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Получение мутантных форм 
микобактериальной АП  
эндонуклеазы MtbXthA 

Апуриновые/апиримидиновые (AП) эндонуклеазы являются клю­
чевыми ферментами, участвующими в репарации безосновных сайт­
ов и разрывах цепей ДНК. Патогенная бактерия Mycobacterium tuber­
culosis содержит две AП эндонуклеазы: MtbXthA и MtbNfo, которые 
являются представителями семейств экзонуклеаза III и эндонуклеаза 
IV, соответственно. Известно, что оба фермента MtbXthA и MtbNfo 
содержат AП эндонуклеазную и 3’→5’ экзонуклеазную активности. 
В данной работе описывается клонирование, экспрессия и очистка 
рекомбинантного белка MtbXthA. Результаты показали, что MtbXthA 
содержит АП эндонуклеазную, 3’-фосфодиэстеразную и 3’→5’ нес­
пецифическую экзонуклеазную активности. Чтобы убедиться, что 
наблюдаемые виды активности репарации ДНК не являются резуль­
татом загрязнения эндонуклеазами E.coli, были сделаны мутанты 
MtbXthA – MtbXthA-D180N и MtbXthA-N182A. Анализ показал, что 
найденные мутации D180N и N182A в MtbXthA имеют решающее 
значение для активности ферментов.

Ключевые слова: репарация ДНК, туберкулез, АП эндонуклеазы, 
генетическая инженерия, геномная стабильность.
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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 
MtbXthA-D180N and MtbXthA-N182A 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

Апуриндік/апиримидиндік (AП) эндонуклеазалар үзілген ДНҚ 
тізбектерінің және негізі жоқ сайттардың репарациясына қатысатын 
ең басты ферменттер болып табылады. Патогенді Mycobacterium 
tuberculosis III эндонуклеаза және IV эндонуклеазаларға жататын, 
сәйкесінше, MtbXthA және MtbNfo екі АП эндонуклеазаға ие. Бел­
гілі болғандай, MtbXthA және MtbNfo ферменттерінде АП эндонук­
леазды және 3’→5’ экзонуклеазды белсендік бар. Берілген жұмыста 
MtbXthA рекомбинантты ақуызының клондалуы, экспрессиясы және 
тазалануы сипатталған. Алынған нәтижелер MtbXthA ақуызында АП 
эндонуклеазды, 3’-фосфодиэстеразды және 3’→5’ бейспецифика­
лық экзонуклеазды белсендіктер бар екендігін көрсетті. Көріп отыр­
ған ДНҚ репарация белсендіктер E.coli эндонуклеазалардың қоспасы 
еместігін дәлел деу үшін MtbXthA – MtbXthA-D180N және MtbXthA-
N182A мутанттары алынды.Жүргізілген талдау, MtbXthA-гі табыл­
ған D180N және N182A мутациялар белсендік үшін маңызды болып 
шықты. 

Түйін сөздер: ДНҚ репарация, АП эндонуклеазалар, генетикалық 
инженерия, геномдық тұрақтылық. 
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Введение 

Туберкулез (ТБ) – заболевание, вызываемое Mycobacterium 
tuberculosis (M. tuberculosis), бактерией, которой инфициро
ваны больше трети населения планеты. Лечение ТБ требует 
длительного приема противотуберкулезных препаратов. Пони
мание механизма персистирования M. tuberculosis внутри ор
ганизма крайне необходимо для планирования короткого и эф
фективного курса лечения заболевания. 

За 2012 год в Республике Казахстан, по данным Всемирной 
организации здравоохранения, выявлено 22000 новых случаев 
заболевания [1]. Борьба с ТБ является одной из приоритетных 
задач здравоохранения Казахстана. ТБ приводит к огромным че
ловеческим потерям, а также к экономическим убыткам страны.

В ходе инфицирования, M. tuberculosis встречается с раз
нообразием механизмов защиты организма. Данные механиз
мы, которые встречаются на ранней стадии инфекции, возмож
но, являются наиболее критическими для патогена с целью 
выживания. Это, главным образом, составляет респираторный 
взрыв, который приводит к образованию реактивных форм 
промежуточных соединений кислорода и азота. Попадая в ор
ганизм, клеточная ДНК патогена M.tuberculosis подвергается 
воздействию реактивных форм кислорода и азота внутрикле
точного и внеклеточного происхождения, что в свою очередь 
приводит к повреждениям ДНК [2]. Данные повреждения при
водят к мутациям. Микобактерии, находясь в стрессовых ус
ловиях, должны поддерживать стабильность генома, поэтому, 
изучение систем репарации ДНК у патогена, является очень 
важным для понимания механизмов поддержания генетичес
кой стабильности, мутагенеза и возникновения штаммов с мно
жественной лекарственной устойчивостью. 

Предполагается, что мутации в генах ферментов ДНК ре
парации могут способствовать адаптации и персистированию 
M.tuberculosis в организме, где повреждения ДНК происходят 
в макрофагах или во время латентной инфекции. Микобакте
рии, дефектные по механизмам ДНК репарации, имеют мутант
ный фенотип, который охарактеризован повышенной частотой 
мутации [3]. Данный генетический фон позволяет микобакте
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риям адаптироваться к окружающим условиям 
с помощью образования мутаций, приводящих 
к антибиотиковой резистентности. Мутантные 
фенотипы, образующиеся после мутаций в генах 
репарации ДНК, были описаны в других бакте
риях и были ассоциированы с появлением лека
рственно-устойчивых штаммов [4].

Учитывая факт, что системы репарации ДНК 
играют важную роль в толерантности в отно
шении повреждений ДНК, вызываемых проме
жуточными соединениями азота и активными 
формами кислорода, важно изучить системы ре
парации ДНК, которые могут выступать в каче
стве потенциальных целей. Клеточная ДНК пос
тоянно подвергается воздействию реактивных 
радикалов внутриклеточного или внеклеточного 
происхождения, часто приводящих к необрати
мым изменениям в генетической карте. Такие 
изменения приводят к мутациям. Поскольку 
патогенные бактерии должны адаптироваться 
в пределах хозяина – организма, исследования 
ДНК репарации в этих бактериях формируют 
интересную модельную систему. Фактически, 
M.tuberculosis, которая предпочтительно зара
жает макрофаги, первую линию защиты в иммун
ной системе хозяина, должна обладать сильным 
механизмом репарации ДНК, чтобы гарантиро
вать поддержку целостности генома микобакте
рии, чтобы выжить в хозяине-организме и обес
печивать успешное инфицирование.

Вследствие того, что микобактерия пос
тоянно подвергается враждебным факторам ок
ружающей среды, что приводит к образованию 
повреждений и модификаций ДНК, сохранность 
генома защищена механизмами ДНК репарации 
[5]. Эти механизмы являются очень важными, 
так как они могут влиять на процессы ведущие к 
лекарственной устойчивости и они могут пред
ложить новые мишени для антибиотиков. 

Однако, по сравнению со многими други
ми прокариотами, у микобактерий отсутствует 
механизм, известный как репарация ошибочно 
спаренных нуклеотидов. Это может иметь по
тенциально значимое влияние на стабильность 
генома. Поэтому, другие существующие пути 
репарации ДНК, такие как, эксцизионная репа
рация нуклеотидов и оснований должны иметь 
ключевую роль в поддержании геномной ста
бильности. Другой важной особенностью мико
бактерии является ее способность оставаться в 
латентном состоянии в течение длительного пе
риода времени. Ослабленная, вследствие возрас
та, нарушения питания или приема иммунодеп
рессантов, иммунная система, может привести к 

реактивации бактерии. Хотя механизмы реакти
вации до сих пор не раскрыты, бактерия долж
на обладать механизмами защиты собственной 
ДНК и для сохранения способности размно
житься во время реактивации.

Секвенирование генома M.tuberculosis пока
зало [6], что бактерия содержит множество ге
нов эксцизионной реперации оснований и эксци
зионной репарации нуклеотидов.

Путь эксцизионной репарации оснований 
(ЭРО) включает вырезание модифицирован
ных оснований в ДНК с помощью класса фер
ментов, называемых ДНК гликозилазами [7]. 
Данные ДНК гликозилазы катализируют гид
ролиз N-гликозидной связи между химически 
модифицированными или несоответствующи
ми основаниями и сахаро-фосфатным остовом. 
Первоначальный ферментативный процесс пути 
ЭРО образует участки ДНК без оснований, дан
ные участки называют апуриновыми/апирими
диновыми или абазическими (безосновными) 
сайтами (АП сайтами) [8]. Присутствие непро
цессированных АП сайтов может быть более гу
бительным, чем модифицированные основания, 
так как они препятствуют таким важнейшим 
клеточным процессам как репликация и транск
рипция. Аккумулирование АП сайтов в ДНК 
обладает мутагенным и цитотоксическим дейст
вием. АП сайты также могут образовываться в 
результате депуринизации или депиримидини
зации вследствие спонтанного гидролиза N-гли
козидной связи. 

Удаление АП сайтов инициируется фер
ментами, называемыми апуриновыми/апири
мидиновыми (АП) эндонуклеазами, которые 
специфически распознают данные сайты. АП 
эндонуклеазы образуют разрезы или «ники» 
(nicks) в ДНК-дуплексе с помощью гидролиза 
фосфодиэфирной связи с образованием 5’ тер
минального дезоксирибозо-фосфатного остатка. 
Путь ЭРО завершается с заполнением соответс
твующего нуклеотида и лигированием ДНК.

В E.coli эндонукдеаза IV (Nfo) и экзонуклеаза 
III (Xth) разрезают фосфодиэфирную связь 5’ до 
безосновного дезоксирибозного сахара для об
разования 3’ гидроксила и 5’ дезоксирибозного 
концов в месте сайта повреждения. Xth является 
главной АП эндонуклеазой в E.coli [9]. Гены xth 
и nfo были идентифицированы в микобактериях. 
Важность белков XthA и Nfo, была подчеркнута 
их необходимостью для бактериального выжива
ния на начальных стадиях инфекции на модель
ных мышах. Было обнаружено, что главной АП 
эндонуклезой у M.tuberculosis является Nfo [10]. 
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Известно, что MtbXthA обладает АП эндонук
леазной, 3’-фосфодиэстеразной и 3’→5’ неспеци
фической экзонуклеазной активностями. У фер
ментов семейства Хth, аминокислотные остатки 
гомологичные D180 и N182 у MtbXthA коорди
нируют за каталитический центр ионов металлов. 
У человеческого белка APE1, соответствующие 
мутации D210N и N212A снижают активность 
фермента в ~10,000 раз [11], и то же наблюдает
ся в D146N у мутанта гомолога NExo Neisseria с 
только экзонуклеазной активностью [12]. 

Целью данной работы являлось получение 
рекомбинантного белка MtbXthA и его мутант
ных форм, а также определение их АП эндонук
леазной и 3’-фосфодиэстеразной активностей. 

Материалы и методы

Бактериальные штаммы, ДНК, плазмиды и 
реагенты

Штаммы E. coli и плазмидные вектора были 
использованы из лабораторной коллекции. Ис
пользовались ферменты рестрикции и Т4 ДНК-
лигаза производства Thermo Scientific (США). Для 
сборки экспрессионной конструкции был исполь
зован плазмидный вектор pET-28c(+) (Novagen, 
Великобритания). Для амплификации гена-ми
шени была использована высокоточная Phusion 
High-Fidelity ДНК-полимераза (Thermo Scientific, 
США). Отбор колоний трансформантов проводи
ли с помощью метода ПЦР-скрининга с исполь
зованием рекомбинантной Taq ДНК полимеразы 
полученной в лаборатории [13]. Двух этапную 
очистку рекомбинантного белка проводили на 
предупакованной колонке HisTrap HP производс
тва GE Healthcare (США) объемом 1 мл и гепари
новой колонке HiTrap Heparin HP. Штамм E. coli 
ArcticExpress (DE3) RP был заказан у компании 
Novagen (Merck4Biosciences, Франция). 

В работе использовались два варианта буль
она Луриа-Бертани: нормально-солевой для 
культивирования клеток E. coli (1% триптона, 
0,5% дрожжевого экстракта, 1% NaCl) и низко-
солевой (1% триптона, 0,5% дрожжевого экст
ракта, 0,5% NaCl). Для инкубирования транс
формированных клеток, использовалась среда 
SOC (2% триптона, 0,5% дрожжевого экстракта, 
0,05% NaCl, 2,5 мМ KCl, 20 мМ MgSO4, 20мМ 
глюкозы, pH7,5). Концентрация антибиотика ка
намицина в средах составляла 50 мкг/мл.

Клонирование рекомбинантных векторов, коди
рующих нативный и мутантные варианты MtbXthA. 

Амплифицированный ген-мишень xthA из 
M.tuberculosis H37Rv (Rv0427c) был клонирован 

в вектор рЕТ-28с(+) по сайтам рестрикции NcoI 
и NotI, таким образом, чтобы рекомбинантный 
MtbXthA имел C-концевую гексагистидиновую 
последовательность. 

Условия ПЦР для амплификации гена-ми
шена xthA были следующими: геномная ДНК 
M.tuberculosis H37Rv (100 нг), 1 мкл (10 мкМ) 
каждого олигонуклеотида, 4 мкл (10 мМ) дНТФ, 
10 мкл 5х буфера для ПЦР (содержащий 7,5 мМ 
MgCl2) и 0,5 мкл Phusion High-Fidelity ДНК-по
лимеразы (2 U/мкл); общий объем ПЦР смеси 
составил 50 мкл; сначала, ПЦР смесь нагревали 
в течение 25 секунд, далее проводили 30 циклов 
последующей программы проведения реакции 
:10 сек при температуре 98°С, 20 сек при 57°С, 
1 мин при 72°С и конечная элонгация в течение 
7 мин при 72°С в ПЦР амплификаторе ���������Mastercy-
cler Nexus Gradient (Eppendorf, Германия).

Продукт ПЦР, полученный с соответствую
щим размером (899 п.о.) анализировали с по
мощью электрофореза в 1% агарозном геле 
с бромистым этидием. Амплифицированный 
фрагмент расщепляли ферментами рестрикции 
в соответствующем буфере. Далее после рест
рикции амплифицированный продукт очищали 
путем фенол-хлороформной экстракции, после 
чего проводили лигирование с экспрессионным 
вектором pET-28c (+), который также обраба
тывали рестриктазами, перечисленными выше. 
Лигирование проводили с Т4 ДНК-лигазой при 
16°С в течение 16 часов. Высококомпетентные 
клетки ������������������������������������������   DH����������������������������������������   5α трансформировали лигазной сме-
сью методом теплового шока. Отбор колоний-
трансформантов проводили на 1,5% LB-агаре с 
канамицином. Затем проводили ПЦР-скрининг 
с использованием Т7 (промотор и терминатор) 
праймеров. Для проведения ПЦР скрининга и 
секвенирующей ПЦР реакции в работе были ис
пользованы следующие виды праймеров:

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’;
Отобранные колонии-трансформанты ино

кулировали в Луриа-Бертани бульоне для полу
чения плазмидной ДНК. Выделение плазмид из 
положительных клонов проводили с использо
ванием набора Quick PureLink Plasmide MiniPrep 
Kit (Invitrogen, США) в соответствии с протоко
лом производителя.

Интегрированная в плазмиду вставка была сек
венирована и анализирована на соответствие с тре
буемой последовательностью банка геномных дан
ных с использованием программного обеспечения 
Vector NTI Advance (TM) 11,0 (Invitrogen, США).
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Получение рекомбинантного вектора рЕТ-
28c-MtbXthA с сайт-направленными мутациями 
в кодирующей последовательности гена xthA

Следует отметить, в настоящей работе бы
ли использованы тагированный MtbXthA белок 
и его мутанты. Экспрессия белка из рЕТ-28c-
MtbXthA продуцирует рекомбинантный белок 
с 2 дополнительными N-терминальными ами
нокислотными остатками (МА) и еще 11 С-тер
минальными аминокислотными остатками 
(AAALEHHHHHH) по сравнению с нативным 
белком MtbXthA.

Сайт-направленные мутации в кодирующей 
последовательности MtbXthA в рЕТ-28c-
MtbXthA были получены с использованием раз
работанных олигонуклеотидных праймеров, ис
пользованных для получения мутантных форм 
MtbXthA-D180N, MtbXthA-N182A (таблица 1).

Таблица 1 – Праймеры с сайт-направленными мутациями

Название праймера Последовательность 5’→3’ 

MtbXth D180N прямой д(GAGCGATGTTCCAGTTG
CCCATCAGTGCGAT)

MtbXth D180N обратный д(ATCGCACTGATGGGCAA
CTGGAACATCGCTC)

MtbXth N182A прямой д(CGGTCGGAGCGATGGCC
CAGTCGCCCATCA)

MtbXth N182A обратный д(TGATGGGCGACTGGGCC
ATCGCTCCGACCG)

Проведение QuickChange ПЦР
Условия QuickChange ПЦР были следующи

ми: плазмидная ДНК рЕТ-28c-MtbXthA (10 нг), 
2 мкл (5 мкМ) каждого олигонуклеотида, 1 мкл 
(10 мМ) дНТФ, 5 мкл 5х буфера для ПЦР (содер
жащий 7,5 мМ MgCl2) и 0,5 мкл ����������������Phusion��������� ��������High����-���Fi-
delity ДНК-полимеразы (2 U/мкл); общий объем 
ПЦР смеси составил 25 мкл; сначала, ПЦР смесь 
нагревали в течение 25 секунд при 98°С, далее 
19 циклов последующей программы проведения 
реакции: 10 сек при температуре 98°С, 30 сек 
при 62°С, 2,5 мин при 72°С и конечная элонга
ция в течение 7 мин при 72°С в ПЦР амплифи
каторе Mastercycler Nexus Gradient (Eppendorf, 
Германия).

Далее, амплифицированные продукты, в 
объеме 10 мкл (QuickChange ПЦР смесь), об
рабатывали ферментом Dpn1 при 37°С в тече
ние 1 часа. Далее, высоко компетентные клетки 
DH5α трансформировали, обработанную Dpn1 
QuickChange ПЦР смесью (5 мкл), методом теп
лового шока. Отбор колоний-трансформантов 

проводили на 1,5% LB-агаре с канамицином. 
Интегрированные в плазмиды вставки были сек
венированы и анализированы на наличие необ
ходимых замен.

Экспрессия и очистка нативного и мутант
ных вариантов MtbXthA

Полученными векторами рЕТ-28с-MtbXthA, 
рЕТ-28с-MtbXthA-D180N и рЕТ-28с-MtbXthA-
N182A были трансформированны компетентные 
клетки штамма Е.coli ArcticExpress(DE3)RP. Ко
лонию-трансформант культивировали в бульоне 
Луриа-Бертани с канамицином (50 мкг/мл). В се
редине логарифмической фазы роста бактериаль
ной массы (OD600=0,6) проводили активацию Т7 
промотора добавлением изопропил-β-D-1-тиога
лактопиранозида (ИПТГ) в конечной концент
рации 1 мМ. Культуру инкубировали с ИПТГ в 
течение 16 часов при комнатной температуре и 
встряхивании 100 об/мин. Клетки собирали цент
рифугированием при угловом ускорении 6000xg, 
в течение 7 минут и при температуре 4°С. Все 
этапы очистки проводили при 4°С. Бактериаль
ный лизат суспендировали в буфере 20 мМ NaCl, 
40 мМ Hepes-NaOH (рН 7,5) с добавлением кок
тейля ингибиторов протеаз (Roche Diagnostics, 
Швейцария). Клеточную суспензию лизировали с 
использованием пресса Френча при 124 МПа. От 
клеточного дебриса лизаты освобождали цент
рифугированием при 40000хg в течение 60 мин 
при 4°С. Концентрацию NaCl в осветленном ли
зате увеличивали до 500 мМ, добавляли имида
зол до концентрации 20 мМ и наносили на ко
лонку HisTrap HP активированную ионами Ni2+. 
Методом линейного градиента по имидазолу от 
20 мМ до 500 мМ проводили фракционирование 
элюатов с помощью хроматографа FPLC AKTA 
Purifier 10. Элюированные фракции, содержащие 
рекомбинантный белок, объединяли и наносили 
на гепариновую колонку HiTrap Heparin НР. Свя
занные белки элюировали в градиенте 50-600 мМ 
хлорида калия. Хранение очищенных образцов 
MtbXthA и его мутантов осуществляли при -20°С 
в 50% глицерине. Гомогенность белков проверя
ли с помощью 12% ПААГ-ДСН.

Определение АП эндонуклеазной активности
Для детекции АП эндонуклеазной актив

ности были использованы олигодезоксирибо
нуклеотиды, содержащие радиоактивную мет
ку. Олигодезоксирибонуклеотиды, содержащие 
модифицированные остатки, и их комплемен
тарные олигонуклеотиды были приобретены у 
компании Eurogentec (Seraing, Бельгия). Они вк
лючали в себя: 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 – тетрагидрофуран (THF, аналог бе
зосновного сайта (abasic site) и RT-C 30-мерный 
комплементарный олигонуклеотид, содержащий 
dC напротив повреждения.

Следующие олигонуклеотиды были исполь
зованы для измерения 3’→5’ экзонуклеазной, 
3’-фосфодиэстеразной активностей: 20-мерный 
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 представляет собой 3’-концевой 
тетрагидрофуран; и комплементарный 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), содержащий Т напротив тетрагидрофурана.

Радиоактивное мечение олигонуклеотидов 
было осуществлено с 5’ конца с помощью Т4 по
линуклеотид киназы с отсутствием 3’ фосфатаз
ной активности (New England Biolabs) в присутс
твии γ [32Р] АТФ (3000 Ci/ммоль) (PerkinElmer) в 
соответствии с рекомендациями производителя. 
Отжиг меченных олигонуклеотидов проводи
ли с их соответствующими комплементарными 
олигонуклеотидами в буфере, содержащем 50 
мМ KCl, 20 мМ Hepes-KOH (рН 7,5) при 65°С в 
течение 3 мин с последующим охлаждением до 
комнатной температуры в течение 2 часов.

Реакцию BER (base excision repair) анали
за проводили в реакционной смеси объемом 20 
мкл, содержащей 10 нМ [32P]-меченных THF•С 
олигонуклеотидного дуплекса, 2 мМ MgCl2, 20 
мМ Hepes-NaOH (рН 7,6), 0,1 мг∙мл-1 БСА и 20 
нМ фермента при 37°С в течение 30 мин. 

Реакцию останавливали добавлением 10 мкл 
раствора, содержащего 0,5% ДСН и 20 мМ ЭДТА, 
с последующим обессоливанием, с помощью ко
лонок с Sephadex G25 (GE Healthcare), эквилиб
рированных 7,5 М мочевиной. Обессоленные 
продукты реакции были разделены с помощью 
электрофореза в 20% полиакриламидном геле 
в денатурирующих условиях (7,5 М мочевина, 
0,5×TBE). Гели экспонировали на экран Fuji FLA-
3000 Phosphor Screen и сканировали с помощью 
Fuji FLA-3000/FLA-9500. Анализ результатов 
проводился с использованием программного 
обеспечения Image Gauge V4.0. Каждый экспери
мент выполнялся в трех повторностях.

Результаты и их обсуждение

Клонирование кДНК генов в экспрессион
ный вектор pET-28c

кДНК, кодирующая MtbXthA, была изолиро
вана с помощью ПЦР с использованием геномной 
ДНК M.tuberculosis штамма H37Rv и олигонук
леотидных праймеров как было описано в мате

риалах и методах. Результирующий 899 п.о. фраг
мент был анализирован в 1% агарозном геле.

Далее, амплифицированный фрагмент был 
лигирован в вектор pET-28c. Лигазной смесью 
были трансформированы компетентные клет
ки DH5α методом температурного шока. Отбор 
колоний-трансформантов проводился на 1,5% 
ЛБ-агаре с антибиотиком канамицином (50 мкг/
мл). Отбор колоний-трансформантов проводили 
методом ПЦР скрининга с использованием Т7 
(T7fw и T7rv) праймеров, фланкирующих встав
ку в плазмиде. Было отобрано 8 колоний и про
веден ПЦР-скрининг на предмет содержания вс
тавки. ПЦР скрининг колоний-трансформантов 
на предмет содержания колониями DH5α векто
ра рЕТ-28c-MtbXthA по праймерам Т7 подтвер
дил наличие вставки для 6 колоний из 8 подверг
нутых анализу.

После проведения ПЦР-скрининга, были 
отобраны положительные колонии для наработ
ки плазмидной ДНК. Из положительных клонов, 
после их наработки в ЛБ среде, была выделена 
плазмидная ДНК по протоколу MiniPrep. Кон
центрация ДНК рЕТ-28c-MtbXthA составила 50 
нг/мкл.

Наработанные плазмиды клонов были про
секвенированы с использованием праймеров Т7 
которые перекрывают интегрированный ген в 
векторе рЕТ-28c. 

В результате было установлено полное от
сутствие мутаций в гене xthA в плазмиде рЕТ-
28c, секвенирование подтвердило отсутствие 
мутаций в открытой рамке считывания в виде 
делеций, инсерций и замен. В результате чего, 
была получена рекомбинантная конструкция 
pET-28c-MtbXthA (рисунок 1).

Рисунок 1 – Схематическое изображение полученного 
рекомбинантного вектора pET-28c-MtbXthA 

со встроенным геном xthA
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D180N и pET-28c-MtbXthA-N182A с соответс
твующими мутациями.

Очистка рекомбинантного белка MtbXthA и 
его мутантных форм

Для характеризации репарационной ак
тивности MtbXthA, микобактериальный фер
мент и его мутанты были очищены с помощью 
аффинной хроматографии из штамма E.coli 
ArcticExpress (DE3) RP, экспрессирующего 
С-концевую полигистидин-меченную форму 
белков. Кумасси-окрашенные гели показали, что 
очищенные MtbXthA белки обладают более 99% 
чистоты, не содержат значительного количества 
примесей белков (рисунок 2 и 3).

 

Рисунок 2 – Анализ с помощью 
ДСН-ПААГ очищенного рекомбинантного белка 

MtbXthA

 

Рисунок 3 – Анализ с помощью ДСН-ПААГ 
очищенных мутантных форм рекомбинантного белка 

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

В данном векторе целевой ген встроен под 
контроль промотора РНК полимеразы бактери
офага Т7. В открытой рамке считывания вектора 
перед стартовым метионином гена имеются ко
доны дополнительных аминокислотных остат
ков, включая шесть идущих подряд гистидинов. 
Общая длина белка составляет 304 а.о. Расчет
ная молекулярная масса рекомбинантного белка 
составляет 33,6 кДа.

Получение рекомбинантных векторов для 
экспрессии мутантных вариантов MtbXthA

После получения рекомбинантного вектора 
pET-28c-MtbXthA, проводили амплификацию 
рекомбинантных векторов pET-28c-MtbXthA-

Определение АП эндонуклеазной актив
ности у ферментов семейства Хth, аминокис
лотные остатки гомологичные D180 и N182 
у MtbXthA координируют за каталитический 
центр ионов металлов. У человеческого бел
ка APE1, соответствующие мутации D210N 
и N212A снижают активность фермента в 
~10,000 раз [11], и то же наблюдается в D146N 
у мутанта гомолога NExo Neisseria с только эк
зонуклеазной активностью.

Очищенный рекомбинантный белок MtbXthA 
и его гомологи D180N и N182A инкубировали с 
5 -32P-меченым THF•C и Exo20THF•RexT дуплек
сами для измерения AП и 3’-фосфодиэстеразной 
активностей, соответственно (рисунок 4 и 5).

Как показано на рисунке 5, мутантные ми
кобактериальные AП-эндонуклеазы, даже когда 
они присутствуют в избыточных количествах, 
не показывают какой либо детектируемой ак

тивности репарации ДНК, по сравнению с диким 
типом MtbXthA.

Важно отметить, что MtbXthA-D180N и 
MtbXthA-N182A мутанты одновременно поте
ряли неспецифическую 3’-5’ экзонуклеазную ак
тивность на субстратных THF•С и Exo20THF•RexT 
дуплексах, в то время как не мутантный фермент 
показывает ДНК-деградирующую активность в 
тех же условиях. 

Таким образом, в данной работе была изоли
рована ДНК, кодирующая ген АП эндонуклеазы 
MtbXthA – xthA. Были проведены клонирование, 
экспрессия и очистка рекомбинантной формы 
MtbXthA. Результаты работы показали, что фер
мент содержит АП эндонуклеазную и 3’-фосфо
диэстеразную активности, а при использовании 
избыточного количества, фермент содержит 
3’→5’ неспецифическую экзонуклеазную актив
ности. 



ISSN 1563-0218                                            KazNU Bulletin. Biology series. №3 (65). 2015 93

Абельденов С.К. и др.

(расщепление АП сайта и 3’-фосфодиэстеразную 
активности), а также 3’→5’ экзонуклеазную актив
ности. основываясь на вышеупомянутом, можно 
предположить, что неспецифическая 3’→5’ экзо
нуклеазная активность является свойственной осо
бенностью MtbXthA фермента и данная активность, 
возможно, играет важную физиологическую роль.

 

Рисунок 4 – Сравнение ДНК-субстрат специфичности у 
рекомбинантного белка MtbXthA и его мутантных форм 
(АП эндонуклеазная активность). Дорожки 1 и 6, 25 и 10 
нМ MtbXthA; дорожка 2 – контроль THF•C; дорожки 3-5 

MtbXthA-D180N; дорожки 7-9 – MtbXthA-N182A

 

Рисунок 5 – Сравнение ДНК-субстрат специфичности у 
рекомбинантного белка MtbXthA и его мутантных форм 

(3’-фосфодиэстеразная активность). Дорожка 1 – контроль 
Exo20THF•RexT; дорожки 2-4 – MtbXthA; дорожки 5-7 – 

MtbXthA-D180N; дорожки 8-10 – MtbXthA-N182A.

Чтобы доказать, является ли это свойственной 
данной АП эндонуклеазе особенностью, или виден 
результат контаминации при очистке, были сконс
труированы и охарактеризованы каталитически 
неактивные мутантные формы MtbXthA-D180N и 
MtbXthA-N182A. Результаты показали, что все му
танты потеряли их ДНК-репарационные функции 
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