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сèÍÒÅЗ п²ÎÖ²àÍ²Íу Pseudomonas 
aeruginosa Зà âпËèâу â²сÌуÒÎâèÕ 
ÌÅÒàËÎÊÎÌпËÅÊс²â пÎÐФ²ÐèÍ²â Òà 

àуÒÎ²ÍäуÊÒÎÐ²â сèсÒÅÌè quorum sensing

Показано, що самі по собі вісмутові компëекси порфіринів знижу-
ють синтез піоціаніну P. aeruginosa пропорційно до їõ концентрації 
у середовищі. Найбіëьшу інãібуючу активність виявëяє Ві(iii)-ТПП, 
найменшу – Ві(iii)-ПП iХ. За присутності 0,4 мкÌ Ві(iii)-ТПП 
кіëькість піоціаніну у добовій куëьтурі зменшується у 1,8 разу від 
контроëю. При 40 мкÌ Bi(iii)-ТПП кіëькість піãменту буëа нижчою 
у 2,3 разу, а при 80 мкÌ – у 3,1 разу. 3-оксо-С12-АГЛ удвічі знижує 
вміст піоціаніну у куëьтурі без порфіринів і потенціює інãібуваëьний 
впëив вісмутовиõ компëексів на синтез піãменту. У присутності 
С4-АГЛ спостеріãається помірне (на 10–20%) збіëьшення вмісту 
піоціаніну у контроëьній куëьтурі і за сумісноãо впëиву з порфіринами. 
Pqs повністю відновëює до контроëьноãо рівня синтез піãменту за 
присутності Ві(iii)-ТХП та Ві(iii)-ПП iХ і підвищує йоãо у 1,3–3,0 
рази за дії Ві(iii)-ТПП. В куëьтурі без порфіринів вміст піоціаніну за 
впëиву цьоãо аутоіндуктора збіëьшувався на 20%.

К ë ю ч о в і  с ë о в а : піоціанін, вісмутові компëекси порфіринів, 
аутоіндуктори системи quorum sensing Pseudomonas aeruginosa.

quorum sensing (QS) є глобальною систеìою регуляöії у бактерій, 
яка забезпе÷ує експресію ÷исленних ознак і внутрішньо- та ìіжвидову 
коìунікаöію [4, 5]. під контролеì öієї систеìи знаходяться гени, що 
відповідають за синтез факторів патогенності та деяких вторинних ìе-
таболітів бактерій [7]. Àктиваöія систеìи quorum sensing відбувається 
після досягнення бактеріальною культурою певної щільності та по÷атку 
синтезу сигнальних ìолекул або аутоіндукторів. Êожна з трьох ланок 
QS Pseudomonas aeruginosa, які ієрархі÷но зв’язані ìіж собою, вико-
ристовує спеöифі÷ний аутоіндуктор: N-(3-оксодеканоїл)-гоìосерин лактон 
(las-систеìа), N-бутирил-гоìосерин лактон (rhl-систеìа) та 2-гептил-
3-гідрокси-4-хінолон (pqs-систеìа) [12]. Àутоіндуктори зв’язуються в 
клітинах зі спеöифі÷ниìи білкаìи, які завдяки öьоìу набувають тран-
скрипöійної активності та зуìовлюють експресію генів-ìішеней [11].
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Ðаніше наìи було встановлено, що вісìутові коìплекси порфіринів є 
ефективниìи інгібітораìи синтезу аутоіндукторів і QS-залежних вторин-
них ìетаболітів, зокреìа, піоöіаніну у P. aeruginosa [3,9,10]. Iнгібувальний 
вплив порфіринів ìоже бути зуìовлений їх здатністю до інтеркаляöії у 
дНÊ і блокуванняì деяких генів систеìи ìіжклітинної коìунікаöії, що 
кодують синтез сигнальних ìолекул та/або їх реöепторів.

Ìетою даної роботи було дослідження синтезу піоöіаніну за су-
ìісного впливу вісìутових коìплексів і екзогенних аутоіндукторів QS 
P. aeruginosa. 

  
Ìатеріали і методи
Ó роботі як тест-ìікроорганізì використовували колекöійний штаì 

Pseudomonas aeruginosa ÐÀ01 (ONU 300). досліджені порфірини і 
2-гептил-3-гідрокси-4-хінолон (PQS) були синтезовані у пНдл-5 ОНÓ 
іìені I.I. Ìе÷никова [1]. Ó роботі використано коìерöійні препарати 
N-(3-оксо-додеканоїл)- гоìосерин лактону, N-бутирил-гоìосерин лактону 
виробниöтва Sigma Aldrich.

Êультивування здійснювали у 48-лункових планшетах «Nuclon». Ó 
кожну лунку поìіщали 1 ìл середовища Гіса з глюкозою без індикатора 
Àндреде і вносили добову культуру P. aeruginosa до кінöевої конöентраöії 
103 клітин в 1 ìл. Вісìутові коìплекси порфіринів додавали до кінöевих 
конöентраöій 0,4; 40 та 80 ìкÌ.

при визна÷енні впливу аутоіндукторів систеìи quorum sensing у до-
слідні проби додавали, кріì вісìутових коìплексів, N-(3-оксо-додеканоїл)-
гоìосерин лактон, N-бутирил-гоìосерин лактон або 2-гептил-3-гідрокси-
4-хінолон. Êінöеві конöентраöії гоìосеринлактонів становили 10 ìкÌ, а 
PQS – 50 ìкÌ.

планшети інкубували в терìостаті за теìператури 37 °Ñ впродовж 
24 годин. для визна÷ення вìісту піоöіаніну рідку культуру з лунок пере-
носили у пробірки і осаджували клітини öентрифугуванняì при 1200  g 
впродовж 15 хв. піоöіанін екстрагували з надосадової рідини (5 ìл) 
хлорофорìоì (3 ìл). Хлорофорìну фазу реекстрагували 1 ìл 0,2 Ì HCl 
до виникнення ÷ервоного забарвлення [8]. Опти÷ну густину роз÷ину 
піоöіаніну виìірювали на спектрофотоìетрі “µQuant” (Óгорщина) при 
довжині хвилі 510 нì.

Всі експериìенти проводили три÷і з 5 повтораìи в кожноìу. 
Ñтатисти÷не опраöювання результатів досліджень провадили з 

використанняì загальноприйнятих ìетодів варіаöійного аналізу. Ðоз-
раховували середні зна÷ення показників (Х–) та їх стандартну похибку 
(SХ–). достовірність відìінностей ìіж середніìи визна÷али за критерієì 
Ñтьюдента на рівні зна÷иìості не ìенше 95% (р≤0,05). Ìатеìати÷ні роз-
рахунки здійснювали за допоìогою коìп’ютерної програìи Excel [2].



31issn 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 1    

ÑÈНÒÅЗ піОÖіÀНіНÓ PseudomonAs AeruginosA ЗÀ ВплÈВÓ ВіÑÌÓÒОВÈХ ...

Ðезультати та їх обговорення 
дослідження суìісного впливу 3-оксо-Ñ12-ÀГл та вісìутових коìп-

лексів порфіринів на синтез піоöіаніну виявило не зовсіì передба÷увані 
результати (рис. 1). 

Ðис. 1. âплив вісмутових комплексів порфіринів на синтез піоціаніну P. аeruginosa 
Ðà01 без та з додаванням n-(3-оксододеканоїл)-гомосерин лактону

*  – різниöя достовірна порівняно з контролеì

fіg. 1. Porphyrіns bіsmuth complexes actіon on pyocyanіn bіosynthesіs  
wіth or wіthout n-(3-oxo-dodecanoіl)-homoserіn lacton addіng

до таких даних, перш за все, слід віднести дворазове зниження 
синтезу досліджуваного пігìенту в культурі без порфіринів. Щодо су-
ìісного впливу даного аутоіндуктора і вісìутових коìплексів порфіринів 
виявилося, що 3-оксо-Ñ12-ÀГл потенöіює інгібувальну дію öих сполук 
на синтез піоöіаніну. при÷оìу, незалежно від конöентраöії порфіринів 
вìіст пігìенту був ниж÷иì на 5–10% відносно рівня, що досягався при 
застосуванні тільки вісìутового коìплексу. Òоìу виявилося, що ефект 
аутоіндуктора на тлі ìеншої з використаних конöентраöій порфіринів 
був ниж÷иì у разі Ві(III)-ÒХп та Ві(III)-пп IХ і практи÷но однаковиì у 
разі Ві(III)-Òпп, ніж за його окреìого застосування.

дослідження суìісного впливу Ñ
4-ÀГл та вісìутових коìплексів по-

рфіринів на інтенсивність синтезу піоöіаніну показало, що аутоіндуктор 
rhl-ланки QS поìірно (на 10–20%) збільшує синтез пігìенту (рис. 2).

продукöія піоöіаніну за присутності тільки Ñ4-ÀГл була вищою за 
контроль на 15,5%.
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Ðис. 2. âплив вісмутових комплексів порфіринів на синтез піоціаніну P. аeruginosa 
Ðà01 без та з додаванням n-бутирил-гомосерин лактону

* – різниöя достовірна порівняно з контролеì

fіg. 2. Porphyrіns bіsmuth complexes actіon on pyocyanіn bіosynthesіs wіth or 
wіthout n-butіryl-homoserіn lacton addіng

 На відìіну від аöильованих гоìосерин лактонів, сигнальний хінолон 
суттєво відновлює синтез піоöіаніну (рис. 3). 

Ðис. 3. âплив вісмутових комплексів порфіринів на синтез піоцианіну P. аeruginosa 
Ðà01 без та з додаванням 2-гептил-3-гідрокси-4-хінолону (PQs)

• – різниöя достовірна порівнянно з контролеì
* –  різниöя достовірна порівняно з дією тільки порфірину

fіg. 3. Porphyrіns bіsmuth complexes actіon on pyocyanіn bіosynthesіs wіth or 
wіthout 2-heptyl-3-hydroxy-4-quіnolon (PQs) addіng

 

 

•
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За відсутності порфіринів у середовищі PQS підвищує вìіст пігìенту 
в 1,2 рази. На тлі інгібувальної дії вісìутових коìплексів його вплив на 
синтез піоöіаніну є більш зна÷ниì: рівень пігìенту збільшується у 1,5–3 
рази. при÷оìу найбільше зростання вìісту піоöіаніну спостерігається у 
разі використання порфіринів в конöентраöії 80 ìкÌ. 

Àналіз отриìаних результатів свід÷ить, що інгібувальний вплив вісìу-
тових коìплексів порфіринів на систеìу quorum sensing обуìовлюється 
не тільки блокуванняì синтезу сигнальних ìолекул. Ìожна припустити, 
що вісìутові коìплекси пригні÷ують також синтез відповідних реöепто-
рів досліджуваних аутоіндукторів, зокреìа, 3-оксо-Ñ12-ÀГл та Ñ4-ÀГл. 
Зìеншення вìісту піоöіаніну за присутності екзогенного 3-оксо-Ñ12-ÀГл 
пов’язано, скоріше за все, зі здатністю даного гоìосерин лактону нега-
тивно впливати на rhl-ланку QS, яка відповідає за синтез пігìенту [13]. 
Відоìо, що екзогенний PQS активує експресію rhl-систеìи [6], що при-
зводить до зростання синтезу ÷исленних вторинних ìетаболітів, зокреìа, 
піоöіаніну. Однак за уìов дефіöиту аутоіндуктора öієї ланки QS (Ñ4-ÀГл), 
викликаного вісìутовиìи коìплексаìи порфіринів, іìовірнішиì є ìеханізì 
пряìого впливу сигнального хінолону на синтез піоöіаніну [8].
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сèÍÒÅЗ пèÎÖèàÍèÍà Pseudomonas aeruginosa 
пÐè âËèßÍèè âèсÌуÒÎâЫÕ ÌÅÒàËËÎÊÎÌпËÅÊсÎâ 

пÎÐФèÐèÍÎâ è àуÒÎèÍäуÊÒÎÐÎâ сèсÒÅÌЫ  
quorum sensing

Öель работы – исследование синтеза пиоöианина при совìестноì 
влиянии висìутовых коìплексов порфиринов и экзогенных аутоиндук-
торов систеìы quorum sensing Pseudomonas aeruginosa.

Êлетки Pseudomonas aeruginosa ÐÀ01 (ONU 300) инкубировали 
24  ÷аса в 48-луно÷ных планшетах «Nuclon» в присутствии висìутовых 
коìплексов мезо-тетра(4-N-ìетил-пиридил)порфирина, мезо-тетра(6-N-
ìетил-хинолинил) порфирина и протопорфирина IX (Вi (III)-Òпп, Вi (III)-
ÒХп и Вi (III)-пп IX). Êоне÷ные конöентраöии соединений составили 0,4, 
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40 или 80 ìкÌ. Àутоиндукторы использовали в конöентраöиях: 3-оксо-
Ñ12-ÀГл и Ñ4-ÀГл – 10 ìкÌ, PQS – 50 ìкÌ. Ñодержание пиоöианина 
определяли по ìетоду Essar et al.

показано, ÷то саìи по себе висìутовые коìплексы порфиринов сни-
жают синтез пиоöианина P. aeruginosa пропорöионально их конöентраöии 
в среде. Наибольшую ингибирующую активность проявил Ві(III)-Òпп, 
наиìеньшую – Ві(III)-пп IX. В присутствии 0,4 ìкÌ Ві(III) Òпп коли÷е-
ство пиоöианина в суто÷ной культуре уìеньшается в 1,8 раза от контроля. 
при 40 ìкÌ Bi (III)-Òпп коли÷ество пигìента было ниже в 2,3 раза, а 
при 80 ìкÌ – в 3,1 раз. 3-оксо-Ñ12-ÀГл вдвое снижает содержание пио-
öианина в культуре без порфиринов и потенöирует ингибирующее влияние 
висìутовых коìплексов на синтез пигìента. В присутствии Ñ4-ÀГл на-
блюдается уìеренное (на 10–20%) увели÷ение содержания пиоöианина 
в контрольной культуре и при совìестноì влиянии с порфиринаìи. PQS 
полностью восстанавливает до контрольного уровня синтез пигìента в 
присутствии Ві (III)-ÒХп и Ві (III)-пп IX и повышает его в 1,3–3 раза 
при действии Ві (III)-Òпп. В культуре без порфиринов содержание пио-
öианина при влиянии этого аутоиндуктора увели÷ивалося на 20%.

Экзогенный сигнальный хинолон (PQS) восстанавливает синтез пио-
öианина P. aeruginosa, который существенно подавлен в присутствии 
висìутовых коìплексов порфиринов. Àöилированные гоìосерин лактоны 
вызывают разнонаправленные эффекты: 3-оксо-Ñ12-ÀГл потенöирует 
действие порфиринов, а Ñ4-ÀГл уìеренно увели÷ивает содержание пио-
öианина при действия этих соединений.

Êлю÷евые слова :  пиоöианин, висìутовые коìплексы порфиринов, 
аутоиндукторы систеìы quorum sensing Pseudomonas aeruginosa.
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Pseudomonas aeruginosa Pyocyanin 
biosynthesis in Presence of PorPhyrines 
bisMuth coMPlexes and QuoruM sensing 

autoinducers

Aim. Study of the pyocyanin biosynthesis in presence of the porphyrns 
bismuth complexes and Pseudomonas aeruginosa quorum sensing 
autoinducers.

Material and methods. Pseudomonas aeruginosa ÐÀ01(ONU 300) cells 
were incubated for 24 hours in 48-well plates «Nuclon» in presence of the 



36 issn 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 1    

Ì.Á. Ãалкін, â.Î. iваниця

meso-tetra(4-N-methyl-piridyl)porphyrine, meso-tetra(6-N-methyl-quinolinyl)
porphyrine and protoporphyrine IX bismuth complexes (Ві(III)-ÒPP, Ві(III)-
ÒQP та Ві(III)-PP IХ). The final concentrations of the substances were 0,4; 
40 або 80 µÌ. The autoinducers were used in concentrations: 3-оxо-Ñ12-
HSL and Ñ4-HSL – 10 µÌ, PQS – 50 µÌ. Pyocyanin containment was 
measured by Essar et al. method.

Results. It was shown, that porphyrins bismuth complexes decrease 
pyocyanin biosynthesis by P. aeruginosa in proportion to their concentrations 
in culture medium. The highest activity was showed by Ві(III)-ÒPP, the lowest 
– Ві(III)-PP IХ. In presence of 0,4 µÌ Ві(III)-ÒPP pyocyanin concentration 
in the overnight culture decreases in 1,8 times compare with the control. 
In presence of 40 µÌ Bi(III)-ÒPP pigment concentration was lower in 2,3 
times, and in presence of 80 µÌ – in 3,1 times. 3-оxо-Ñ12-HSL in two times 
decreases pyocyanin concentration in culture without porphyrines and 
enhance inhibitory action of bismuth complexes onto pigment biosynthesis. 
In presence of Ñ4-HSL there were detected the moderate (in 10–20%) 
increase of pyocyanin content in control, and in mixture with porphyrines. 
PQS completely restores pyocyanine biosynthesis to the control value in 
presence of Ві(III)-ÒQP and Ві(III)-PP IХ and increases their biosynthesis 
in 1,3-3 times, in presence Ві(III)-ÒPP. In culture without porphyrines 
pyocyanin content in presence of this autoinducer increase by 20%.

Conclusions. Exogenic signal quinolon (PQS) restores pyocyanin 
biosynthesis by P. aeruginosa, which is greatly inhibited in presence of 
the porphyrines bismuth complexes. Acelated homoserin lactones cause 
multidirectional effects: 3-оxо-Ñ12-HSL enhance porphyrines action, and 
Ñ4-HSL moderately increases pyocyanin content in presence of these 
compounds.

Key words :  pyocyanin, porphyrines bismuth complexes, quorum 
sensing system autoinducers, Pseudomonas aeruginosa.


