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Ген rv3095 Mycobacterium tuberculosis, принадлежащий семейству транскрипционных регуляторов
MarR, кодирует фактор MxyR (Mycobacterium xylanase regulator – регулятор ксиланазы Mycobacterium).
Этот ген расположен дивергентно по отношению к генам, кодирующим гидролазу (rv3094c), окси-
доредуктазу (rv3093c), белок-транспортер семейства ABC (rv3092c), и конвергентно по отношению
к гену ксиланазы (rv3096). Ксиланаза широко используется микробными патогенами растений для
деградации ксиланов – основного компонента гемицеллюлозы. В работе методом сдвига электро-
форетической подвижности исследованы молекулярные взаимодействия очищенного транскрип-
ционного регулятора MxyR. Этот белок взаимодействует с расположенной выше межгенной обла-
стью mxyO с высокой специфичностью и константой диссоцииации, равной 5.01 ± 0.017 нМ. При-
мечательно, что это связывание ослабляется специфическими углеводными лигандами, такими как
ксилан, L-арабиноза и D-галактоза, со значениями IC50, равными 22.7 ± 1.02 нг/мкл, 360.8 ± 24.25 нг/мкл
и 2320.0 ± 96.97 мкг/мкл соответственно. Очевидно, эта ассоциация изменяет конформацию ДНК-
связывающей спирали α4, вследствие чего MxyR теряет способность связываться с операторной
ДНК, тем самым не препятствуя транскрипции регулируемых им генов ксиланазы и других белков.
В результате проведенного исследования идентифицированы природные лиганды MxyR M. tubercu-
losis, что углубляет наши знания относительно метаболической регуляции углевода ксилана.
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Туберкулез ‒ основная причина смертности и
заболеваемости в развивающихся странах, отри-
цательно сказывающаяся на их экономической и
социальной динамике. Согласно статистике Все-
мирной организации здравоохранения (ВОЗ) за
2019 год, 10 млн человек было инфицированы ту-
беркулезом, из которых 12% ‒ дети [1]. В про-
грамме ВОЗ, названной “The End TB strategy”,
поставлена задача победить это заболевание к
2030 году [1]. В рамках реализации этой стратегии
изучение биологии Mycobacterium tuberculosis важ-
но для поиска новых подходов для борьбы с забо-
леванием.

Изучение регуляции транскрипции ‒ одна из
жизненно важных областей в изучении физиоло-
гии микроорганизмов. Ключевым механизмом
регуляции выступают транскрипционные фак-
торы, динамически связывающиеся с геномной
ДНК и контролирующие транскрипцию генов
[2, 3]. Семейство регуляторов транскрипции мно-
жественной антибиотикорезистентности (MarR)
представляет значительный интерес, поскольку
сообщалось о том, что они контролируют в том
числе и вирулентность патогенных бактерий [2,
4‒7]. Регуляторные пути бактериальной виру-
лентности довольно сложны, так как несколько
регуляторов могут действовать на экспрессию от-
дельного гена или один регулятор может действо-
вать на экспрессию многих регуляторных доме-
нов. Помимо вирулентности, члены регуляторов
семейства MarR контролируют ряд адаптивных
реакций бактерии, таких как ответ на окисли-

1 Статья представлена авторами на английском языке.
2 Дополнительная информация для этой статьи доступна

по doi 10.31857/S0026898422010074 для авторизованных
пользователей.
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тельный стресс [8–11], устойчивость к антибио-
тикам [12], термочувствительность [13] и деграда-
ция фенольных соединений [3, 14, 15].

Регуляторы транскрипции семейства MarR в
M. tuberculosis могут выступать как специфиче-
скими, так и глобальными регуляторами, участ-
вующими в ответе на лечение антибиотиками и
внешнее воздействие. MosR (Rv1049), регулятор
чувствительности к окислительному стрессу, ак-
тивирует ген rv1050 M. tuberculosis, что позволяет
бактерии выживать в окружающей среде, вызыва-
ющей окислительный стресс, например в макро-
фагах [16, 17]. Белок ответа на низкий pH, кодиру-
емый rv1404; чувствительный к агенту на основе
имидазо-[1,2-a]-пиридин-4-карбонитрила (MP-
III-71) белок, кодируемый rv2887, и регулятор
мембранных эффлюксных насосов Rv0678 счита-
ются глобальными регуляторами. В регулон
Rv1404 входит более тридцати генов, включая ге-
ны метилтрансфераз Rv1405c и Rv1403, участвую-
щих в адаптивных процессах [18]. Белок Rv2887,
определяющий чувствительность к MP-III-71, ре-
гулирует экспрессию гена rv0560c, кодирующего
S-аденозил-L-метионинзависимую метилтранс-
феразу, и генов, участвующих в биосинтезе бен-
зохинона и менохинона [19, 20]. Мембранный бе-
лок микобактерий, регулирующий экспрессию
rv0678, связывается с промоторами оперонов
mmpS2-mmpL2, mmpS4-mmpL4, rv0991 и mmpS5 [21].

Транскрипционный фактор Rv3095 M. tubercu-
losis, который по результатам данного исследова-
ния предлагается переименовать в MxyR (Myco-
bacterium xylanase regulator – регулятор ксиланазы
Mycobacterium), относится к семейству MarR, и
его роль и физиологические функции мало изу-
чены. Нами была подтверждена его регулятор-
ная функция и описаны его природные лиганды.
Кластер близкорасположенных генов включает
предполагаемый ген ксиланазы, который обыч-
но находят в патогенных бактериях растений и
сапрофитах, ‒ фермента, расщепляющего кси-
лан на ксилозу и олигосахариды [22]. Ксилан,
основной компонент гемицеллюлозы, представ-
ляет собой полисахарид, состоящий из линейной
цепи ксилозы с замещениями в боковой цепи.
Остов полисахарида в основном состоит из остат-
ков 1,4-β-ксилопиранозида, которые могут со-
держать в боковой цепи ацетильную, арабинофу-
ранозильную и 4-O-метилглюкуронильную груп-
пы ‒ в зависимости от источника полисахарида.
Микроорганизмы, разлагающие ксилан, “снаб-
жены” набором соответствующих ферментов: эн-
доксиланаз, β-ксилозидаз, α-L-арабинофурано-
зидаз, α-глюкуронидаз и эстераз [22, 23], ‒ а так-
же регуляторами транскрипции, такими как XynR
и XlnR, для контроля биосинтеза ферментов,
участвующих в процессе деградации ксилана
[24–26]. Присутствие гена-гомолога ксиланаз в
патогенной для человека бактерии M. tuberculosis

объяснить трудно, исходя из известной функции
этого фермента, но наводит на мысль о его пока
неизвестной биологической роли. В этом иссле-
довании в клетках M. tuberculos проанализирована
регуляция экспрессии гипотетического гена кси-
ланазы транскрипционным фактором MxyR.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Определение структуры генетического локуса и

моделирование структуры белка. Структура MxyR
была смоделирована в программе SWISS-MODEL с
использованием структуры PA1607 в качестве
шаблона. Для валидации модели полученные уг-
лы всех пептидных связей наносили на диаграм-
му Рамачандрана [27]. Топологический порядок
α-спиралей и β-листов определяли выравнива-
нием моделируемой структуры MxyR по отно-
шению к PA1607. Для анализа генетического
локуса использовали карты депонированных
геномов NCBI и программу NCBI BLASTp. Про-
моторные области, включая ‒35 и ‒10 и сайты
начала транскрипции, были предсказаны с помо-
щью программы BPROM из панели инструментов
Softberry (“Softberry Inc.”, США; http://www.soft-
berry.com/berry.phtml?topic=bprom&group=pro-
grams&subgroup=gfindb) [28].

Филогенетический анализ. Для поиска гомоло-
гов с помощью программы BLAST использовали
пептидную последовательность MxyR из штамма
M. tuberculosis H37Rv (Uniprot No. P9WMG3). Бел-
ковые последовательности с уровнем идентично-
сти выше 60% отфильтровывали для исключения
удвоений и сохраняли с NCBI-сервера локально в
формате “fasta”. Полученные последовательно-
сти выравнивали в программе MEGA 6.06 с ис-
пользованием алгоритма выравнивания ClustalW.
Филогенетическое дерево выровненных последо-
вательностей строили методом ближайших сосе-
дей (neighbor-joining). При валидации дерева мето-
дом бутстрепа использовали 1000 реплик. Дерево
построено в масштабе, а эволюционные расстояния
рассчитаны с использованием метода поправки
Пуассона в единицах числа аминокислотных замен.

Выделение геномной ДНК. Культуру Mycobacte-
rium tuberculosis H37Rv выращивали на скошен-
ной среде Левенштейна–Йенсена (LJ) и исполь-
зовали для выделения геномной ДНК. Колонии
собирали в отдельный флакон с буфером для экс-
тракции (50 мМ Трис-HCl, pH 7.4, и 20 мМ EDTA,
pH 8.0) и прогревали при 80°C в течение 20 мин.
Твердую клеточную стенку разрушали с помо-
щью стеклянных шариков и инкубировали с ли-
зоцимом в течение 2 ч при 37°C. Лизированные
клетки обрабатывали 20 мг/мл протеиназы K в
протеиназном буфере (100 мМ Трис-HCl, pH 7.8,
50 мМ EDTA и 5% SDS) и инкубировали при 45°C
в течение ночи. Клеточный дебрис осаждали цен-
трифугированием при 3000 g в течение 20 мин, а
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супернатант экстрагировали смесью фенол‒хло-
роформ‒изоамиловый спирт (25 : 24 : 1) с после-
дующим осаждением этанолом. Выделенную
ДНК анализировали с помощью горизонтального
электрофореза в агарозном геле.

Клонирование и выделение белка. Ген rv3095,
кодирующий регуляторный белок MxyR (новое
обозначение введено на основании результатов
проведенного исследования), амплифицировали с
использованием праймеров MxyR_Fw и MxyR_Rv
(табл. S1, см. Приложение на сайте http://www.
molecbio.ru/downloads/2022/1/supp_Mauran_rus.pdf).
ПЦР проводили в объеме 25 мкл, содержащем
70 нг геномной ДНК, 10 мМ Трис-HCl (рН 8.8),
50 мМ KCl, 2 мМ MgCl2, 20 мкМ каждого dNTP,
20 мкМ праймеров и 2.5 единицы ДНК-полиме-
разы Taq (“Sigma”, США). Реакцию проводили в
следующем режиме: начальная денатурация при
95°C в течение 5 мин, затем 30 циклов, включаю-
щих денатурацию при 95°C в течение 1 мин, отжиг
при 55°С в течение 30 с и элонгацию при 72°C в те-
чение 1 мин; и в конце ‒ финальная элонгация в
течение 10 мин.

Амплифицированный продукт клонировали в
экспрессионный вектор pET28a c введением ги-
стидиновой метки (His-tag) на N-конец белка и
трансформировали в Escherichia coli TOP10F'. От-
сутствие ошибок в генетической конструкции
подтверждали секвенированием по Сэнгеру. Экс-
прессионный штамм E. coli BL21 (DE3) PlysS
трансформировали рекомбинантной плазмидой
для наработки белка. Ночную культуру разбавля-
ли в 500 раз и выращивали в 2 л среды LB (содер-
жащей 0.5 мкг/мл канамицина) до оптической
плотности 0.5 при длине волны 600 нм, соответ-
ствующей экспоненциальной фазе роста. Для ин-
дукции экспрессии добавляли 0.5 мМ изопропил-
β-D-1-тиогалактопиранозид (IPTG) и продолжа-
ли культивирование в течение 2 ч, после чего
охлаждали на льду в течение 20 мин. Бактериаль-
ные клетки собирали центрифугированием при
4500 g в течение 20 мин при 4°C и хранили при
‒80°C.

Для выделения целевого белка замороженную
биомассу оттаивали, ресуспендировали в буфере
для лизиса (LB): 20 мМ HEPES, pH 7.4, 50 мМ
KCl, 4.5% глицерин, 20 мМ имидазол, 0.15 мМ
PMSF, 10 мМ β-меркаптоэтанол ‒ и инкубирова-
ли с 0.5 мкг/мкл лизоцима в течение 1 ч при 4°C,
периодически встряхивая. Лизис останавливали
добавлением 0.05% Triton Х-100 в 500 мМ NaCl.
Полученную суспензию обрабатывали ультразву-
ком в течение 5 мин (импульс 10 с с интервалом
10 с) при 4°C, центрифугировали и супернатант
инкубировали с уравновешенными в LB гранула-
ми Ni-NTA при 4°C в течение 1 ч при встряхива-
нии; промывали тем же буфером и элюировали
целевой белок ступенчатым градиентом имидазо-

ла, начиная с 20 мМ до 1 М. Наиболее чистые
фракции собирали и проводили диализ против
буфера: 20 мМ HEPES, pH 7.4, 50 мМ KCl,
4.5% глицерин, 0.15 мМ PMSF, 10 мМ β-меркап-
тоэтанол ‒ до разведения 1 : 1000. Диализованный
очищенный белок доводили до концентрации
1 мг/мл с помощью концентраторов с отсечкой по
молекулярной массе (MWCO) (“Thermo Fisher
Scientific”, США). В наиболее чистых фракциях
содержание глицерина доводили до 20% (v/v) и
помещали их на хранение при ‒80°C.

Степень очистки выделенного белка анализи-
ровали электрофорезом в SDS-ПААГ с использо-
ванием бычьего сывороточного альбумина (BSA)
в качестве стандарта. Для количественного опре-
деления белка гель, окрашенный Coomassie Bril-
liant Blue, анализировали с помощью программ-
ного обеспечения ImageJ.

Сшивание белков. Олигомерное состояние бел-
ка определяли по образованию белок-белковых
сшивок в буфере, содержащем 20 мМ HEPES,
рН 6.0, и 50 мМ NaCl, в присутствии 0.00125%
глутаральдегида. Инкубацию проводили с белком
и комплексом белок‒ДНК в течение 2 мин, реак-
цию останавливали добавлением 1 М Трис-HCl
(pH 8.0) с последующим добавлением SDS-содер-
жащего буфера для нанесения образцов.

Влияние ДНК на олигомерное состояние
MxyR определяли по содержанию олигомера, об-
разующегося в результате обработки глутаральде-
гидом MxyR, предварительно проинкубированно-
го с операторной ДНК mxyO в концентрации 10, 50,
100 и 200 нМ.

Сдвиг электрофоретический подвижности. Меж-
генную область mxyO, которая, как предполагается,
является промоторной областью, амплифицирова-
ли с помощью ПЦР из геномной ДНК M. tubercu-
losis H37Rv с праймерами mxyO_Fw и mxyO_Rv
(табл. S1). ПЦР проводили в тех же условиях, ко-
торые описаны выше, за исключением стадии от-
жига, проводившейся при 58°C в течение 1 мин.
Амплифицированный продукт фрагмента ДНК
mxyO размером 81 п.н. очищали пассивной элю-
цией и/или электроэлюированием с последую-
щей экстракцией смесью фенол‒хлороформ и
осаждением этанолом.

Реакции связывания проводили в объеме 20 мкл,
где очищенный белок MxyR в возрастающих кон-
центрациях (4.66, 5.85, 7.26, 8.67, 13.88, 15.18 и
16.5 нМ) инкубировали с 9.5 нМ межгенной обла-
сти mxyO в буфере для связывания (20 мМ Тris-
HCl, pH 8.0, 0.06% Triton X-100, 1.5% глицерин)
при 25°C в течение 30 мин. Комплексы разделяли
в 12%-ном ПААГ в TAE-буфере (40 мМ Трис, 20 мМ
AcOH, 1 мМ EDTA, pH 8.3) при 7.5 В/см в течение
3 ч при 4°C. Продукты визуализировали в ультра-
фиолетовом свете после окрашивания геля SYBR
Green. Для количественного определения мате-
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риала в полосах, соответствующих свободной
ДНК и комплексам белок‒ДНК, использовали
программу ImageJ; полученные данные анали-
зировали и наносили на график с использова-
нием программы GraphPad Prism 7.00 и аппрок-
симировали по уравнению Хилла для специфи-
ческого связывания лигандов [29, 30]:

где  fmax ‒ максимальное число сайтов специфи-
ческого связывания при повышенных концен-
трациях; [MxyR] ‒ концентрация белка; Kd ‒ кон-
станта диссоциации в состоянии равновесия, а n ‒
коэффициент Хилла.

Специфичность связывания. Специфичность
взаимодействия между MxyR и его промоторной
областью mxyO определяли путем воздействия на
комплекс белок‒ДНК конкурентной ДНК в из-
быточных молярных концентрациях (0.72, 1.43,
2.87, 4.3, 5.74 и 7.17 нМ) по сравнению с mxyO. В
качестве конкурентной ДНК использовали ли-
нейную плазмиду pET28a.

Стехиометрия ДНК-белкового комплекса. Ана-
лиз сдвига электрофоретической подвижности
белка при связывании ДНК проводили в трех по-
вторах в вышеуказанных условиях при избыточ-
ных молярных концентрациях ДНК. Для количе-
ственного определения ДНК, как свободной, так
и в комплексе с белком, в полосах геля использо-
вали программу ImageJ [30]. Полученные данные
наносили на график зависимости процентного
содержания комплекса от соотношения концен-
траций MxyR в комплексе и в межгенной области
mxyO и анализировали с помощью GraphPad
Prism 7.00 [29]. Значение x на пересечении между
касательными к наклону и плато кривой исполь-
зовали для расчета стехиометрии комплекса
MxyR‒mxyO при насыщении.

Связывание MxyR с псевдопалиндромными после-
довательностями. На основании стехиометрических
результатов было предсказано четыре псевдопалин-
дромные последовательности в межгенной об-
ласти mxyO. Псевдопалиндромные последова-
тельности размером 19 п.н. предсказаны с ис-
пользованием алгоритма EMBOSS:Palindrome,
допускающего до 10 несовпадений для каждой
последовательности (http://emboss.bioinformatics.nl/
cgi-bin/emboss/palindrome). Олигомерные после-
довательности предсказанных связывающихся
псевдопалиндромов (табл. S1) были синтезиро-
ваны в компании “Intergrated DNA Technologies”
(США). Олигонуклеотиды растворяли в буфере для
отжига дуплексов, свободном от нуклеаз (100 мМ
KOAc, 30 мМ HEPES, pH 7.5). Равные молярные
количества прямой и обратной цепей каждого
псевдопалиндромного сайта смешивали и нагре-
вали до 94°C в течение 2 мин, после чего оставля-

=
+

max

d

[MxyR] ,
[MxyR]

n

n
ff

K

ли при комнатной температуре. Полученные
двухцепочечные палиндромы очищали электро-
элюцией. Значения сдвига электрофоретической
подвижности и константы диссоциации (Kd) рас-
считывали для каждого сайта отдельно, как указано
выше. Консенсусную операторную последователь-
ность длиной 19 п.н. сгенерировали из предсказан-
ных палиндромов с использованием программы
WebLogo 3.7 (http://weblogo.threeplusone.com/cre-
ate.cgi) [31].

Анализ in vitro связывания с предсказанными
природными лигандами. Присутствие предполага-
емого гена ксиланазы в опероне предполагает,
что ксилан или любые продукты деградации кси-
лана могут действовать как естественные лиганды
для комплекса белок‒ДНК. Две структурно раз-
ные молекулы ксилана: ксилан с боковыми груп-
пами арабинозы и глюкуроновой кислоты, экс-
трагированный из кукурузного початка (“Sisco”,
США), ксилан с 4-O-метил-глюкуроновой кис-
лотой, присоединенной к каждому 10 остатку
ксилозы, экстрагированный из букового дерева
(“Sigma”, США), ‒ а также мономер ксилана
D(+)-ксилозу, структурно отличающийся пентоз-
ный сахар D(‒)-арабинозу и гексозный сахар галак-
тозу тестировали против комплекса MxyR–mxyO.
Выбранные лиганды растворяли в 50 мМ Na-цит-
ратном буфере (pH 5.3) и инкубировали с MxyR,
который брали в концентрации, сравнимой с Kd
для комплекса MxyR–mxyO, в буфере, содержа-
щем 20 мM Трис-HCl (pH 8.0), 0.06% Triton X-100
и 1.5% глицерина, при 25°C в течение 30 мин.
Связывание с ДНК проводили в буфере, содержа-
щем 20 мМ Трис-HCl, pH 8.0, 50 мМ NaCl и 1.5%
глицерина, при 25°C в течение 30 мин. Реакцион-
ную смесь наносили на 12%-ный ПААГ гель в
TAE-буфере (pH 8.3) и разделяли при 7.5 В/см в
течение 3 ч при 4°C. Гель анализировали в ультра-
фиолетовом свете после окрашивания SYBR
Green.

Кроме того, исследована аттенуация комплек-
са ДНК‒белок продуктами расщепления араби-
ноксилана и глюкуроноксилана. Для этого ана-
лиза использовали внеклеточную ксиланазу из
Tricoderma virens. Фермент ксиланазу добавляли к
ксилану в буфере, содержащем Трис-HCl (pH 8.0),
и инкубировали при 37°C в течение ночи. Реак-
цию останавливали нагреванием при 70°C в тече-
ние 10 мин. Анализ связывания обработанных и
необработанных ксиланов проводили аналогич-
но описанному выше.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Структура генетического локуса

Ген rv3095 M. tuberculosis H37Rv кодирует тран-
скрипционный регулятор семейства MarR дли-
ной 158 аминокислотных остатков, который в
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этой работе упоминается как MxyR. Межгенная об-
ласть mxyO длиной 81 п.н. разделяет гены rv3095 и
rv3094c. Фланкирующие mxyO гены rv3095 и
rv3096 ориентированы в одном направлении, то-
гда как rv3092c, rv3093c и rv3094c ориентированы
в противоположном направлении (рис. 1). Меж-
генная область mxyO действует как общая промо-
торная, включающая регионы ‒35 и ‒10 дивер-
гентно ориентированных промоторов и предпола-
гаемые сайты связывания MxyR (рис. 1). Функцию
белков, кодируемых генами rv3094c и rv3096, опре-
деляли путем поиска гомологов (BLASTp). Можно
предположить, что гены rv3094c и rv3096 кодируют
гидролазу (84% идентичности при 100%-ном по-
крытии) и 1,4-β-ксиланазу (83% идентичности при
98%-ном охвате). Наиболее близкие гомологи с
охарактеризованной функцией обнаружены у не-
туберкулезной микобактерии M. kansasii.

Филогенетический анализ

Последовательности результатов поиска Protein
Blast (BLASTp) с более чем 60%-ным сходством бы-
ли выровнены с ClustalW, и филогенетическое дере-
во было построено по методу ближайших соседей.
Дерево было укоренено с помощью MarR Esche-
richia coli, при этом в качестве контроля использова-
ли хорошо охарактеризованный гомолог из Pseudo-
monas aeruginosa Q9I3B4. При выравнивании
MxyR с другими гомологами семейства MarR
выявлено, что ДНК-узнающие α-спирали есть
только в подмножестве гомологов, которое в ос-
новном включает MarR из видов микобактерий
(рис. 2a и 2б). Помимо микобактерий, большин-
ство других видов, которые, как предполагается,

кодируют гомолог MxyR, относится к актиноми-
цетам.

Структура MxyR смоделирована в программе
SWISS с использованием PA1607 в качестве шаб-
лона и подтверждена анализом с использованием
графика Рамачандрана (рис. 2в и рис. S1). По-
строение показывает, что большинство остатков
(91.5%) находится в предпочитаемой области и
смоделированная структура имеет большое число
параллельных β-листов и правосторонних α-спи-
ралей (рис. S1, см. Приложение на сайте http://
www.molecbio.ru/downloads/2022/1/supp_Mau-
ran_rus.pdf).

Мономерная форма моделируемой структу-
ры MxyR состоит из шести α-спиралей и четы-
рех β-листов в топологическом порядке: α1‒
α2‒α3‒α4‒β1‒β2‒α5‒α6‒β3‒β4 (рис. 2в). Спи-
рали α5 и α6 образуют длинную непрерывную
спираль. Антипараллельные β-листы между спи-
ралями α4 и α5 формируют мотив спираль-пово-
рот-спираль (wHTH), тогда как другие два β-ли-
ста, β3 и β4, принимают участие в димеризации
субъединиц. Димеризация в основном происхо-
дит через спирали α1, α2, α5 и α6 и стабилизирует-
ся ими, поскольку антипараллельное образование
длинной спирали α5 и α6 важно для образования
димера. Согласно структурному выравниванию
MxyR с PA1607, спираль α4 идентифицирована как
ДНК-узнающая, которая напрямую взаимодей-
ствует с операторной областью ДНК.

MxyR связывается с вышележащей
промоторной областью mxyO

Для исследования связывания MxyR с mxyO
ген rv3095, кодирующий MxyR, клонировали в

Рис. 1. Генетическая организация области, прилегающей к mxyO и содержащей предполагаемые сайты связывания
MxyR. Стрелками показаны точки старта и направления транскрипции. MxyR, 1,4-β-ксиланаза, гидролаза, оксидоре-
дуктаза и ABC-транспортер кодируются генами rv3095, rv3096, rv3094c, rv3093c и rv3092c соответственно. Межгенный
участок mxyO длиной 81 п.о., разделяющий гены, кодирующие MxyR и гидролазу, действует как общая промоторная
область, включающая регионы ‒35 и ‒10, выделенные желтым и темно-синим цветом. Сайты начала транскрипции в
обоих направлениях показаны красными изогнутыми стрелками, тогда как начало ORF MxyR и гидролазы указаны го-
лубыми стрелками. Области промоторов и точки начала транскрипции предсказаны с помощью программы BPROM.

rv3092c rv3093c rv3094c rv3095
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ABC-транспортер Оксидоредуктаза Гидролаза MxyR 1,4-β-ксиланаза
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1. M. tuberculosis P9WMG3

α1 α2 α3 α4 β1 β2 α5 α6

2. M. canettii G0TGU6
3. M. kansasii A0A1V3XXB9
4. M. szulgai A0A1X2F768
5. M. riyadhense A0A1X2DBD1
6. M. lacus A0A1X1Y5R2
7. M. angelicum A0A1X0A2T2
8. M. gordonae A0A1A3K9F7
9. M. marinum A0A2Z5YBS4
10. M. ulcerans A0PTG5
11. M. asiaticum A0A1A3BCQ5
12. M. paragordonae A0A3B6U3G5
13. M. gastri A0A1X1VCN8
14. M. intermedium A0A1E3S466
15. M. conspicuum A0A1X13X16
16. M. kubicae A0A1X1XLF0
17. A. xylanica A0A1H3RP49
18. M. moriokaense A0A318HRQ5
19. K. buriramensis A0A3E0I6U6
20. A. saalfeldensis A0A1H8UDL0
21. M. flavescens A0A1E3RHL3
22. L. xinjiangensis A0A1H9WJA1
23. K. aridum A0A1W2BIC8
24. A. vancoresmycina R1I0G2
25. L. waywayandensis A0A1I6DGZ7
26. P. aeroginosa Q9I3B4
27. E. coli P27245
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Рис. 3. MxyR M. tuberculosis H37Rv преимущественно находится в виде димера. а ‒ Электрофоретический анализ очи-
щенного белка MxyR (дорожка 2). б ‒ Анализ обработанного глутаральдегидом очищенного MxyR: MxyR (2), обрабо-
танный глутаральдегидом MxyR (3). в ‒ Сшивание MxyR глутаральдегидом в присутствии mxyO: MxyR (концентрация
мономера 5 нМ) (2), ДНК mxyO (концентрация 200 нМ) (3), обработанный глутаральдегидом MxyR (4), обработанный
глутаральдегидом MxyR в присутствии 10 (5), 50 (6), 100 (7) и 200 (8) нМ mxyO. Везде на дорожку 1 нанесен маркер мо-
лекулярной массы белков.
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экспрессионный вектор pET28a. Штамм E. coli
BL21 (DE3) PlysS трансформировали рекомби-
нантной плазмидой и индуцировали сверхэкс-
прессию целевого белка, который затем удалось
очистить почти до гомогенного состояния (рис. 3а).
Олигомерную форму целевого белка анализирова-
ли через образованные глутаральдегидом сшивки
(рис. 3б). Показано, что MxyR (Mr мономера ~21 кДа)
образует димер (~42 кДа) в качестве основной
фракции. Влияние ДНК на олигомерное состояние
белка анализировали, используя увеличивающиеся
концентраций mxyO: 10 → 50 → 100 → 200 нМ –
против обработанного глутаральдегидом белка
(рис. 3в). Показано, что связывание с ДНК не
влияет на олигомерное состояние MxyR.

Связывание MxyR с областью mxyO исследо-
вали по сдвигу электрофоретической подвижно-
сти. Межгенная область вместе с дополнительны-
ми 23 и 24 основаниями фланкирующих генов ис-
пользована в качестве целевой ДНК mxyO (область
между 3463867 и 3463995). Анализ сдвига и стехио-
метрические расчеты показали, что при увеличении
концентрации белка образуется четыре комплекса
(рис. 4a и 4в). Графическую зависимость образо-
вания комплекса MxyR‒mxyO от концентрации
MxyR аппроксимировали по уравнению Хилла и

рассчитали константу диссоциации (Kd 5.01 ±
± 0.017 нМ) (рис. 4б). На положительную коопе-
ративность указывает коэффициент Хилла (n),
равный 2.8 ± 0.19. В результате анализа образова-
ния комплекса белок‒ДНК в присутствии увели-
чивающихся концентраций ДНК pET28a под-
тверждена специфичность связывания MxyR с
последовательностью mxyO (рис. 4г).

MxyR связывается с псевдопалиндромными 
последовательностями

Псевдопалиндромы ΨP1, ΨP2, ΨP3 и ΨP4
(рис. 5а) в межгенной области mxyO были иссле-
дованы на потенциальные сайты связывания
MxyR. В связи с тем, что MxyR ‒ регулятор тран-
скрипции типа MarR, было предсказано, что он
связывается с инвертированным повтором дли-
ной 19 п.н. в области между mxyR и геном, коди-
рующим гидролазу. Показано, что среди предска-
занных сайтов MxyR связывается с ΨP1, ΨP3 и
ΨP4, причем с высоким сродством к ΨP3 (Kd = 7.7 ±
± 1.08 нМ) (рис. 5б и 5в). Для псевдопалиндромов
ΨP1 и ΨP4 значения Kd были выше: 44.4 ± 1.48 нМ
и 37.0 ± 1.02 нМ соответственно. Псевдопалин-
дромы ΨP3 и ΨP4 перекрываются друг с другом

Рис. 2. Филогенетический анализ белка MxyR. а ‒ Выравнивание последовательностей MxyR M. tuberculosis и его го-
мологов. б ‒ Эволюционные отношения MxyR и регуляторов транскрипции, для которых выявлена тесная связь с
MxyR. Кластер, содержащий виды микобактерий, выделен синим цветом, MxyR ‒ красным. Дерево укоренено с по-
мощью MarR E. coli в качестве внешней группы. Для каждого гомолога приведено видовое название и идентификатор
записи в Uniprot. в ‒ Модель белка MxyR с выделением α-спиралей и β-листов. Каждый мономер (синий и серый) мо-
делируется цепью A и B PA1607. ДНК-связывающие домены обоих мономеров обозначены желтым цветом.
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одной парой оснований. Выровненные последо-
вательности использовали для создания консен-
сусной последовательности с помощью инстру-
мента WebLogo (рис. 5г). Рассматривая консен-
сусную последовательность, можно заметить ее
асимметричность с наличием нескольких высоко-
консервативных областей (G2T4G8 и G14C18A19).

Связывание углеводов

Присутствие предполагаемого гена ксиланазы
в исследованном кластере привело нас к исследо-
ванию промежуточных продуктов пути деграда-
ции ксилана в качестве потенциальных природ-
ных лигандов MxyR. Нами проанализировано два
структурно различных варианта ксилана: араби-
ноксилан и глюкуроноксилан, ‒ субстраты фер-
мента ксиланазы. Кроме того, в качестве контро-
лей использовали D-ксилозу как сахар-пентозу,
образующуюся после утилизации ксиланов кси-
ланазой; L-арабинозу как изомер D-ксилозы и
D-галактозу как сахар-гексозу. Два структурно

различных варианта ксилана происходят из двух
разных растительных источников. Так, ксилан с
боковыми группами 4-O-метилглюкуроновой
кислоты, присоединенной к каждому 10 остатку
ксилозы (далее: BW-ксилан), был получен из дву-
дольного растения бука, а ксилан с боковыми
группами арабинозы и глюкуроновой кислоты
(далее: CC-ксилан) был получен из однодольного
растения кукурузы (рис. 6а). Обнаружено, что
растворимость CC-ксилана выше, чем BW-кси-
лана. Среди протестированных углеводов только
BW-ксилан, L-арабиноза и D-галактоза ослабля-
ли связывание MxyR с ДНК (рис. 6б и 6в). Хотя
L-арабиноза в высоких концентрациях действует
как лиганд MxyR, содержащий L-арабинозу
CC-ксилан не “работает” ни в одной из исследо-
ванных концентраций. Оказалось, что комплекс
MxyR‒mxyO с самой высокой электрофоретиче-
ской подвижностью проявлял наибольшую ста-
бильность при добавлении лигандов, то есть об-
ладал наибольшей аффинностью связывания.
Мы также исследовали стабильность комплекса

Рис. 4. Связывание MxyR с ДНК mxyO. a ‒ Анализ сдвига электрофоретической подвижности MxyR с ДНК mxyO: сво-
бодная ДНК mxyO (1), продукты взаимодействия ДНК mxyO (9.5 нМ) с 4.66 (2), 5.85 (3), 7.26 (4), 8.67 (5), 13.88 (6), 15.18 (7)
и 16.5 (8) нМ белка MxyR. б ‒ Нормализованная концентрация комплекса MxyR‒mxyO как функция концентрации
MxyR (lg[MyxR]). Приведено стандартное отклонение (SD) по результатам трех независимых повторов. в ‒ Определе-
ние стехиометрии комплекса MxyR‒mxyO. График построен как зависимость образования комплекса в процентах от
соотношения концентраций белка MxyR и ДНК mxyO. г ‒ Анализ специфичности связывания MxyR с ДНК: только
ДНК mxyO (1); примерно 50% ДНК mxyO (5.01 нМ) находится в комплексе с MxyR (9.5 нМ) (2); к комплексу бе-
лок‒ДНК добавляли 0.72 (3), 1.43 (4), 2.87 (5), 4.3 (6), 5.74 (7) и 7.17 (8) нМ линейной ДНК pET28a в качестве потенци-
ального конкурентного ингибитора; только ДНК pET28a (9).
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MxyR‒mxyO в присутствии трех ксилоолигосаха-
ридов: ксилобиозы, ксилотриозы и ксилотетрао-
зы (рис. S2 и 6б). Среди них только ксилотетраоза
ослабляла связывание MxyR с ДНК (рис. 6б и 6в).
Наибольшее ослабление связывания MxyR с

ДНК наблюдали для BW-ксилана ‒ с IC50 22.74 ±
± 1.02 нг/мкл. Для других лигандов: L-арабино-
зы, D-галактозы и ксилотетраозы ‒ значения IC50
были гораздо выше: 360.8 ± 24.25, 2320 ± 96.97 и
1241 ± 35.24 нг/мкл соответственно (рис. 6в).

Рис. 5. Связывание MxyR с четырьмя псевдопалиндромными последовательностями. а ‒ Последовательность mxyO и
предполагаемые связываемые MxyR псевдопалиндромные последовательности ΨP1, ΨP2, ΨP3 и ΨP4. б ‒ Анализ
сдвига электрофоретической подвижности MxyR при взаимодействии с псевдопалиндромными последовательностя-
ми: свободная ДНК (1); к палиндромной ДНК добавляли белок MxyR в концентрации 15 (2), 30 (3), 60 (4), 100 (5), 200 (6)
или 300 (7) нМ. в ‒ Зависимость образования комплексов MxyR‒ДНК от lg[MxyR]. г ‒ Консенсусная последователь-
ность, с которой связывается MxyR. Высота букв оснований соответствует частоте встречаемости в каждой позиции.
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Рис. 6. Кинетика связывания MxyR с углеводами. a ‒ Структура ксилана кукурузного початка с боковыми группами ксило-
арабинозы и глюкуроновой кислоты (CC-ксилан) и ксилана бука с 4-O-метилглюкуроновой кислотой, присоединенной к
каждому 10 остатку ксилозы (BW-ксилан). б ‒ Влияние углеводов на комплекс MxyR‒mxyO: ДНК mxyO (1), примерно
50% ДНК mxyO находится в комплексе с MxyR (2), комплекс белок‒ДНК в присутствии возрастающих указанных концен-
траций углеводов. в ‒ Количественный анализ содержания комплекса MxyR‒mxyO в зависимости от концентрации лиганда.
Результаты представлены как среднее значение ± SD, рассчитанное на основании трех независимых экспериментов.
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Кроме того, мы исследовали аттенуацию ком-
плекса ДНК‒белок продуктами расщепления
ксилана. Для этого использовали внеклеточную
ксиланазу из Trichoderma virens. CC-ксилан ни в на-
тивной, ни в расщепленной формах не влиял на
стабильность комплекса, в то время как BW-ксилан
“срабатывал” в обеих формах (рис. 7a и 7б); при
этом нативный BW-ксилан в 6 раз эффективнее
дестабилизировал комплекс MxyR‒mxyO по
сравнению с обработанным ксиланазой препара-
том (IC50 22.5 ± 1.04 и 130.0 ± 6.09 нг/мкл соответ-
ственно).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Понимание регуляции экспрессии генов на
транскрипционном уровне имеет решающее зна-
чение для анализа метаболизма любого организ-

ма. Уже много исследований посвящено изуче-
нию транскрипционных факторов M. tuberculosis,
среди которых факторы семейства MarR привле-
кают большое внимание. Белки Rv1049 (MosR)
[16], Rv0880, Rv2887 [20, 32], Rv1404 [18] и Rv0678
[21] исследовали в аспекте их участия в ответе на
окислительный и кислотный стрессы, реакции на
воздействие лекарственных средств и глицерино-
вых эфиров жирных кислот. Однако на факторы
транскрипции семейства MarR, реагирующие на
углеводы, обращали внимание редко, поэтому
обнаружение их гомолога у M. tuberculosis было
неожиданным ‒ обычно их находят в сапрофитах
и патогенах растений [24, 26, 33]. Здесь интересу-
ющий кластер генов включает предполагаемый
ген ксиланазы, который может быть функцио-
нально неактивен по отношению к хозяину пато-
гена, человеку, в связи с отсутствием в его орга-

Рис.7. Влияние расщепленных и нативных ксиланов на стабильность комплекса MxyR‒mxyO. а ‒ Анализ сдвига элек-
трофоретической подвижности с расщепленными и нативными BW- и CC-ксиланами: ДНК mxyO (1), комплекс
MxyR‒mxyO в равновесных условиях (2), на остальные дорожки нанесены образцы комплекса MxyR‒mxyO в присут-
ствии возрастающих концентраций СС- или BW-ксилана. б ‒ Зависимость содержания комплекса MxyR‒mxyO от
концентрации нативного или обработанного ксиланазой BW-ксилана.
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низме субстрата ‒ ксилана. 1,4-β-ксиланаза участ-
вует в пути разложения ксилана и расщепляет его
до ксилозы и/или ксилоолигосахаридов [34]. При-
сутствие предполагаемого гена ксиланазы в генном
кластере предполагает, что на регуляцию тран-
скрипции этого кластера влияет ксилан и/или ин-
термедиаты, образующиеся при его деградации.

MxyR связывается с mxyO, который располо-
жен между собственным геном (rv3095) и геном
rv3094, кодирующим гидролазу, что позволяет
предположить, что на регуляцию транскрипции
может влиять связывание сигма-факторов с общей
промоторной областью. Динамическое связывание
MxyR с операторной областью может обеспечивать
базальный уровень экспрессии mxyR. Благодаря
оперонной структуре кластера, транскрипционная
регуляция может распространяться не только на
“собственную” экспрессию, но и на другие белки,
кодируемые генами этого кластера, включая
предполагаемый фермент ксиланазу. In vitro до-
бавление BW-ксилана к комплексу MxyR‒mxyO
значительно снижало его содержание. В клетке
ксилан действует как лиганд MxyR и ослабляет
его связывание с ДНК, что влияет на транскрип-
цию. В связи с тем, что связывание MxyR с про-
моторной областью может либо активировать,
либо супрессировать транскрипцию гена ксила-
назы, оно будет напрямую влиять на гомеостаз
уровня ксилана в клетке.

Хотя ксилан в большом количестве содержит-
ся в растительном материале как неотъемлемая
часть гемицеллюлозы, можно полагать, что M. tu-
berculosis не сталкивается с этим соединением в
больших количествах в течение своего жизненно-
го цикла. Возможно, что гипотетический ген кси-
ланазы происходит от предковых почвенных ми-
кобактерий. Филогенетический анализ выявил,
что большинство гомологов MxyR принадлежат
почвенным и другим бактериям окружающей
среды (рис. 2a и 2б). Гомологи MxyR в основном
связаны с условно-патогенными бактериями,
при полном сходстве с транскрипционным фак-
тором из M. canettii – вида, относящегося к ком-
плексу Mycobacterium tuberculosis, ‒ а также с не-
которыми другими нетуберкулезными бактерия-
ми, поражающими пациентов с ослабленным
иммунитетом. Хотя эти бактерии поражают ле-
гочную систему человека, некоторые из этих ви-
дов были первоначально обнаружены и выделены
из окружающей среды: M. szulgai и M. angelicum из
пресноводных источников и пресноводных рыб
[35, 36], M. marinum из морской воды и морских
рыб [37], M. conspicuum и M. moriokaense из почвы
[38, 39].

Помимо микобактерий, большинство других
видов, содержащих гомолог MxyR, относится к
актиномицетам, выделенными из почвы. Amyco-
laptosis vancoresmycina, Kutzneria buriramensis, A. xy-

lanica и A. saalfeldensis относятся к семейству
Pseudonocardiaceae. Это семейство актиномице-
тов имеет в составе клеточной стенки типа IV ме-
зо-диаминопимелиновую кислоту, арабинозу и
галактозу; MK-9(H4) в качестве основного мена-
хинона и отсутствие миколовых кислот [40–43].
Lechevalieria xinjiangensis и Lentzea waywayandensis,
принадлежащие к семейству Actinosynnemataceae,
также кодируют гомолог MxyR. Семейство Acti-
nosynnemataceae имеет состав клеточной стенки
типа III с мезо-диаминопимелиновой кислотой,
галактозой и маннозой или рамнозой [44, 45].
Почвенные бактерии A. saalfeldensis и A. xylanica
используют L-арабинозу, D-фруктозу, D-глюкозу
и D-ксилозу в качестве единственного источника
углерода [40–43]. Присутствие гомологов MxyR в
почвенных бактериях можно расценивать как
подтверждение гипотезы о том, что этот регуля-
тор пути деградации ксилана в M. tuberculosis, со-
хранился от предковых почвенных микобакте-
рий, поскольку организм хозяина (человека) не
продуцирует и не накапливает ксиланы в течение
жизни. Однако, по всей видимости, у M. tuberculo-
sis MxyR сохранился в активной форме для вы-
полнения той же и/или другой физиологической
функции.

В настоящее время нет сообщений о наличии у
человека ксилана, ксилозы или родственных со-
единений. Однако в капсуле M. tuberculosis обна-
ружены следовые количества ксилана [46]. При-
сутствие гена ксиланазы в патогене, который не
сталкивается с ксиланом, конечно, интригует.
Между тем гены, кодирующие предполагаемые
переносчики углеводов в M. tuberculosis, играют
важную роль в использовании углеводов в каче-
стве источника углерода только в течение первой
недели заражения. Благодаря наличию адаптив-
ной иммунной системы, этот организм может ис-
пользовать липиды в качестве основного источ-
ника углерода на последующих стадиях своего
инфекционного цикла [47]. Сапрофитные мико-
бактерии используют более широкий спектр уг-
леводов в качестве источника углерода и имеют
большое число систем утилизации углеводов, то-
гда как в M. tuberculosis найдено только пять из
них [44]. Однако эти углеводы не могут быть ис-
пользованы в качестве источника углерода, по-
скольку они являются структурными компонен-
тами клеточной оболочки микобактерий. Хотя
M. tuberculosis не имеет доступа к ксилозе в есте-
ственной среде, эта бактерия обладает способно-
стью синтезировать молекулы сахаров, которые
необходимы для формирования ее структуры
и/или физиологии, из других углеводов ‒ тех, ко-
торые могут быть ею усвоены [44]. Действитель-
но, большая часть компонентов клеточной обо-
лочки микобактерий синтезируется самим орга-
низмом [45, 48]. Следовательно, присутствие
ксилана в капсуле M. tuberculosis и синтез этой
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бактерией необходимых углеводов из других
усваиваемых ею сахаров позволяют говорить о
возможности ею и синтеза ксилана. Таким обра-
зом, мы предполагаем, что клетки M. tuberculosis
могут усваиваемые ими углеводы конвертировать
в ксилан.

Нами показано, что ксилан с 4-O-метил-глю-
куроновой кислотой, присоединенной к каждому
10 остатку ксилозы, действует как лиганд MxyR,
ослабляя его связывание с ДНК (рис. 6). Помимо
этого соединения, L-арабиноза и галактоза также
действуют как лиганды MxyR, но пути утилиза-
ции всех этих соединений M. tuberculosis неиз-
вестны. Есть собщения о значительном содержа-
нии производных арабинозы в оболочке мико-
бактериальных клеток в виде арабиноманнана в
капсуле и арабиногалактана, соединяющего ми-
коловые кислоты с клеточной стенкой [46, 49].

Остается немало вопросов на пути к полному
пониманию метаболизма M. tuberculosis. Выявле-
ние транскрипционных цепочек ‒ важнейшая за-
дача, и проведенное исследование вносит вклад в
понимание регуляторной функции необычных
для этого патогена углеводов

В итоге определена роль белка MxyR как регу-
лятора транскрипции из семейства MarR и иден-
тифицированы его природные лиганды. Кроме
того, изучен механизм регуляции экспрессии ге-
на ксиланазы M. tuberculosis, высказано предположе-
ние о его происхождении от предковых почвенных
бактерий. Исследованы природные лиганды MxyR,
а для углеводов, которые присутствуют в клеточной
стенке микобактерий: ксиланов с 4-O-метил-глюку-
роновой кислотой, присоединенной к каждому
10 остатку ксилозы, L-арабинозы и галактозы, ‒
выявлена способность ослаблять связывание
MxyR с ДНК, а значит их можно рассматривать
как потенциальные лиганды MxyR. Полученные
результаты ставят много вопросов и задают на-
правления дальнейших исследований по физио-
логии M. tuberculosis.

Работа поддержана Национальным исследова-
тельским советом Шри-Ланки (National Research
Council, Sri Lanka; Grant No: NRC 15-063).

Cтатья не содержит каких-либо исследований
с участием людей или животных в качестве объек-
тов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
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MxyR OF Mycobacterium tuberculosis RESPONDS TO XYLAN: AN UNUSUAL 
LIGAND FOR A MarR FAMILY TRANSCRIPTIONAL REGULATOR

S. Mauran1, N. T. Perera2, and I. C. Perera1, *
1 Synthetic Biology Laboratory, Department of Zoology and Environment Sciences, Faculty of Science,

University of Colombo, Colombo 03, 00700 Sri Lanka
2 Department of Chemistry, Faculty of Applied Sciences, University of Sri Jayewardenepura, Nugegoda, Sri Lanka

*e-mail: icperera@sci.cmb.ac.lk

Among the repertoire of MarR family transcriptional regulators in Mycobacterium tuberculosis, gene rv3095
(mxyR) encodes Mycobacterial Xylanase Regulator, MxyR. Gene mxyR is divergently oriented from a hydro-
lase (rv3094c), oxidoreductase (rv3093c) and an ABC transporter (rv3092c) and convergently oriented with
xylanase (rv3096). Xylanase is commonly used by plant pathogenic microbes where they degrade xylan, the
major component of hemicellulose. We have purified the transcriptional regulatory protein encoded by
rv3095 and its molecular interactions were studied in detail using electrophoretic mobility shift assay. MxyR inter-
acts with its upstream intergenic region mxyO with high specificity and at a dissociation constant of 5.01 ± 0.017 nM.
Notably, this binding is attenuated by specific carbohydrate ligands such as xylan, L-arabinose and D-galac-
tose with an IC50 values of 22.7 ± 1.02 ng/μL, 360.8 ± 24.25 ng/μL and 2320.0 ± 96.97 μg/μL, respectively.
Consequently, it is evident that this association changes the conformation of the DNA binding helix α4 making
the transcriptional regulator incompatible with binding to its cognate DNA, allowing xylanase and other
genes to be transcribed. This study establishes the natural ligands of MxyR of M. tuberculosis providing insight
on metabolic regulation of the carbohydrate, xylan.

Keywords: tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, transcriptional regulator, MxyR, DNA binding, carbo-
hydrate ligands, xylan



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


