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АНОТАЦІЯ 

Пащенко А. П. Температурна варіабельність експресії амілоїдів curli у 

генетично модифікованих штамах Escherichia coli. – Випускна 

кваліфікаційна робота бакалавра за спеціальністю 091 Біологія ОП «Біологія 

(високі технології)».  

У роботі проведено дослідження залежності експресії амілоїдів curli від 

температурних умов на проміжку 26-37°С та бімодальності експресії curli у 

колоніях штамів дикого типу, квадрупольного нокауту 

ΔpdeHΔdgcEΔpdeRΔdgcM та нокауту ∆rcsB бактерії Escherichia coli. 

Встановлено, що для усіх трьох штамів пік експресії виникає при 

температурі 28°С, після чого рівень експресії поступово знижується, аж до 

повного її припинення за температури 37°С. Бімодальність експресії curli має 

різні тенденції для кожного зі штамів, однак значне або повне зниження curli-

позитивних клітин спостерігається при 34°С. Отримані результати можуть 

бути використані для розробки нових моделей дослідження сигнальних 

шляхів утворення амілоїдів, пов’язаних з нейродегенеративними 

захворюваннями; покращення проникності бактеріальних векторів та вакцин; 

попередження рослинних бактеріальних захворювань; визначення передумов 

виникнення синдрому раптової дитячої смерті та боротьби з резистентністю 

бактеріальних штамів у навколишньому середовищі. 

Ключові слова: curli, біоплівки, експресія, бімодальність, нокаут, 
температура, сигнальний каскад.  
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ВСТУП 

Ріст резистентності бактерій, які існують як у природних середовищах, 

так і в організмах господарів, є вкрай інтенсивним. Механізми утворення 

резистентних штамів досі з’ясовуються, в той час як потенційна їх небезпека 

зростає погодинно. Однією з підстав резистентності є утворення бактеріями 

щільних асоціатів – біоплівок, так званих спільнот, які кардинально 

підвищують стійкість бактерій до несприятливих зовнішніх умов, зменшують 

чутливість до антибіотиків, фагоцитозу та дезінфікуючих компонентів. 

Одними з основних складових біоплівок є амілоїди curli («завитки»), 

вивчення яких почалося лише в 90-х роках 20 сторіччя, і є вкрай актуальним 

дотепер. Цікавим є й те, що лише частина клітин в колоніях експресують 

curli, тобто наявна бімодальність їх синтезу. Розуміння механізмів регуляції 

curli потенційно дозволить оперувати стабільністю біоплівки бактерій. Це 

дасть змогу розробляти нові антибактеріальні препарати та зробити крок у 

розуміння складного процесу переходу бактерій з рухомого стану до 

прикріплених спільнот.  

Об’єктами дослідження виступають три штами бактерій Escherichia 

coli, кожен з яких має флуоресцентну мітку для ідентифікації кількості 

амілоїду curli в цільовій культурі. Штам, названий в цій роботі як дикий тип, 

виступає контролем для визначення експресії амілоїдів та бімодальності 

культури, в той час як два інші штами мають видозміну в сигнальному 

каскаді контролю експресії curli й одночасно залежні від температурних 

умов. Наукова новизна роботи полягає в тому, що один зі штамів отриманий 

саме в Інституті наземної мікробіології ім. Макса Планка, і є революційним у 

своїй здатності регулювати сигнальний каскад curli. Поєднання цих 

характеристик дає широкий спектр для інтерпретації результатів. 

В цьому дослідженні використано ефективні методи ідентифікації 

амілоїдів curli. Plate reader зчитує флуоресценцію та оптичну густину, що дає 

змогу кількісно оцінити curli синтезовані в культурі. Проточний цитометр 
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надає опис зовнішньої структури кожної клітини в зразку культури та 

статистику відносно бімодальності фракцій клітин. 

Метою роботи є дослідження температурної залежності експресії curli 

та бімодальності біоплівок клітин генетично модифікованих штамів бактерій 

Escherichia coli. Для досягнення мети поставлено такі завдання: 

1. Підібрати оптимальні умови інкубації для реалізації температурного 

скринінгу; 

2. Виміряти оптичну густину та флуоресценцію штамів Wild Type, 

ΔpdeHΔdgcEΔpdeRΔdgcM та ∆rcsB при температурах від 26 до 

37°С; 

3. Проаналізувати бімодальність культур зазначених штамів за 

допомогою проточної цитометрії. 

Робота була виконана завдяки підтримці українських науковців 

професором, д.б.н. Віктором Суржиком та дослідницькою групою AG Sourjik 

в Інституті наземної мікробіології Макса Планка, Відділ системної та 

синтетичної мікробіології.  
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РОЗДІЛ 1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

1.1. Поняття біоплівок та актуальність поточних досліджень 

У природних умовах багато бактерій зустрічаються у вигляді 

асоційованих на поверхні спільнот, які називаються біоплівками [1–3]. 

Бактерії, що ростуть у вигляді біоплівки, розвивають значні фенотипові, 

біохімічні та морфологічні відмінності від своїх планктонних аналогів. Ця 

відмінна біохімічна та фенотипова поведінка відображає різні моделі 

експресії генів порівняно з планктонними клітинами [4, 5]. 

Escherichia coli є одним з найбільш досліджених організмів у світі, 

оскільки вивчення цієї бактерії, як універсального модельного обʼєкту, 

триває вже понад століття. Більшість робіт були спрямовані на дослідження 

E. coli вирощеної в лабораторних умовах, які в повній мірі не відтворюють її 

природне середовище. Зазвичай Escherichia coli є коменсалом, який мешкає в 

нижній кишці великої кількості тварин. За межами нижньої кишки E. coli 

може пристосовуватися та виживати в кардинально інших умовах довкілля. 

Формування біоплівки дозволяє бактерії виживати та навіть процвітати в 

умовах, які не підтримують зростання популяцій у планктонній формі. 

Escherichia coli може утворювати біоплівки практично скрізь: в сечовому 

міхурі під час інфекції сечових шляхів, на медичних пристроях та поза 

господарем на рослинах та в ґрунті. Зовнішня матриця E. coli складається 

головним чином з білкового полімеру, названого curli, та полісахариду – 

целюлози; вона сприяє прикріпленню до органічних та неорганічних 

поверхонь, стійкості до висихання, захисту від дії імунної системи господаря 

та антимікробних препаратів [6]. 

Curli, в свою чергу, демонструють пряму взаємодію з субстратом і 

формують міжбактеріальні пучки, забезпечуючи згуртовану та стабільну 

асоціацію клітин у біоплівці [7]. 

Розуміння регуляції експресії curli та її залежності від навколишніх 

умов є важливим для впливу на проблему резистентності бактерій, стійкості 
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біоплівок до знешкоджуючих агентів та вирішення проблеми поширення 

резистентних штамів у довкіллі й ураженому бактеріями організмі. 

1.2. Склад та характеристика біоплівок, їх роль в адаптації бактерій 

В огляді Hufnagel et al. (2015), досліджено явище формування 

біоплівки, яке може зробити бактерії більш адаптованими як в середовищі 

господаря, так і поза його організмом [8, 9]. Вчені визначають біоплівку як 

групу поверхнево-асоційованих бактерій, які оточені позаклітинним 

матриксом, що самостійно ними виробляється [10]. Позаклітинний матрикс 

E. coli містить головний білковий полімер, відомий як curli, а також 

вуглеводний полімер целюлозу [11–13]. Хоча curli та целюлоза є найбільш 

поширеними складовими біоплівки, позаклітинний матрикс E. coli також 

може містити пілі типу 1, джгутики, антиген 43, ДНК, β-1,6-N-

ацетилглюкозамін (β-1,6-GlcNAc), капсульний цукор і коланінову кислоту 

[14]. Багато штамів патогенної, екзогенної та комменсальної E. coli легко 

утворюють біоплівки в лабораторних умовах, тому є чудовими модельними 

організмами для досліджень даного процесу [15–19]. 

Біоплівки можуть забезпечити бактеріям вищу стійкість до різних 

впливів навколишнього середовища, таких як антибіотики, імунна система та 

хижаки. По-перше, позаклітинний матрикс фізично захищає бактерії, 

утворюючи бар'єр, який здатний протистояти напрузі зсуву, розпізнаванню 

та фагоцитозу імунними клітинами. По-друге, бактерії, які утворюють 

біоплівки, можуть збиратися в різні субпопуляції, які мають відмінні між 

собою фізіологічні характеристики [20, 21]. 

Розвиток субпопуляції може бути викликаний мутаціями, 

стохастичною експресією генів або хімічними градієнтами, які розвиваються 

під час формування біоплівки [22, 23]. Наприклад, бактерії на поверхні 

біоплівки піддаються впливу більшої кількості кисню, що стимулює більш 

високу швидкість аеробного дихання [24, 25]. 
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Метаболічні зміни часто збігаються зі стійкістю до різних стресів [26]. 

Спільнота біоплівок із кількома субпопуляціями, кожна з яких стійка до 

різних стресів, таким чином демонструє стійкість до ширшого діапазону 

тиску навколишнього середовища для спільноти біоплівок у цілому. 

1.3. Поняття curli та шляхи їх біогенезу 

Curli вперше були описані в 1989 році, коли Стаффан Нормарк і його 

колеги досліджували ізоляти бичачого маститу на здатність зв’язуватися з 

компонентами матриці клітин-господарів [32]. Автори помітили, що 

половина ізолятів зв’язувала фібронектин при вирощуванні в умовах, які 

сприяють утворенню curli. Електронна мікроскопія показала, що ізоляти, що 

зв’язують фібронектин, створюють волокнисті згорнуті поверхневі структури 

– curli. 

Волокна curli були першими описаними позаклітинними волокнами, 

які полімеризувалися за допомогою механізму нуклеації-преципітації, також 

відомого як система секреції типу VII [33–37]. Субодиниці волокон curli та 

механізм їх збірки кодуються на двох дивергентно транскрибованих 

оперонах, csgDEFG і csgBAC, які мають спільну міжгенну регуляторну 

область (рис. 1.1) [27]. Експресія цих оперонів регулюється сигма-фактором 

стаціонарної фази σS (RpoS) і таким чином активується під час входу в 

стаціонарну фазу росту [38–42]. Оперон csgBAC кодує головну та мінорну 

субодиниці curli, CsgA та CsgB відповідно. І CsgA, і CsgB секретуються через 

зовнішню мембрану. На поверхні клітини CsgB зв’язується із зовнішньою 

мембраною і створює матрицю, яка сприяє утворенню CsgA амілоїдної 

складки та утворенню асоційованих з клітиною curli-волокон (рис.1.1) [43]. 

Електронно-мікроскопічний аналіз привів до оцінки, що 30% клітин E. coli 

виробляють curli в умовах, що викликають завивання [44]. Мутант CsgB 

секретує розгорнутий CsgA, який може полімеризуватися на поверхні 

мутантної клітини CsgA у процесі, що називається «міжбактеріальною 



 
 

9 

комплементацією» [33, 35]. Субодиниці curli з E. coli можуть пересіватися та 

полімеризуватися в амілоїдні волокна in vitro [45]. 

CsgC є периплазматичним білком, який інгібує полімеризацію амілоїду 

CsgA при дуже низьких субстехіометричних співвідношеннях [46]. Коли 

CsgA не секретується належним чином на поверхню клітини, CsgC 

необхідний для утримання CsgA в неагрегованому стані, що забезпечує 

протеолітичну деградацію CsgA. 

 
Рис. 1.1 – Модель виробництва позаклітинного матриксу біоплівки [6]. 

 

Оперон csgDEFG кодує регулятор CsgD і три допоміжні білки збірки 

curli (рис. 1.1) [27]. CsgG утворює нонамерну пору у зовнішній мембрані, яка 

сприяє секреції curli (рис. 1.1) і має центральну пору розміром приблизно 2 

нм, яка охоплює зовнішню мембрану [47-49]. Під час збирання curli CsgG 

утворює дискретні точки, які асоціюються з двома іншими допоміжними 

білками curli, CsgE та CsgF (рис. 1.1) [47]. Електронно-мікроскопічний аналіз 

показав, що CsgG, CsgE та CsgF скупчуються навколо волокон curli [44]. 

Експресія csgD у E. coli та S. Typhimurium прямо чи опосередковано 

регулюється кількома клітинними факторами, які опосередковують відповіді 

на різноманітні зміни навколишнього середовища, включаючи як глобальні, 

так і специфічні регулятори транскрипції, малі регуляторні РНК та вторинні 

месенджери [50-53]. 
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Біогенез curli піддається жорсткій і складній регуляції; у E. coli 

амілоїди виробляються при температурах близько 30°C, низькій 

осмолярності та в стаціонарній фазі [27–29]. Експерименти in vitro 

показують, що curli за нормальних фізіологічних умов не експресуються в 

умовах ссавців-господарів (37°C, висока осмолярність). Електронно-

мікроскопічний аналіз показав, що всі зразки клітин E. coli, вирощені при 

25°C на чашках з агаром CFA (CampyFood agar), у середовищі CFA зі 

струшуванням або в статичному середовищі CFA, експресували curli (та рис. 

1.2, a, c та e). З іншого боку, коли клітини інкубували при 37°C, бактерії з 

біоплівки експресували curli лише після статичного росту (рис. 1.2, f), але не 

на чашках з агаром CFA або в середовищі CFA зі струшуванням (рис. 1.2, b і 

d) [30]. 

Ще одне дослідження White-Ziegler et al. (2008), показало, що при 

специфічних умовах вирощування та індикації, спостерігається значний 

сплеск експресії curli при 23°С. 

 
Рис. 1.2 – Електронні мікрофотографії негативно пофарбованої 

кишкової палички K-12 YMel. Бактерії вирощували на чашках з агаром CFA 

протягом 2 днів (a і b), у середовищі CFA зі струшуванням протягом ночі (c і 
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d) або в середовищі CFA в статичних умовах протягом 4 днів для утворення 

біоплівки (e і f). Масштабні смуги представляють 500 нм [30]. 

1.4. Сигнальні шляхи регуляції експресії curli та бімодальність культури 

Одним із ключових регуляторів csgD є фактор транскрипції MlrA [41, 

42, 55, 56]. Активність MlrA залежить від клітинних рівнів бактеріального 

вторинного месенджера біс-(3'-5')-циклічного димерного 

гуанозинмонофосфату (c-di-GMP), а в E. coli цей контроль, як відомо, 

опосередковується парою взаємодіючих ферментів - дигуанілатциклаза 

(DGC) і фосфодіестераза (PDE), DgcM і PdeR, які утворюють потрійний 

комплекс з MlrA (рис. 1.3) [40, 42, 57]. MlrA підтримується неактивним 

шляхом зв’язування з PdeR, і ця взаємодія послаблюється, коли останній стає 

активним як PDE, таким чином діючи як тригерний фермент [57, 58]. Цьому 

гальмуванню протидіє DgcM, який локально виробляє c-di-GMP для 

залучення PdeR, а також глобальний пул c-di-GMP. Окрім своєї 

ферментативної активності, DgcM також може активувати MlrA через пряму 

взаємодію з білками. Інша пара DGC-PDH, DgcE і PdeH, забезпечує 

глобальний регулятивний внесок у місцеве регулювання DgcM-PdeR-MlrA 

[40, 59]. 
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Рис. 1.3 – Сучасна модель регуляції експресії гена curli за допомогою c-

di-GMP в E. coli, адаптована з Serra & Hengge (2019) [60]. Регуляція 

здійснюється двома парами дигуанілатциклаз (DGC; синій) і фосфодіестераз 

(PDE; помаранчевий). PdeH і DgcE контролюють глобальний рівень c-di-

GMP, тоді як PdeR і DgcM опосередковують локальне c-di-GMP-залежне 

регулювання експресії гена curli шляхом контролю активності фактора 

транскрипції MlrA, який активує інший специфічний для curli фактор 

транскрипції CsgD [61]. 

 

Амілоїдні волокна Curli є основною складовою матриці позаклітинної 

біоплівки, утвореної бактеріями родини Enterobacteriaceae. У біоплівках 

Escherichia coli експресія гена curli обмежена субпопуляцією бактерій, що 

призводить до неоднорідності синтезу позаклітинного матриксу. Автори 

показують [61], що бімодальна активація експресії curli також відбувається в 

добре змішаних планктонних культурах E. coli, що призводить до 

стохастичної диференціації на окремі субпопуляції curli-позитивних і curli-

негативних клітин на вході в стаціонарну фазу росту. 

Попередні дослідження біоплівок макроколонії E. coli, сформованих на 

чашках з агаром, показали, що експресія curli відбувається у верхньому шарі 

колонії, але навіть у цьому шарі її експресія залишалася неоднорідною [15, 

20, 60]. Це вказує на взаємодію між глобальною регуляцією експресії гена 

curli завдяки градієнтам мікросередовища всередині біоплівок і властивою їм 

стохастичністю. Диференціація E. coli на окремі субпопуляції клітин, що 

експресують або не експресують curli, також спостерігалася в занурених 

біоплівках, утворених у рідких культурах, в результаті чого експресія curli 

була пов’язана з клітинною агрегацією [62]. Крім того, бі- або 

мультимодальність активності репортера csgD також спостерігалася на 

ранній стаціонарній фазі серед планктонних клітин S. Typhimurium [63, 64] та 

E. coli [60]. Враховуючи встановлену c-di-GMP-залежну регуляцію 

активності CsgD, було запропоновано, що бістабільна експресія curli 
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походить від тумблера, створеного взаємним інгібуванням між DgcM і PdeR, 

який може діяти як бістабільний перемикач [60, 65]. 

1.5. Позаклітинний матрикс Enterobacteriaceae у природніх господарів та 

повʼязані хвороби 

Незважаючи на те, що багато штамів E. coli експресують curli та 

целюлозу на максимальному рівні при 26°C, як це може бути поза межами 

хазяїна, обидва компоненти експресуються в середовищі хазяїна та 

відіграють важливу роль у коменсальних і хворобливих взаємодіях. E. coli 

при патологічних станах може експресувати CsgD, curli та целюлозу при 

37°C [41, 54].Уропатогенне утворення curli є частиною ранньої стадії 

колонізації сечового міхура на моделі миші [66]. Curli сприяють взаємодії з 

епітеліальними клітинами, і можуть пригнічувати полімеризацію 

антимікробного фактора LL-37, який відіграє важливу роль у захисті 

сечовивідних шляхів [67]. Неліковані уропатогенні інфекції можуть 

призвести до дисемінації та інфекцій кровотоку, також відомих як 

бактеріємія [68]. Цікаво, що уропатогенні штами, виділені від бактеріємічних 

пацієнтів, утворюють більше curli при 37°C, ніж уропатогенні штами, 

виділені від небактеріємічних пацієнтів [69]. Крім того, понад 50% ізолятів 

кишкової палички від пацієнтів із сепсисом утворюють curli при 37°C [70]. 

Зразки сироватки пацієнтів із сепсисом містили антитіла проти головної 

субодиниці curli, CsgA, тоді як у контрольних пацієнтів таких не було [70]. 

Оскільки curli та целюлоза експресуються клінічними ізолятами в умовах 

колонізації хазяїна, вкрай важливо зрозуміти, як ці компоненти матриці 

формують взаємодію хазяїн-патоген і молекулярні шляхи, які індукують їх 

виробництво в нелабораторних умовах. 

Окрім захворювання сечовивідних шляхів, більшість E. coli в організмі 

людини зберігається та асоціюється в нижніх відділах кишкового тракту, 

взаємодіючи з епітеліями кишечника та товстої кишки. Curli та целюлоза 

необхідні для належного прикріплення та «втирання» кишкової палички до 
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клітин раку товстої кишки та експлантатів товстої кишки великої рогатої 

худоби [71]. 

1.6. Позаклітинний матрикс Enterobacteriaceae за межами організму 

хазяїв 

Кишкова паличка також використовує біоплівки у своєму життєвому 

циклі поза господарем. Стратегія кишкових мікробів за межами хазяїна 

змінюється від росту та отримання поживних речовин до прикріпленого 

способу життя, аеробіозу та тривалого виживання [72]. Умови, пов’язані з 

життям за межами господаря, такі як низька температура, низький рівень 

глюкози та поживних речовин, а також окислювальний стрес, викликають 

утворення позаклітинного матриксу [15, 73–75]. Curli та целюлоза, як 

правило, спільно експресуються через їх взаємну залежність від регулятора 

транскрипції CsgD [12, 27, 38]. Експресія як волокон curli, так і целюлози у 

фракції позаклітинного матриксу ругозних біоплівок корелює зі стійкістю до 

H2O2 [15, 76]. Також не дивно, що клітини біоплівки, вкриті curli, більш 

захищені від хижаків, наприклад, від хижих бактерій Myxococcus xanthus 

[77]. На додачу, було виявлено, що curli та целюлоза виробляються 

екологічними ізолятами E. coli, Salmonella та Citrobacter koseri в 

середовищах, що імітують природніх господарів, таких як свинячий гній, 

продукти та м’ясо [77]. Середовище поза хазяїном провокує утворення curli 

та целюлози, які захищають Enterobacteriaceae від суворих умов. 

1.7. Цільові генетично модифіковані штами 

Хоча в типовому геномі E. coli міститься близько 4800 генів, лише 

приблизно 1700 з них є загальними (спільними) для кожного штаму E. coli 

[78]. У загальному випадку, пангеном E. coli складається з понад 15 000 генів 

[79]. Це свідчить про генетичну варіабельність різних ізольованих штамів E. 

coli та їх здатність до проліферації та виживання в різноманітних 

середовищах [80, 81]. 
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Як зазначалося вище, експресія curli залежить від регуляції за 

допомогою c-di-GMP та супутніх дигуанілатциклаз і фосфодіестераз. У 

дослідженні Lamprecht et al. (2022), [61] показано, що квадрупольний нокаут 

супутніх регуляторних генів ΔpdeHΔdgcEΔpdeRΔdgcM (також буде 

позначатися тут як NiBu), наявний в піддослідному штамі в Інституті 

наземної мікробіології імені Макса Планка, змінює експресію curli таким 

чином, що лише мала частина фракції клітин E. coli є curli-позитивною після 

інкубації при 30°C. З цієї причини, має сенс дослідити експресію curli, у 

штамі з її наднизьким рівнем, за більш широкого діапазону температур. 

Ще однією цільовою мішенню є білок RcsB (від «Regulator capsule 

synthesis B») є регулятором відповіді, який належить до багатокомпонентної 

системи фосфорелей RcsF/RcsC/RcsD/RcsA-RcsB [82–87] та і бере участь у 

регуляції синтезу капсули коланової кислоти, поділу клітин, 

периплазматичних білків, рухливості, утворення біоплівки та малої РНК [84, 

88–102]. Було виявлено, що сенсорна кіназа RcsC фосфорелея RcsB/CD 

контролює експресію csgD гена curli [103]; наступні дослідження також 

підтвердили, що RcsB помірно пригнічує оперон csgDEFG та сильно 

пригнічує csgBA оперон. Білки RcsB–RcsA є хорошими кандидатами для 

контролю експресії гена curli у відповідь на зміни клітинної оболонки [100]. 

Гени fts поділу клітини [94], осморегульований ген osmC і rprA, що 

кодує малу РНК, яка стимулює трансляцію сигма-фактора RpoS загальної 

реакції на стрес [104, 105], також контролюються RcsB, але незалежно від 

RcsA. 

Трансляція сигма-фактора стаціонарної фази RpoS (або 𝜎𝑆) 

стимулюється принаймні двома малими РНК, DsrA та RprA. На додачу, 

YcgZ, ymgA та ymgB знаходяться під контролем RpoS, як фактора загального 

стресу. Сигнальний каскад, що умовно починається з RpoS фактору та 

проходить через контрольовану невелику регуляторну білкову мережу, 

звʼязує RpoS та вищезазначений RcsB білок, який, в свою чергу, контролює 

експресію curli разом з c-di-GMP (рис. 1.4). У дослідженні Rudenko et al. 
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(2019) [106], зазначається, що рівень білку RpoS варіюється в залежності від 

температурних умов, а саме диференціально регулюється при 37°C і 42°C, з 

тенденцією до зниження рівня білку при підвищенні температури. В той же 

час, у дослідженні Tschowri et al. (2009) [107], вказано, що 𝜎𝑆 фактор 

накопичується при несприятливих умовах середовища бактерій, включаючи 

низьку температуру. Отже, доцільно дослідити штам бактерій з нокаутом 

гену білка родини фосфорелей Rcs, які є звʼязуючою ланкою між відомо 

температуро-залежним RpoS та експресією curli. 

 
Рис. 1.4 – Модель для YcgF/YcgE-контрольованої малої регуляторної 

білкової мережі. Інактивація YcgE призводить до індукції восьми малих 

білків (YcgZ, YmgA, YmgB, YmgC, YliL, YnaK, Bdm і YbgS). Експресія 

малих білкових генів bdm і ybgS активується YmgB. Ген bdm є відомим 

членом регулону RcsB; як YmgB впливає на ген ybgS, ще не з’ясовано (тому 

ybgS не включено на малюнок). Кілька сигналів інтегруються шляхом 

YcgF/YcgE: синє світло впливає на активність білка YcgF; низька 

температура індукує експресію YcgF, YcgE та 𝜎𝑆 [107].  
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РОЗДІЛ 2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ 

2.1. Цільові штами культур бактерій 

Усі штами та плазміди, використані в цьому дослідженні, перераховані 

в таблиці 2.1. Похідне Escherichia coli W3110 csgA::csgA_RBS_sfgfp [20], яке 

було сконструйовано для кодування хромосомного транскрипційного 

репортера sfGFP нижче гена csgA [62] (VS1146), було використано як штам 

дикого типу (буде позначатися в цій роботі як WT). Генні делеції отримували 

за допомогою фагової трансдукції P1 з використанням штамів колекції Keio 

[108] як донорів, а касету стійкості до канаміцину видаляли за допомогою 

рекомбінази FLP [109]. 

Штами WT ΔrcsB та WT ΔpdeHΔdgcEΔpdeRΔdgcM (далі буде 

позначатися як NiBu) взяті з колекції штамів Інституту наземної 

мікробіології ім. Макса Планка, де їх і було виведено. 

Таблиця 2.1 – Штами Escherichia coli, використані у цій дослідницькій 

роботі. 

№ Штам 
Альтернативна 

назва 
Релевантний генотип 

1 VS1146 Wild Type (WT) W3110 csgA::csgA_RBS_sfgfp 

2 - ΔrcsB VS1146 ΔrcsB 

3 VS1729 NiBu VS1146 ΔpdeHΔdgcEΔpdeRΔdgcM 

 

2.2. Отримання початкової культури на чашках Петрі 

Для того, щоб отримати колонії чистої культури кожного зі штамів, 

музейний зразок був висіяний на чашки Петрі із середовищем лізогенного 

бульйону (LB) (10 г триптону, 10 г NaCl і 5 г дріжджового екстракту на літр) 

методом штриха. Бактерії інкубувалися протягом 48 годин при температурі 

37ºС. Після закінчення інкубації чашки зберігалися в холодильнику при 

температурі ~ - 4ºС протягом 1 місяця, після чого виконувався пересів, 

потрібний для збереження життєздатності культури. 
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2.3. Умови інкубації планктонних культур 

Планктонні культури Escherichia coli вирощували в середовищі 

триптонного бульйону (TB) (10 г триптону, 5 г NaCl на літр). Культури були 

вирощені вночі (overnight cultures) протягом 22 годин. Для того щоб почати 

синтезувати curli, культура Escherichia coli має увійти в стаціонарну фазу. 

Експериментально показано, що 22 години є оптимальним часом для виходу 

культури на плато, і при цьому не є занадто довгим часом очікування 

результатів та використання інкубатору. 

Оскільки в літературних джерелах вказано, що оптимальною для 

експресії curli цільовою культурою, є температура в околі 30ºС, а при 37ºС 

синтез остаточно припиняється (у непатогенних штамів), для моніторингу 

було обрано такі температурні точки: 26 ºС, 28 ºС, 30 ºС, 32 ºС, 34 ºС, 37 ºС. 

Найнижча температура 26ºС обрана таким чином, щоб за даних умов 

інкубації культура могла дорости до достатнього рівня, потрібного для 

коректної ідентифікації її оптичної густини (OD), та, відповідно, 

флуоресценції. 

Усі штами бактерій були вирощені у 100 мл колбах за однакових умов 

у ротаційному шейкері-інкубаторі при 200 об/хв. 

2.3.1. Планктонна накопичувальна культура 

Кожен зі штамів WT, WT ∆rcsB та NiBu був узятий для утворення 

культури накопичення. Колонія з чашки Петрі була внесена у 5 мл 

триптонного бульйону (TB) та інкубувалася у 100 мл колбах протягом 22 

годин у ротаційному шейкері-інкубаторі при 200 об/хв та температурі 30 ºС. 

2.3.2. Планктонна цільова культура 

З добре перемішаної накопичувальної культури було відібрано 50 мкл 

та внесено у 5 мл триптонного бульйону (TB) для кожного штаму відповідно 

(розведення 1:100). Процедуру повторили 3 рази, так щоб в результаті було 

отримано по 3 колби на кожен штам E. coli. Повтори необхідні для 
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вдосконалення статистики та уникнення випадкових похибок. Умови 

інкубації аналогічні до пункту 2.3.1., за виключенням температури. 

Експеримент із дев’ятьма колбами послідовно повторювали при 

температурах 26 ºС, 28 ºС, 30 ºС, 32 ºС, 34 ºС та 37 ºС. 

2.4. Підготовка культури до скринінгу 

Після 22 годин інкубації, цільові культури були розведені у 

співвідношенні 1:2. З добре перемішаної проби відбиралося 4 мл, стільки ж 

було додано свіжого триптонного бульйону (TB); процедура повторювалася 

для кожного зі штамів. Після цього отриману суспензію миттєво розливали у 

48-лункові планшети Greiner 48 Flat Bottom Transparent Polystyrene, для 

уникнення осідання клітин та рівномірної їх кількості у пробах. Обʼєм 

суспензії у кожній лунці 500 мкл. Розлив кожного зі штамів проводили за 

схемою, наведеною на рис. 2. 1. 
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Рис. 2.1 – Схема розливу цільової культури у 48-лунковий планшет, де blank 

– свіжий TB без культури бактерій, flask – колба-реплікат з відповідним 

номером, sample – послідовно відібраний зразок з відповідної колби [112]. 

 

Бокові лунки заповнювалися чистим середовищем TB без бактерій, яке 

виступало в ролі негативного контролю. Схема виконана таким чином, аби 

уникнути випадкових розкидів значень, що можуть бути спровоковані 

швидким осіданням культури, похибкою приладу зчитування або 

характеристиками матеріалу мікропланшету. 

Аналогічно зразки розливали для культур, вирощених за усіх 

досліджуваних температур. 

2.5. Ідентифікація оптичної густини та експресії curli 

Для ідентифікації оптичної густини та експресії curli використовувався 

плейт рідер Tecan Infinite® M Nano+, dual-mode microplate reader (рис. 2.1). 

Використовуючи оптику на основі монохроматора, цей інструмент ідеально 

підходить для різноманітних застосувань, включаючи робочі процеси 

геноміки і може зчитувати флуоресценцію із хвилями 280 нм - 850 нм. Білок 

GFP, що і має ідентифікуватися, може збуджуватися лазерною лінією 488 нм 

і оптимально виявляється при 510 нм [110]. 
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Рис. 2.1. Зовнішній вигляд Tecan Infinite® M Nano+, dual-mode microplate 

reader [111] 

 

Вимірювалася оптична густина культури (OD – Optical Density) та 

флуоресценція (F – fluorescence), враховуючи що білок GFP, який виступає в 

ролі флуоресцентної мітки, приєднаної нижче гена csgA для ідентифікації 

експресії curli, може збуджуватися лазерною лінією 488 нм. Параметри 

зчитування для кількісної оцінки експресії амілоїдів наведені нижче у 

таблиці 2.2. 

Таблиця 2.2 – Налаштування зчитування OD та F плейт-рідером Tecan 

Infinite® M Nano+. 

Параметр Оптична густина (OD) Флуоресценція (F) 

Режим Absorbance Fluorescence 

Довжина 

хвилі 
600 нм 

Збудження – 488 нм, 

випромінювання – 522 нм 

Пропускна 

здатність 
9 нм 

Збудження – 9 нм, 

випромінювання – 20 нм 

Посилення - 100 

Кількість 

спалахів 
25 10 

Час інтеграції - 20 мкс 

Час затримки - 0 мкс 

Загальний час 

зчитування 
20 мс 50 мс 

 

2.6. Ідентифікація експресії curli та бімодальності клітин культури 

Експресія curli та бімодальність клітин культури E. coli вимірювалася 

за допомогою проточного цитофлуориметра BD LSRFortessa Sorp cell 

analyzer (BD Biosciences, Germany). 
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У пробірці, до 2 мл дистильованої води додавалося 70 мкл проби 

культури, попередньо розведеної в TB у 2 рази, згідно методики, описаної у 

пункті 2.4. Зразки відповідних штамів інтенсивно перемішували протягом 1-2 

хвилин та негайно піддавали проточному цитометричному аналізу з 

використанням 488-нм лазера. Активне довготривале перемішування було 

необхідне для того, щоб розбити агрегати бактерій, що могли бути утворені 

впродовж пробопідготовки. У кожному експерименті аналізували 50 000 

окремих клітин. 

У ході дослідження вимірювалися такі параметри, як бічне розсіяне 

світло (SSC) пропорційне зернистості клітини або внутрішній складності та 

світло, розсіяне вперед (FSC) пропорційне площі або розміру поверхні 

клітини. FSC забезпечує відповідний метод виявлення частинок, розмір яких 

перевищує заданий. SSC – це вимірювання переважно заломленого та 

відбитого світла, яке виникає на будь-якій поверхні розділу всередині 

комірки, де відбувається зміна показника заломлення. Корельовані 

вимірювання FSC і SSC можуть дозволити диференціювати типи клітин у 

гетерогенній популяції клітин, що і необхідно для вимірювання 

бімодальності експресії curli. 

Результати проточної цитометрії оброблялися за допомогою 

програмного забезпечення BD FACSDiva™.  
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РОЗДІЛ 3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІЖДЕНЬ ТА ОБГОВОРЕННЯ 

3.1. Інтенсивність експресії curli в залежності від температурних умов 

В ході дослідження були отримані результати, що наведені в 

таблиці 3.1. 

Таблиця 3.1 – Результати вимірювання оптичної густини та флуоресценції. 

Значення флуоресценції нормалізоване на оптичну густину, враховуючи 

стандартне відхилення. Усі значення наведені в умовних одиницях. Зліва 

наведені номери колб-реплікатів та температура інкубації. 
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Результати вимірювання флуоресценції були нормалізовані (F/OD) на 

значення оптичної густини. Ця процедура потрібна для уникнення 

помилкової інтерпретації результатів через варіабельність росту культури 

при різних температурах. З таблиці видно, що при 26ºС культура росте 

найменш інтенсивно, проте зі збільшенням температури прогресивна 

лінійність не обовʼязково має зберігатися. Це залежить від багатьох факторів, 

зокрема кількості клітин відібраних з колонії для створення культури 

накопичення; терміну зберігання культури; чашки Петрі, з якої відібраний 

зразок та багатьох інших. 

Окремо було виміряно штучну флуоресценцію та оптичну густину в 

чистому TB та незаповнених пластикових лунках. Нормалізоване значення 

F/OD варіювалося від 250 до 800 у. о. відповідно. 

Крайні точки 37ºС для NiBu та 26ºС для ∆rcsB навмисне не брали 

участь у дослідженнях, адже в першому варіанті, для NiBu, curli перестали 

експресуватися уже при 34ºС, отже використання подальших інкубаційних 

умов не вимагалося. У другому випадку, клітини штаму ∆rcsB при 

температурі 28°С мали більше curli-позитивних клітин, ніж дикий тип при 

будь-яких протестованих температурах. З таблиці видно, що при температурі 

26ºС ріст культури йде на спад, тому для штаму ∆rcsB очікувалася аналогічна 

ситуація, яка не представляє цікавості для визначення максимального рівня 

експресії. 

Для більш наглядної візуалізації отриманих даних побудовано графік, 

наведений на рис. 3.1. 
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Рис. 3.1 – Візуалізація даних, отримана під час вимірювання температурної 

варіабельності експресії curli за допомогою плейт-рідера Tecan Infinite® M 

Nano+. Вертикальна вісь позначає відношення флуоресценції нормалізоване 

на оптичну густину розбавленої вдвічі культури E. coli. На горизонтальній 

осі представлені температури в межах від 26 до 37 градусів Цельсія. 

Точками, квадратами та трикутниками на графіку показані значення для 

штамів дикого типу (WT), квадрупольного нокауту NiBu та нокаутного ∆rcsB 

бактерії Escherichia coli. 

 

Рис. 3.1. містить графік варіабельності експресії curli в залежності від 

температури. Як і очікувалося, при температурі 26ºС для штамів Wild Type та 

NiBu нарощування маси клітин Escherichia coli відбувається гірше, ніж при 

наступному значенні 28ºС. Слабкий ріст бактерій не є гарною передумовою 

для дослідження експресії амілоїда, тому більш низькі температури не брали 

участь у дослідженні, а значення експресії при 26ºС умовно вважається 

достовірним. 

При температурі 28ºС в усіх штамах спостерігається максимум 

експресії curli. Штам NiBu, що має квадрупольний нокаут дигуанілатциклаз 

та фосфодіестераз, які мають прямий вплив на сигнальний каскад експресії 

curli. Згідно попередніх випробувань інкубації штамів, проведених в 



 
 

26 

Інституті наземної мікробіології імені Макса Планка, штам проявляє сильно 

знижену схильність до експресії curli. Це підтверджується результатами, які 

видно на рис. 3.1. Максимальне значення F/OD для цього штаму є близьким 

до 6000 у. о., в той час як у контрольного дикого типу (WT) експресія майже 

у 2,7 разів інтенсивніша. 

Штам ∆rcsB має найбільш інтенсивну експресію curli, серед трьох 

досліджуваних штамів, як у піковій точці (28ºС), так і за результатами усіх 

подальших умов інкубацій. При цьому, якщо в WT та NiBu при температурі 

34ºС практично перестають експресувати curli, то у штаму ∆rcsB досі 

спостерігається неабияка активність, зі значеннями F/OD >2000 у. о. 

Збільшення експресії curli у штамі ∆rcsB також проявлялося у попередніх 

дослідженнях проведених в Інституті наземної мікробіології ім. Макса 

Планка. 

Загальна картина, яку можна спостерігати на рис. 3.1. є доволі схожою 

для WT, NiBu та ∆rcsB. Починаючи з 28ºС відбувається стрімка регресія 

експресії curli. Як і описано в літературі, при температурі 37ºС усі штами 

повністю припиняють синтез амілоїда, хоча для штамів WT та NiBu уже й 

при 34ºС спостерігається майже повна відсутність експресії. 

На противагу більшості літературних даних, які зазначають, що 30°С 

це найоптимальніші умови для експресії curli, теперішнє дослідження 

показало, що пік експресії відбувається при 28°С. 

3.2. Бімодальність культури при досліджуваних температурах 

В ході дослідження бімодальності експресії curli методом проточної 

цитометрії в пробах цільових культур, отримано результати, які детально 

представлені в додатках 1-16. Для поверхневого ознайомлення з отриманими 

даними, піки інтенсивності експресії для кожного зі штамів виведено на рис. 

3.2. Гістограма дозволяє переглядати один параметр у порівнянні з кількістю 

подій. 
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Рис. 3.2 – Значення, отримані після вимірювання методом проточної 

цитометрії експресії гена curli в культурах E. coli, вирощених протягом ночі в 

колбах в орбітальному шейкері. Значення показано для дикого типу (WT) 

(перша колонка), штаму із квадрупольним нокаутом 

ΔpdeHΔdgcEΔpdeRΔdgcM (NiBu) (друга колонка) та штаму із нокаутом ∆rcsB 

(третя колонка) в межах від 26°С до 37°С відповідно, за винятком температур 

37°С для NiBu та 26°С для ∆rcsB. На вертикальній осі позначена кількість 
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подій (count of events) – кількість клітин, що відповідає конкретному 

значенню на горизонтальній осі. На горизонтальній осі відображена 

флуоресценція бактерій, які можна умовно поділити на дві популяції (curli-

негативні та curli-позитивні клітини) згідно характеристики їх поверхні. 

 

Підмножину даних можна визначити через ворота (gate). Ворота – це 

числова або графічна межа, яка може бути використана для визначення 

характеристик частинок для подальшого аналізу. Виходячи з FSC або розміру 

клітини, можна встановити gate на графіку FSC проти SSC, щоб дозволити 

аналізувати лише клітини заданого розміру. 

В ході цього дослідження, були встановлені ворота P1 та P2, де P1 

позначає межу для бактеріальних клітин шуканого розміру, а P2 – це 

агрегати клітин, що в даному випадку не мають перевищувати 1-1,5% від 

загальної кількості клітин (див. додаток 1). Ці агрегати не враховуються під 

час розрахунку результатів експресії, адже вони є показником того, що 

культура не коагулювала, а отже, показником якості досліджуваної проби. 

Графіки, наведені на рис. 3.2 підтверджують результати, отримані під 

час вимірювань експресії curli плейт-рідером. При цьому, стає можливим 

дослідити бімодальність експресії curli в культурі, розділивши її на 

субпопуляції curli-позитивних бактерій (піки від 103 до 104) та curli-

негативних бактерій (піки від 0 до 102). 

У випадку штаму дикого типу (WT) в межах від 26°С до 32°С 

субпопуляція curli-позитивних клітин перевищує кількість curli-негативних 

клітин у 2,5 рази та більше. На проміжку з 32°С до 34°С відбувається різке 

зниження кількості curli-позитивних клітин – це говорить про те, що умови 

інкубації починаючи вже з температури 34°С не є оптимальними для 

експресії curli. 

У випадку штаму з квадрупольним нокаутом ΔpdeHΔdgcEΔpdeRΔdgcM 

(NiBu), лише при температурах 26°С та 28°С кількість curli-позитивних 
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клітин перевищує curli-негативні приблизно в 1,3 рази. Починаючи з 

температури 30°С відбувається спад експресії, а при 32°С флуоресценція і 

зовсім має залишковий характер. 

Для штаму ∆rcsB при температурі 28°С спостерігається найбільше з 

досліджених в усіх штамах співвідношення позитивних до негативних 

клітин, а експресія curli на досить високому рівні спостерігається аж до 

температури 34°С. 

Маючи три незалежні один від одного штами, що відображають різні 

властивості експресії curli, яку умовно можна поділити на низьку (для NiBu), 

стандартну або середню (для WT) та високу (для ∆rcsB), можна відзначити 

декілька тенденцій.  

По-перше, для усіх трьох штамів очевидним чином експресія є 

найбільш інтенсивною в межах 26°С – 32°С. На відміну від більшості 

літературних даних, було визначено, що пік експресії наступає при 

температурі 28°С, а не 30°С. По-друге, було підтверджено, що в незалежності 

від штаму, експресія різко закінчується при 37°С – ця температура працює як 

своєрідний перемикач, вимикаючи експресію навіть у найбільш 

продуктивних при 34°С штамів (в даному випадку ∆rcsB). По-третє, досить 

важливим є те, що ми не можемо виділити спільну поведінку синтезу 

амілоїду curli у різних штамів за умов варіації температури. Кожен штам є 

особливим за своїми характеристиками початку та закінчення експресії curli, 

хоча й має спільну з іншими пікову точку експресії. 

3.3. Застосування отриманих даних та дискусія 

Практичне застосування отриманих результатів щодо експресії curli та 

бімодальності культури є досить широким. Наприклад, утворення амілоїдних 

волокон відповідає за кілька захворювань людини, включаючи хвороби 

Альцгеймера, Хантінгтона та пріонові хвороби, хоча процес утворення 

амілоїду in vivo недостатньо вивчений [114]. Curli, інкубовані у мутантному 

штамі зі збільшеною експресією (в даному дослідженні це штам ∆rcsB, проте 
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допускаються інші штами, нокаутовані гени яких залучені до сигнального 

каскаду регуляції експресії curli) забезпечує унікальну систему для вивчення 

макромолекулярної збірки в бактеріях і формування амілоїдних волокон in 

vivo. Підбір оптимальних умов інкубації для збільшення загального числа 

curli-позитивних клітин у колонії дозволить зробити Escherichia coli кращим 

модельним об’єктом для дослідження патологічних станів. 

За даними літературних джерел, мутації в області промотора csgD 

можуть призвести до експресії curli при 37°C [115-117]. Крім того, багато 

клінічних ізолятів експресують curli при 37°C. Актуальною ідеєю для 

подальших досліджень є моніторинг експресії curli у ширшого спектру 

бактеріальних ізолятів та збільшення діапазону досліджень для нокаутних 

штамів, задіяних у сигнальному шляху як експресії curli, так і біоплівок 

загалом. 

Curli зв'язуються з багатьма білками господарів. Вважається, що багато 

білків, з якими взаємодіють curli, сприяють поширенню бактерій через 

хазяїна [118]. Curli зв'язуються з ферментом плазміногеном, що руйнує 

тканини. Плазміноген є сериновою протеазою, яка руйнує фібрин і м’які 

тканини і повинна бути активована з його проферментної форми [119]. 

Активуючи плазміноген, curli-позитивні бактерії можуть отримати перевагу 

всередині господаря, оскільки цей фермент руйнує м’які тканини, що 

дозволить бактеріям отримати доступ до глибших тканин. Завдяки 

збільшенню кількості curli у цільових штамах бактерій та покращенню їх 

проникності у тканини пацієнта, можливе застосування нокаутних штамів 

Escherichia coli як бактеріальних векторів, що глибоко проникають у тканини 

та органи, що зазнають лікування, винайдення альтернативних методів 

вакцинації, імунотерапії проти раку та місцевого введення 

імуномодулюючих цитокінів при запальних захворюваннях кишечника. У 

дослідженнях із сальмонелою, яка використовується як вектор, спрямований 

на пухлину, клінічні випробування на людях продемонстрували доказ 

принципу, але вони також підкреслили необхідність створення штамів зі 
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зниженою токсичністю та покращеними властивостями колонізації [113]. 

Саме curli-позитивні штами як модельні обʼєкти і є основними 

претендентами для покращення цих ознак. 

Curli-позитивні E. coli та Salmonella spp. приєднуються до різних 

еукаріотичних клітинних ліній краще, ніж негативні штами. Експресія генів 

curli у штамі K-12 E. coli, наприклад, призвела до вторгнення бактерій в 

клітини епітелію шийки матки (HeLa) людини [120]. Вторгнення ізолятів 

K12, що експресують curli, можна пригнічувати пептидами, які блокують 

утворення curli [121]. Механізм блокування експресії curli та кількісну оцінку 

зменшення їх синтезу також можна досліджувати з використанням методів та 

нокаутних штамів, використаних у цій дослідницькій роботі. 

Цікаво, що нещодавно було продемонстровано, що амілоїди curli 

можуть сприяти зв’язуванню з рослинними клітинами [122-124]. У деяких 

штамів curli максимально виражені при 26°C, температурі, при якій часто 

вирощують рослини. Досліджено, що штами E. coli K-12, які надмірно 

виробляють curli, приєднуються до паростків люцерни, але мутації в csgA або 

csgD не перешкоджають зв’язуванню E. coli 0157:H7 [123-124]. Це свідчить 

про те, що патогенні ізоляти кишкової палички мають кілька способів 

приєднання до рослинних клітин, тоді як ізоляти K-12 цього не роблять. 

Оскільки інфекції рослин виникають внаслідок зараження штамами E. 

coli 0157:H7 або S. enterica, розуміючи, як ці організми взаємодіють із 

рослинами, можна вжити заходів для блокування прикріплення. Не менш 

важливо, що завдяки дослідженню температурної варіації експресії curli у 

фітопатогенних штамів бактерій, можна незначним чином змінювати умови 

вирощування рослин. Таким чином, зміна температури культивації рослин на 

1-2°С не призведе до значного погіршення плодючості, але може значним 

чином знизити синтез curli і попередити ураження флори. Наведені 

результати також передбачають можливість селекції та генної модифікації 

культивованих рослин для їх пристосування до вирощування за більш 

високих температурних умов. 
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Повертаючись до впливу curli на організм пацієнтів, було зроблено 

цікаве спостереження, коли антисироватку CsgA було знайдено у немовлят, 

які померли від синдрому раптової дитячої смерті (СРДС), при цьому 

відповідні за віком контрольні групи не містили антисироватки CsgA [125, 

126]. Жодного інфекційного агента не було продемонстровано при СРДС, але 

цікаво припустити, що curli-вмісні бактерії можуть відігравати певну роль в 

цьому синдромі. Доцільним є дослідити клінічні ізоляти бактерій Escherichia 

coli, вилучених з постраждалих пацієнтів, визначивши загальне 

співвідношення curli-позитивних та curli-негативних клітин у колоніях, а 

також граничні умови експресії амілоїдів в новонародженому організмі, 

оскільки температура тіла породіллі здатна змінюватися під час пологів 

[127]. 

Відтворення умов, за яких Escherichia coli утворює мінімальну 

кількість амілоїдів curli може вплинути на стабільність біоплівок, адже curli є 

одним з мажорних компонентів екзобактеріальної матриці. Подальше 

дослідження штамів з низьким вмістом curli на моделях сечової системи та 

катетерах може відкрити ще один механізм впливу на резистентність 

біоплівок та зменшення їх стійкості до зовнішніх чинників, в тому числі 

температури. Це дасть змогу розробляти нові антибактеріальні препарати та 

зробити зрозуміти процес переходу бактерій з рухомого стану до 

прикріплених спільнот. 
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ВИСНОВКИ 

В ході цієї дослідницької роботи проведено моніторинг експресії curli у 

трьох штамів Escherichia coli (WT, NiBu та ∆rcsB) з різними пороговими 

рівнями синтезу амілоїдів. Скринінг проведено в залежності від умов 

послідовних інкубацій на проміжку 26°С-37°С. В результаті отримано 

графіки залежності експресії curli від температури та співвідношення curli-

позитивних і curli-негативних клітин у колоніях. 

На прикладі трьох штамів було показано спільні та відмінні риси 

експресії curli, а саме тенденцію графіків, мінімальний та максимальний 

рівень експресії, а також залежність бімодального характеру синтезу curli для 

кожного зі штамів. Найнижчі рівні експресії curli мав штам NiBu, він же 

виявився найбільш чутливим до температурних умов, закінчивши експресію 

уже при 34°С. За результатами проточної цитометрії виявлено, що 

співвідношення curli-позитивних до curli-негативних клітин у пробах NiBu не 

перевищує 1,3 рази, на відміну від супутніх штамів, для яких найвище 

співвідношення рівне 2,5. Штами WT та ∆rcsB мають схожий між собою 

характер експресії curli на проміжку досліджуваних температур, однак ∆rcsB 

має значно інтенсивнішу експресію, що в піковій точці в 1,19 разів вища за 

WT. Усі три штами синтезували curli найбільш інтенсивно при 28°С. 

Завдяки науковій новизні як досліджень curli загалом, так і 

використання ексклюзивних штамів, ця робота може зробити значний внесок 

у дослідження недостатньо вивчених амілоїдів біоплівки, регуляцію їх 

експресії та визначення впливу компонентів сигнального каскаду регуляції 

експресії curli на склад біоплівок. В майбутньому доцільним є дослідити 

більшу кількість нокаутних штамів та клінічних ізолятів, більший діапазон 

температур і нові умови інкубації штамів. Більше того, виникнення 

бімодальності експресії curli в добре перемішуваній пробі планктонної 

культури досі залишається нез’ясованим та представляє інтерес для 

подальших досліджень. 



 
 

34 

Результати, отримані в ході цього дослідження можна використати для 

розробки нових моделей дослідження сигнальних шляхів утворення 

амілоїдів, пов’язаних з нейродегенеративними захворюваннями; 

нокаутування інших генів, що одночасно впливають на температурну 

залежність та інтенсивність експресії curli; покращення проникності 

бактеріальних векторів та вакцин; попередження захворювань культурних 

сільськогосподарських та лабораторних рослин та навіть розуміння 

передумов виникнення синдрому раптової дитячої смерті. Значну увагу 

привертає залежність стабільності біоплівок від кількісного складу curli, що 

потенційно може мати вплив на боротьбу з резистентністю штамів у 

навколишньому середовищі та ініціює розробку нових антибактеріальних 

препаратів. 
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ДОДАТКИ 

Додаток 1. Результати проточної цитометрії для штаму WT при інкубації 
за температури 26°С 
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Додаток 2. Результати проточної цитометрії для штаму WT при інкубації 
за температури 28°С 
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Додаток 3. Результати проточної цитометрії для штаму WT при інкубації 
за температури 30°С 
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Додаток 4. Результати проточної цитометрії для штаму WT при інкубації 
за температури 32°С 
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Додаток 5. Результати проточної цитометрії для штаму WT при інкубації 
за температури 34°С 
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Додаток 6. Результати проточної цитометрії для штаму WT при інкубації 
за температури 37°С 
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Додаток 7. Результати проточної цитометрії для штаму NiBu при 
інкубації за температури 26°С 
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Додаток 8. Результати проточної цитометрії для штаму NiBu при 
інкубації за температури 28°С 
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Додаток 9. Результати проточної цитометрії для штаму NiBu при 
інкубації за температури 30°С 
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Додаток 10. Результати проточної цитометрії для штаму NiBu при 
інкубації за температури 32°С 
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Додаток 11. Результати проточної цитометрії для штаму NiBu при 
інкубації за температури 34°С 

 
  



 
 

65 

Додаток 12. Результати проточної цитометрії для штаму ∆rcsB при 
інкубації за температури 28°С 

 
  



 
 

66 

Додаток 13. Результати проточної цитометрії для штаму ∆rcsB при 
інкубації за температури 30°С 
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Додаток 14. Результати проточної цитометрії для штаму ∆rcsB при 
інкубації за температури 32°С 
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Додаток 15. Результати проточної цитометрії для штаму ∆rcsB при 
інкубації за температури 34°С 
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Додаток 16. Результати проточної цитометрії для штаму ∆rcsB при 
інкубації за температури 37°С 
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