
 

Результаты
● Чтобы индуцировать инвертазу на плазмиде, использовали 
тетрациклин. Поскольку тетрациклин замедляет рост бактерий, мы 
использовали суб-ингибирующую концентрацию тетрациклина.

● Несмотря на низкую концентрацию тетрациклина, нам не удалось 
различить инверсии и количественно оценить частоту.

● Кроме того, тетрациклин приводил к постепенному уменьшению 
количества бактерий, вплоть до 0.  (Рисунок 3)

● Без добавления тетрациклина наблюдался экспоненциальный рост 
бактерий. (Рисунок 4)

● На рисунке 5 показаны три lac+ колонии и одна lac- колония. 
Розовый фенотип колоний бактерий обусловлен их способностью 
ферментировать лактозу (lac+). Они производят кислые побочные 
продукты, тем самым изменяя pH среды, поэтому цвет индикатора 
меняется на розовый. Бактерии белого цвета не способны 
ферментировать лактозу (lac-).

● На рисунке 8 показана амплифицированная ДНК из индуцированной 
колонии RR690 + плазмида с использованием праймеров 567+569 из 
рисунка 2. Двойные полосы указывают на гетерозиготный образец 
Lac+,Lac-.

Введение
Мутация обычно не считается формой регуляции генов, так как мутации встречаются редко. Однако инверсии, катализируемые специфическими ферментами, называемыми инвертазами, 
происходят с большей частотой. Являются ли они новой формой генетической регуляции?

Ключ к успеху Bacteroides fragilis к существованию в кишечнике человека заключается в способности модулировать экспрессию генов в нескольких локусах, разбросанных по всему 
геному. Такая особенность позволяет Bacteroides fragilis включать и выключать определенные гены путем инверсий ДНК в промоторных областях. В нашей лаборатории мы изучаем 
генетический механизм случайного переключения экспрессии локусов утилизации полисахаридов (PULs) у Bacteroides. Этот процесс, который изменяет генетическое состояние клетки, 
называется фазовой вариацией, является важным фактором вирулентности бактерий. Скорость переключения и обусловленные фенотипы при этом часто неизвестны.

Для изучения этого механизма был сконструирован специальный штамм E. coli, который имитирует механизм фазовой вариации, состоящий из инвертазы и противонаправленных повторов 
рядом с Lac-опероном.

Клетки Lac+ (Рисунок 2) способны экспрессировать Lac-оперон, из-за чего эти клетки могут ферментировать лактозу. С другой стороны, геном клеток Lac- (Рисунок 2) структурирован 
таким образом, что блокирует экспрессию Lac-оперона,и клетки не могут ферментировать лактозу. Изучение переключения Lac-оперона может пролить свет на феномен фазовой вариации.

В лаборатории геномной нестабильности мы использовали инженерные штаммы E. coli для изучения быстрых инверсий регулирующих фенотип lac.

Методы 

1.Трансформация плазмид                            
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3. Агар МакКонки
Для дифференциации образцы бактерий были посеяны на агар 
МакКонки. Бактерии, ферментирующие лактозу, из-за 
образования кислотных побочных продуктов вызывают снижение 
pH среды. Это обнаруживается с помощью индикатора pH 
нейтрального красного, который меняет цвет с белого на 
ярко-розовый при снижении pH ниже 6,8 (Allen, 2010). 
Следовательно, бактерии, не ферментирующие лактозу, будут 
иметь белый вид, так как изменения pH не произойдет.

4. Распределение по градиенту

Дополнительный проект
Наша цель на этом этапе проекта заключалась в том, чтобы проверить, как 
различные стрессы влияют на приспособленность и случайное переключение лак-
оперона. В данном случае мы исследовали тепловой стресс, хотя могли быть 
исследованы и другие экологические стрессы, такие как pH и концентрация aTC.

Тепловой шок с использованием термоблока был лучшим вариантом для нашей цели. Мы 
начали с проведения серийных разведений до 10^-12 ночной культуры. Затем мы 
пипетировали разведения от 10^-7 до 10^-12 для каждого из наших временных 
интервалов. Временные точки, которые мы измеряли, были 30 секунд, 1 минута, 5 
минут, 10 минут, 15 минут и 30 минут. Мы проводили эксперимент, помещая их в 
термоблок при 72 градусах Цельсия и извлекая их в соответствующее время.

Наши результаты показали, что бактерии погибают после пребывания при этой 
температуре в течение 5 минут или более (Рисунок 7), хотя меньшие интервалы дали 
бы более точное значение, при котором бактерии погибают. Наши результаты также 
показали отсутствие вариаций в фенотипах между различными временными точками, в 
которых бактерии выживали. Отсутствие цветовых вариаций между двумя пластинами 
МакКонки (Рисунок 6а,б) показало нам, что тепловой стресс, скорее всего, не 
приводит к более частому переключению лак-оперона у бактерий. Однако более 
низкая температура, такая как 50-60 градусов Цельсия, приводит к более высокой 
выживаемости бактерий и меньшим интервалам между временными точками. Проведение 
эксперимента с вышеуказанными данными может дать нам гораздо более надежные 
данные в будущем.

2. ПЦР + Гель-электрофорез
Полимеразная цепная реакция - метод, который используется для увеличения 
концентрации определенных фрагментов ДНК. ПЦР была использована чтобы понять, 
произошла ли инверсия.

Использовались пары праймеров 567+568 для Lac+ и 567+569  для Lac-. 
Концентрация ДНК в продукте ПЦР была определена с помощью NanoDrop.
Результаты ПЦР были проявлены на геле с помощью электрофореза. Электрофорез - 
способ разделения фрагментов ДНК по размеру. Использовался 1% агарозный гель с 
SYBR Safe или EtBr.
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Lane 1: 1kb+ лестница
Lane 2: 567+568 (колония 1)
Lane 3: 567+568 (колония 2)
Lane 4: 567+569 (нет образца)
Lane 5: 567+569 (колония 2) 
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Рис.1 Лого 
предположительных сайтов 
связывания рекомбиназы[1], 
найденных в E.coli
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