-
ли с по мощью ме то да ПЦР-ск ри нин га с ис поль-
зо ва нием ре ком би на нт ной Taq ДНК по ли ме ра зы 
по лу чен ной в ла бо ра то рии [13]. Двух этап ную 
очист ку ре ком би на нт но го бел ка про во ди ли на 
пре ду па ко ван ной ко лон ке HisTrap HP произ во дс-
тва GE Healthcare (США) объе мом 1 мл и ге па ри-
но вой ко лон ке HiTrap Heparin HP. Штамм E. coli 
ArcticExpress (DE3) RP был за ка зан у ком па нии 
Novagen (Merck4Biosciences, Фран ция). 

В ра бо те ис поль зо ва лись два ва ри ан та буль-
она Лу риа-Бер та ни: нор мально-со ле вой для 
куль ти ви ро ва ния кле ток E. coli (1% трип то на, 
0,5% дрож же во го экст рак та, 1% NaCl) и низ ко-
со ле вой (1% трип то на, 0,5% дрож же во го экст-
рак та, 0,5% NaCl). Для ин ку би ро ва ния транс-
фор ми ро ван ных кле ток, ис поль зо ва лась сре да 
SOC (2% трип то на, 0,5% дрож же во го экст рак та, 
0,05% NaCl, 2,5 мМ KCl, 20 мМ MgSO4, 20мМ 
глю ко зы, pH7,5). Кон цент ра ция ан ти биоти ка ка-
на ми ци на в сре дах сос тав ля ла 50 мкг/мл.

Кло ни ро ва ние ре ком би на нт ных век то ров, ко ди-
рующих на тив ный и му та нт ные ва ри ан ты MtbXthA. 

Амп ли фи ци ро ван ный ген-ми шень xthA из 
M.tuberculosis H37Rv (Rv0427c) был кло ни ро ван 

в век тор рЕТ-28с(+) по сайт ам рест рик ции NcoI 
и NotI, та ким об ра зом, что бы ре ком би на нт ный 
MtbXthA имел C-кон це вую гек са гис ти ди но вую 
пос ле до ва тель ность. 

Ус ло вия ПЦР для амп ли фи ка ции ге на-ми-
ше на xthA бы ли сле дующи ми: ге ном ная ДНК 
M.tuberculosis H37Rv (100 нг), 1 мкл (10 мкМ) 
каж до го оли го нук леоти да, 4 мкл (10 мМ) дНТФ, 
10 мкл 5х бу фе ра для ПЦР (со дер жа щий 7,5 мМ 
MgCl2) и 0,5 мкл Phusion High-Fidelity ДНК-по-
ли ме ра зы (2 U/мкл); об щий объем ПЦР сме си 
сос та вил 50 мкл; сна ча ла, ПЦР смесь наг ре ва ли 
в те че ние 25 се кунд, да лее про во ди ли 30 цик лов 
пос ле дующей прог рам мы про ве де ния реак ции 
:10 сек при тем пе ра ту ре 98°С, 20 сек при 57°С, 
1 мин при 72°С и ко неч ная элон га ция в те че ние 
7 мин при 72°С в ПЦР амп ли фи ка то ре Mastercy-Mastercy-
cler Nexus Gradient (Eppendorf, Гер ма ния).

Про дукт ПЦР, по лу чен ный с соот ве тс твую-
щим раз ме ром (899 п.о.) ана ли зи ро ва ли с по-
мощью элект ро фо ре за в 1% ага роз ном ге ле 
с бро мис тым эти дием. Амп ли фи ци ро ван ный 
фраг мент рас щеп ля ли фер мен та ми рест рик ции 
в соот ве тс твую щем бу фе ре. Да лее пос ле рест-
рик ции амп ли фи ци ро ван ный про дукт очи ща ли 
пу тем фе нол-хло ро фо рм ной экст рак ции, пос ле 
че го про во ди ли ли ги ро ва ние с эксп рес сион ным 
век то ром pET-28c (+), ко то рый так же об ра ба-
ты ва ли рест рик та за ми, пе ре чис лен ны ми вы ше. 
Ли ги ро ва ние про во ди ли с Т4 ДНК-ли га зой при 
16°С в те че ние 16 ча сов. Вы со ко ком пе те нт ные 
клет ки DH5� транс фор ми ро ва ли ли газ ной сме-DH5� транс фор ми ро ва ли ли газ ной сме-5� транс фор ми ро ва ли ли газ ной сме-
сью ме то дом теп ло во го шо ка. От бор ко ло ний-
транс фор ман тов про во ди ли на 1,5% LB-ага ре с 
ка на ми ци ном. За тем про во ди ли ПЦР-ск ри нинг 
с ис поль зо ва нием Т7 (про мо тор и тер ми на тор) 
прай ме ров. Для про ве де ния ПЦР ск ри нин га и 
сек ве ни рующей ПЦР реак ции в ра бо те бы ли ис-
поль зо ва ны сле дующие ви ды прай ме ров:

1) T7fw, 5’-T A A T A C G A C T C A C T A T 
A G G G-3’;

2) T7rv, 5’-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’;
Отоб ран ные ко ло нии-транс фор ман ты ино-

ку ли ро ва ли в Лу риа-Бер та ни буль оне для по лу-
че ния плаз мид ной ДНК. Вы де ле ние плаз мид из 
по ло жи тель ных кло нов про во ди ли с ис поль зо-
ва нием на бо ра Quick PureLink Plasmide MiniPrep 
Kit (Invitrogen, США) в соот ве тс твии с про то ко-
лом произ во ди те ля.

Ин тег ри ро ван ная в плаз ми ду вс тав ка бы ла сек-
ве ни ро ва на и ана ли зи ро ва на на соот ве тс твие с тре-
буемой пос ле до ва тель ностью бан ка ге ном ных дан-
ных с ис поль зо ва нием прог рамм но го обес пе че ния 
Vector NTI Advance (TM) 11,0 (Invitrogen, США).
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По лу че ние ре ком би на нт но го век то ра рЕТ-
28c-MtbXthA с сайт-нап рав лен ны ми му та циями 
в ко ди рующей пос ле до ва тель ности ге на xthA

Сле дует от ме тить, в нас тоя щей ра бо те бы-
ли ис поль зо ва ны та ги ро ван ный MtbXthA бе лок 
и его му тан ты. Эксп рес сия бел ка из рЕТ-28c-
MtbXthA про ду ци рует ре ком би на нт ный бе лок 
с 2 до пол ни тель ны ми N-тер ми наль ны ми ами-
но кис лот ны ми ос тат ка ми (МА) и еще 11 С-тер-
ми наль ны ми ами но кис лот ны ми ос тат ка ми 
(AAALEHHHHHH) по срав не нию с на тив ным 
бел ком MtbXthA.

Сайт-нап рав лен ные му та ции в ко ди рующей 
пос ле до ва тель ности MtbXthA в рЕТ-28c-
MtbXthA бы ли по лу че ны с ис поль зо ва нием раз-
ра бо тан ных оли го нук лео тид ных прай ме ров, ис-
поль зо ван ных для по лу че ния му та нт ных форм 
MtbXthA-D180N, MtbXthA-N182A (таб ли ца 1).

Таб ли ца 1 – Прай ме ры с сайт-нап рав лен ны ми му та циями

 Наз ва ние прай ме ра  Пос ле до ва тель ность 5’→3’ 

MtbXth D180N пря мой д(GAGCGATGTTCCAGTTG
CCCATCAGTGCGAT)

MtbXth D180N об рат ный д(ATCGCACTGATGGGCAA
CTGGAACATCGCTC)

MtbXth N182A пря мой д(CGGTCGGAGCGATGGCC
CAGTCGCCCATCA)

MtbXth N182A об рат ный д(TGATGGGCGACTGGGCC
ATCGCTCCGACCG)

Про ве де ние QuickChange ПЦР
Ус ло вия QuickChange ПЦР бы ли сле дующи-

ми: плаз мид ная ДНК рЕТ-28c-MtbXthA (10 нг), 
2 мкл (5 мкМ) каж до го оли го нук леоти да, 1 мкл 
(10 мМ) дНТФ, 5 мкл 5х бу фе ра для ПЦР (со дер-
жа щий 7,5 мМ MgCl2) и 0,5 мкл Phusion High-Fi-Phusion High-Fi- High-Fi-High-Fi--Fi-Fi-
delity ДНК-по ли ме ра зы (2 U/мкл); об щий объем 
ПЦР сме си сос та вил 25 мкл; сна ча ла, ПЦР смесь 
наг ре ва ли в те че ние 25 се кунд при 98°С, да лее 
19 цик лов пос ле дующей прог рам мы про ве де ния 
реак ции: 10 сек при тем пе ра ту ре 98°С, 30 сек 
при 62°С, 2,5 мин при 72°С и ко неч ная элон га-
ция в те че ние 7 мин при 72°С в ПЦР амп ли фи-
ка то ре Mastercycler Nexus Gradient (Eppendorf, 
Гер ма ния).

Да лее, амп ли фи ци ро ван ные про дук ты, в 
объеме 10 мкл (QuickChange ПЦР смесь), об-
ра ба ты ва ли фер мен том Dpn1 при 37°С в те че-
ние 1 ча са. Да лее, вы со ко ком пе те нт ные клет ки 
DH5� транс фор ми ро ва ли, об ра бо тан ную Dpn1 
QuickChange ПЦР смесью (5 мкл), ме то дом теп-
ло во го шо ка. От бор ко ло ний-транс фор ман тов 

про во ди ли на 1,5% LB-ага ре с ка на ми ци ном. 
Ин тег ри ро ван ные в плаз ми ды вс тав ки бы ли сек-
ве ни ро ва ны и ана ли зи ро ва ны на на ли чие необ-
хо ди мых за мен.

Эксп рес сия и очист ка на тив но го и му та нт-
ных ва ри ан тов MtbXthA

По лу чен ны ми век то ра ми рЕТ-28с-MtbXthA, 
рЕТ-28с-MtbXthA-D180N и рЕТ-28с-MtbXthA-
N182A бы ли транс фор ми ро ван ны ком пе те нт ные 
клет ки штам ма Е.coli ArcticExpress(DE3)RP. Ко-
ло нию-транс фор мант куль ти ви ро ва ли в буль оне 
Лу риа-Бер та ни с ка на ми ци ном (50 мкг/мл). В се-
ре ди не ло га риф ми чес кой фа зы рос та бак те ри аль-
ной мас сы (OD600=0,6) про во ди ли ак ти ва цию Т7 
про мо то ра до бав ле нием изоп ро пил-β-D-1-тиога-
лак то пи ра но зи да (ИПТГ) в ко неч ной кон цент-
ра ции 1 мМ. Куль ту ру ин ку би ро ва ли с ИПТГ в 
те че ние 16 ча сов при ком нат ной тем пе ра ту ре и 
вс тря хи ва нии 100 об/мин. Клет ки со би ра ли цент-
ри фу ги ро ва нием при уг ло вом ус ко ре нии 6000xg, 
в те че ние 7 ми нут и при тем пе ра ту ре 4°С. Все 
эта пы очист ки про во ди ли при 4°С. Бак те ри аль-
ный ли зат сус пен ди ро ва ли в бу фе ре 20 мМ NaCl, 
40 мМ Hepes-NaOH (рН 7,5) с до бав ле нием кок-
тейля ин ги би то ров про те аз (Roche Diagnostics, 
Швей ца рия). Кле точ ную сус пен зию ли зи ро ва ли с 
ис поль зо ва нием прес са Френ ча при 124 МПа. От 
кле точ но го деб ри са ли за ты ос во бож да ли цент-
ри фу ги ро ва нием при 40000хg в те че ние 60 мин 
при 4°С. Кон цент ра цию NaCl в ос вет лен ном ли-
за те уве ли чи ва ли до 500 мМ, до бав ля ли ими да-
зол до кон цент ра ции 20 мМ и на но си ли на ко-
лон ку HisTrap HP ак ти ви ро ван ную иона ми Ni2+. 
Ме то дом ли ней но го гра диен та по ими да зо лу от 
20 мМ до 500 мМ про во ди ли фрак цио ни ро ва ние 
элюа тов с по мощью хро ма тог ра фа FPLC AKTA 
Purifier 10. Элюиро ван ные фрак ции, со дер жа щие 
ре ком би на нт ный бе лок, объеди ня ли и на но си ли 
на ге па ри но вую ко лон ку HiTrap Heparin НР. Свя-
зан ные бел ки элюиро ва ли в гра диен те 50-600 мМ 
хло ри да ка лия. Хра не ние очи щен ных об раз цов 
MtbXthA и его му тан тов осу ще ст вля ли при -20°С 
в 50% гли це ри не. Го мо ген ность бел ков про ве ря-
ли с по мощью 12% ПААГ-ДСН.

Оп ре де ле ние АП эн до нук леаз ной ак тив нос ти
Для де тек ции АП эн до нук леаз ной ак тив-

нос ти бы ли ис поль зо ва ны оли го де зок си ри бо-
нук леоти ды, со дер жа щие ра диоак тив ную мет-
ку. Оли го де зок си ри бо нук леоти ды, со дер жа щие 
мо ди фи ци ро ван ные ос тат ки, и их комп ле мен-
тар ные оли го нук леоти ды бы ли приоб ре те ны у 
ком па нии Eurogentec (Seraing, Бельгия). Они вк-
лю ча ли в се бя: THF-RT 30-мер d (T G A C T G 
C A T A X G C A T G T A G A C G A T G T G C 
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A T), где X – тет ра гид ро фу ран (THF, ана лог бе-
зос нов но го сайта (abasic site) и RT-C 30-мер ный 
комп ле мен тар ный оли го нук лео тид, со дер жа щий 
dC нап ро тив пов реж де ния.

Сле дующие оли го нук леоти ды бы ли ис поль-
зо ва ны для из ме ре ния 3’→5’ эк зо нук леаз ной, 
3’-фос фо диэс те раз ной ак тив нос тей: 20-мер ный 
Exo20THF, д ( G T G G C G C G G A G A C T T A G 
A G A X), где Х предс тав ляет со бой 3’-кон це вой 
тет ра гид ро фу ран; и комп ле мен тар ный 40-мер-
ный Rex-Т, д(G G A A T T C C C C G C G C C A 
A A T T T C T C T A A G T C T C C G C G C C A 
C), со дер жа щий Т нап ро тив тет ра гид ро фу ра на.

Ра диоак тив ное ме че ние оли го нук леоти дов 
бы ло осу ще ст вле но с 5’ кон ца с по мощью Т4 по-
ли нук лео тид ки на зы с от су тс твием 3’ фос фа таз-
ной ак тив нос ти (New England Biolabs) в при су тс-
твии γ [32Р] АТФ (3000 Ci/ммоль) (PerkinElmer) в 
соот ве тс твии с ре ко мен да циями произ во ди те ля. 
От жиг ме чен ных оли го нук леоти дов про во ди-
ли с их соот ве тс твующи ми комп ле мен тар ны ми 
оли го нук леоти да ми в бу фе ре, со дер жа щем 50 
мМ KCl, 20 мМ Hepes-KOH (рН 7,5) при 65°С в 
те че ние 3 мин с пос ле дующим ох лаж де нием до 
ком нат ной тем пе ра ту ры в те че ние 2 ча сов.

Реак цию BER (base excision repair) ана ли-
за про во ди ли в реак ци он ной сме си объе мом 20 
мкл, со дер жа щей 10 нМ [32P]-ме чен ных THF•С 
оли го нук лео тид но го дуп лек са, 2 мМ MgCl2, 20 
мМ Hepes-NaOH (рН 7,6), 0,1 мг∙мл-1 БСА и 20 
нМ фер мен та при 37°С в те че ние 30 мин. 

Реак цию останав ли ва ли до бав ле нием 10 мкл 
раст во ра, со дер жа ще го 0,5% ДСН и 20 мМ ЭДТА, 
с пос ле дующим обес со ли ва нием, с по мощью ко-
ло нок с Sephadex G25 (GE Healthcare), эк ви либ-
ри ро ван ных 7,5 М мо че ви ной. Обес со лен ные 
про дук ты реак ции бы ли раз де ле ны с по мощью 
элект ро фо ре за в 20% по ли ак ри ла мид ном ге ле 
в де на ту ри рующих ус ло виях (7,5 М мо че ви на, 
0,5×TBE). Ге ли экс по ни ро ва ли на эк ран Fuji FLA-
3000 Phosphor Screen и ска ни ро ва ли с по мощью 
Fuji FLA-3000/FLA-9500. Ана лиз ре зуль та тов 
про во дил ся с ис поль зо ва нием прог рамм но го 
обес пе че ния Image Gauge V4.0. Каж дый экс пе ри-
мент вы пол нял ся в трех пов тор нос тях.

Ре зуль таты и их об суж де ние

Кло ни ро ва ние кДНК ге нов в эксп рес сион-
ный век тор pET-28c

кДНК, ко ди рующая MtbXthA, бы ла изо ли ро-
ва на с по мощью ПЦР с ис поль зо ва нием ге ном ной 
ДНК M.tuberculosis штам ма H37Rv и оли го нук-
лео тид ных прай ме ров как бы ло опи са но в ма те-

риалах и ме то дах. Ре зуль ти рующий 899 п.о. фраг-
мент был ана ли зи ро ван в 1% ага роз ном ге ле.

Да лее, амп ли фи ци ро ван ный фраг мент был 
ли ги ро ван в век тор pET-28c. Ли газ ной смесью 
бы ли транс фор ми ро ва ны ком пе те нт ные клет-
ки DH5� ме то дом тем пе ра тур но го шо ка. От бор 
ко ло ний-транс фор ман тов про во дил ся на 1,5% 
ЛБ-ага ре с ан ти биоти ком ка на ми ци ном (50 мкг/
мл). От бор ко ло ний-транс фор ман тов про во ди ли 
ме то дом ПЦР ск ри нин га с ис поль зо ва нием Т7 
(T7fw и T7rv) прай ме ров, флан ки рующих вс тав-
ку в плаз ми де. Бы ло отоб ра но 8 ко ло ний и про-
ве ден ПЦР-ск ри нинг на пред мет со дер жа ния вс-
тав ки. ПЦР ск ри нинг ко ло ний-транс фор ман тов 
на пред мет со дер жа ния ко ло ниями DH5� век то-
ра рЕТ-28c-MtbXthA по прай ме рам Т7 подт вер-
дил на ли чие вс тав ки для 6 ко ло ний из 8 под верг-
ну тых ана ли зу.

Пос ле про ве де ния ПЦР-ск ри нин га, бы ли 
отоб ра ны по ло жи тель ные ко ло нии для на ра бот-
ки плаз мид ной ДНК. Из по ло жи тель ных кло нов, 
пос ле их на ра бот ки в ЛБ сре де, бы ла вы де ле на 
плаз мид ная ДНК по про то ко лу MiniPrep. Кон-
цент ра ция ДНК рЕТ-28c-MtbXthA сос та ви ла 50 
нг/мкл.

На ра бо тан ные плаз ми ды кло нов бы ли про-
сек ве ни ро ва ны с ис поль зо ва нием прай ме ров Т7 
ко то рые пе рек ры вают ин тег ри ро ван ный ген в 
век то ре рЕТ-28c. 

В ре зуль та те бы ло установ ле но пол ное от-
су тс твие му та ций в ге не xthA в плаз ми де рЕТ-
28c, сек ве ни ро ва ние подт вер ди ло от су тс твие 
му та ций в отк ры той рам ке счи ты ва ния в ви де 
де ле ций, ин сер ций и за мен. В ре зуль та те че го, 
бы ла по лу че на ре ком би на нт ная конст рук ция 
pET-28c-MtbXthA (ри су нок 1).

Ри су нок 1 – Схе ма ти чес кое изоб ра же ние по лу чен но го 
ре ком би на нт но го век то ра pET-28c-MtbXthA 

со вс троен ным ге ном xthA
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D180N и pET-28c-MtbXthA-N182A с соот ве тс-
твующи ми му та циями.

Очист ка ре ком би на нт но го бел ка MtbXthA и 
его му та нт ных форм

Для ха рак те ри за ции ре па ра цион ной ак-
тив нос ти MtbXthA, ми ко бак те ри аль ный фер-
мент и его му тан ты бы ли очи ще ны с по мощью 
аф фин ной хро ма тог ра фии из штам ма E.coli 
ArcticExpress (DE3) RP, эксп рес си рующе го 
С-кон це вую по ли гис ти дин-ме чен ную фор му 
бел ков. Ку мас си-ок ра шен ные ге ли по ка за ли, что 
очи щен ные MtbXthA бел ки об ла дают бо лее 99% 
чис то ты, не со дер жат зна чи тель но го ко ли че ст ва 
при ме сей бел ков (ри су нок 2 и 3).

 

Ри су нок 2 – Ана лиз с по мощью 
ДСН-ПААГ очи щен но го ре ком би на нт но го бел ка 

MtbXthA

 

Ри су нок 3 – Ана лиз с по мощью ДСН-ПААГ 
очи щен ных му та нт ных форм ре ком би на нт но го бел ка 

MtbXthA. 1) MtbXthA -D180N; 2) MtbXthA-N182A

В дан ном век то ре це ле вой ген вс троен под 
конт роль про мо то ра РНК по ли ме ра зы бак те ри-
офа га Т7. В отк ры той рам ке счи ты ва ния век то ра 
пе ред стар то вым ме тиони ном ге на имеют ся ко-
до ны до пол ни тель ных ами но кис лот ных ос тат-
ков, вк лю чая шес ть иду щих под ряд гис ти ди нов. 
Об щая дли на бел ка сос тав ляет 304 а.о. Рас чет-
ная мо ле ку ляр ная мас са ре ком би на нт но го бел ка 
сос тав ляет 33,6 кДа.

По лу че ние ре ком би на нт ных век то ров для 
эксп рес сии му та нт ных ва ри ан тов MtbXthA

Пос ле по лу че ния ре ком би на нт но го век то ра 
pET-28c-MtbXthA, про во ди ли амп ли фи ка цию 
ре ком би на нт ных век то ров pET-28c-MtbXthA-

Оп ре де ле ние АП эн до нук леаз ной ак тив-
нос ти у фер мен тов се мей ст ва Хth, ами но кис-
лот ные ос тат ки го мо ло гич ные D180 и N182 
у MtbXthA коор ди ни руют за ка та ли ти чес кий 
центр ио нов ме тал лов. У че ло ве чес ко го бел-
ка APE1, соот ве тс твующие му та ции D210N 
и N212A сни жают ак тив ность фер мен та в 
~10,000 раз [11], и то же наб лю дает ся в D146N 
у му тан та го мо ло га NExo Neisseria с толь ко эк-
зо нук леаз ной ак тив ностью.

Очи щен ный ре ком би на нт ный бе лок MtbXthA 
и его го мо ло ги D180N и N182A ин ку би ро ва ли с 
5 -32P-ме че ным THF•C и Exo20THF•RexT дуп лек-
са ми для из ме ре ния AП и 3’-фос фо диэс те раз ной 
ак тив нос тей, соот ве тст вен но (ри су нок 4 и 5).

Как по ка за но на ри сун ке 5, му та нт ные ми-
ко бак те ри альные AП-эн до нук леазы, да же ког да 
они при су тс твуют в из бы точ ных ко ли че ст вах, 
не по ка зы вают ка кой ли бо де тек ти руемой ак-

тив нос ти ре па ра ции ДНК, по срав не нию с ди ким 
ти пом MtbXthA.

Важ но от ме тить, что MtbXthA-D180N и 
MtbXthA-N182A му тан ты од нов ре мен но по те-
ря ли нес пе ци фи чес кую 3’-5’ эк зо нук леаз ную ак-
тив ность на субст рат ных THF•С и Exo20THF•RexT 
дуп лек сах, в то вре мя как не му та нт ный фер мент 
по ка зы вает ДНК-дег ра ди рующую ак тив ность в 
тех же ус ло виях. 

Та ким об ра зом, в дан ной ра бо те бы ла изо ли-
ро ва на ДНК, ко ди рующая ген АП эн до нук леазы 
MtbXthA – xthA. Бы ли про ве де ны кло ни ро ва ние, 
эксп рес сия и очист ка ре ком би на нт ной фор мы 
MtbXthA. Ре зуль та ты ра бо ты по ка за ли, что фер-
мент со дер жит АП эн до нук леаз ную и 3’-фос фо-
диэс те раз ную ак тив нос ти, а при ис поль зо ва нии 
из бы точ но го ко ли че ст ва, фер мент со дер жит 
3’→5’ нес пе ци фи чес кую эк зо нук леаз ную ак тив-
нос ти. 
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(рас щеп ле ние АП сайта и 3’-фос фо диэс те раз ную 
ак тив нос ти), а так же 3’→5’ эк зо нук леаз ную ак тив-
нос ти. ос но вы ваясь на вы шеупо мя ну том, мож но 
пред по ло жить, что нес пе ци фи чес кая 3’→5’ эк зо-
нук леаз ная ак тив ность яв ляет ся свой ст вен ной осо-
бен ностью MtbXthA фер мен та и дан ная ак тив ность, 
воз мож но, иг рает важ ную фи зи оло ги чес кую роль.

 

Ри су нок 4 – Срав не ние ДНК-субст рат спе ци фич нос ти у 
ре ком би на нт но го бел ка MtbXthA и его му та нт ных форм 
(АП эн до нук леаз ная ак тив ность). До рож ки 1 и 6, 25 и 10 
нМ MtbXthA; до рож ка 2 – конт роль THF•C; до рож ки 3-5 

MtbXthA-D180N; до рож ки 7-9 – MtbXthA-N182A

 

Ри су нок 5 – Срав не ние ДНК-субст рат спе ци фич нос ти у 
ре ком би на нт но го бел ка MtbXthA и его му та нт ных форм 

(3’-фос фо диэс те раз ная ак тив ность). До рож ка 1 – конт роль 
Exo20THF•RexT; до рож ки 2-4 – MtbXthA; до рож ки 5-7 – 

MtbXthA-D180N; до рож ки 8-10 – MtbXthA-N182A.

Что бы до ка зать, яв ляет ся ли это свой ст вен ной 
дан ной АП эн до нук леазе осо бен ностью, или ви ден 
ре зуль тат кон та ми на ции при очист ке, бы ли сконс-
труиро ва ны и оха рак те ри зо ва ны ка та ли ти чес ки 
неак тив ные му та нт ные фор мы MtbXthA-D180N и 
MtbXthA-N182A. Ре зуль та ты по ка за ли, что все му-
тан ты по те ря ли их ДНК-ре па ра цион ные функ ции 
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