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Pseudomonas aeruginosa (P. aeru gi­
no sa) – грамнегативний ґрунтовий 
мікроорганізм, який адаптувався до 
виживання в різних екологічних сек-
торах, спричиняючи захворювання 
рослин, тварин і людини. Синьогній-
на паличка практично не колонізує 
неушкоджені тканини, але становить 
загрозу для пацієнтів з імунодефіци-
том, викликаючи інфекцію сечови-
відних шляхів, дихальної системи, 
шкіри та м’яких тканин, кісток і 
суглобів, шлунково-кишкового трак-
ту, крові, особливо в пацієнтів з опі-
ками, туберкульозом, СНІДом та 
онкохворих [1, 2]. Летальність від 
ускладнень, спричинених P. aeru­
ginosa, в онкохворих, пацієнтів з 
муковісцидозом та опіками сягає 
70 % [2].

Синьогнійна паличка існує як 
планктонна культура та в асоційова-
них на поверхні спільнотах – біоплів-
ках, що утворюються на різноманіт-
них абіотичних і біотичних субстра-
тах. Клітини бактерій у складі біо-
плівки захищені від впливу імунної 
системи й менш сприйнятливі до дії 
антимікробних засобів, оскільки 
вкриті позаклітинним матриксом, 
складовими якого є екзополісахари-
ди, позаклітинна ДНК, нуклеїнові 
кислоти білок тощо. Розвиток біо-
плівки – послідовний процес, який 

ініціюється прикріпленням планк-
тонних клітин до поверхні та супро-
воджується утворенням мікроколо-
ній, формуванням і дозріванням біо-
плівки. 

Важливу роль в адгезії та форму-
ванні біоплівок у немукоїдних шта-
мів P. aeruginosa відіграють полісаха-
риди Рsl і Рel, у мукоїдних штамів – 
альгінат [3–5]. Полісахарид Psl скла-
дається з пентамера, що містить 
d-маннозу, l-рамнозу та d-глюкозу, 
утворюючи тканиноподібний матрикс, 
який з’єднує клітини біоплівки. Вна-
слідок надмірної продукції Psl-полі-
сахариду підсилюється міжклітинна 
адгезія P. aeruginosa та адгезія до 
субстрату, що є критичним для іні-
ціювання та підтримки структури 
біоплівки.

Полісахарид Pel, катіонний екзопо-
лісахарид, утворений 1,4-глікозамід-
ними зв’язками аміноцукрів N-аце-
тил  галактозаміну та N-ацетил глю-
козаміну, відіграє важливу роль у 
структурі біоплівок, утворених шта-
мами, які не містять Psl. Pel є про-
дуктом гена локусу pelABCDEFG [4], 
який у разі взаємодії з еДНК мікро-
колоній біоплівки сприяє її стабіль-
ності.

P. aeruginosa здатна синтезувати 
високомолекулярний ацетильований 
полісахарид, що складається з уроно-
вих кислот (мануронової та гіалуро-
нової кислот) – альгінат [6]. Співвід-
ношення між мануроновою та гіалу-
роновою кислотами впливає на в’яз-
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кість альгінату, що є важливим для 
пацієнтів з муковісцидозом.

Утворення полісахаридних компо-
нентів біоплівки є складним проце-
сом і контролюється багатьма регуля-
торними шляхами [4, 7, 8]. Встанов-
лено, що опосередкована AlgC регу-
ляція метаболізму координує загаль-
ну кількість екзополісахаридів у 
P.  aeruginosa шляхом контролю пулу 
попередників цукру для їхнього синте-
зу [7]. У регуляції експресії pel і psl 
беруть участь FleQ (пригнічує тран-
скрипцію оперонів pel і psl), внутрішньо-
клітинні сигнальні молекули c-di-GMP 
і RpoS, системи QS [8], а також систе-
ма Gac-Rsm [9].

Складні регуляторні мережі плівко-
утворення P. aeruginosa, багаточи-
сельні фактори вірулентності та стій-
кість до дії антимікробних засобів 
потребують розробки препаратів, 
здатних порушувати синтез факторів 
вірулентності, зокрема й формування 
біоплівок, що підвищить ефектив-
ність антимікробної терапії.

Мета дослідження – вивчити екс-
пресію генів, що регулюють форму-
вання біоплівки P. aeruginosa за дії 
похідного адамантану.

Матеріали та методи. У досліджен-
нях використана сполука 4-(ада ман-
тил-1)-1-(1-амінобутил)бензол (шифр 
АМ-166), яка синтезована на ПАТ 
НВЦ «Борщагівський ХФЗ». Розчин-
ником був 10 % диметилсульфоксид, 
концентрація вихідного розчину –  
1 мг/мл.

У дослідженнях використано клініч-
ний тест-штам P. aeruginosa 449, резис-
тентний до дії цефепіму; помірночут-
ливий до цефтриаксону, цефотаксиму, 
меропенему; чутливий до азтреонаму, 
цефоперазону, ципрофлоксацину, ген-
таміцину та амікацину. 

Вплив АМ-166 на біоплівки 
P. aeruginosa оцінювали згідно з [10]. 
Для приготування інокуляту нічну 

культуру розводили у TSB у 100 разів 
(1:100). Інкубаційний період зі сполу-
кою становив 24 год за 37 °C. Біомасу 
біоплівки фарбували 0,1 % розчином 
генціанвіолету протягом 10–15 хв з 
наступним екстрагуванням барвника 
етанолом (15 хв). Вимірювання оптич-
ної густини проводили на «Adsorbance 
Microplate Reader ELx × 800» (VioTek, 
США) за довжини хвилі 630 нм.

Детекцію генів algL, pslA, pelA, 
algD, algR, algU, mucA P. aeruginosa 
проводили за допомогою кількісної 
полімеразної ланцюгової реакції 
(ПЛР). Для ампліфікації ДНК бакте-
рій використовували реакційну 
суміш, яка містила буфер для ПЛР 
(2,5 мкл), dNTP (0,25 мкл), 10 пмоль 
кожного праймера, MgCl2 (2,5 mМ), 
воду, яка є вільною від нуклеаз, з 
розрахунку 19,75 мкл ПЛР-суміші та 
0,25 мкл розчину Таq ДНК-полі-
мерази. Приготовану суміш ретельно 
перемішували на центрифузі-вортекс, 
вносили в пробірки для ПЛР по 
20 мкл і додавали по 5 мкл досліджу-
ваних зразків ДНК.

Температурний профіль ампліфі-
кації був специфічним для кожної 
пари праймерів [11–16]. Постановка 
ПЛР супроводжувалася негативним 
контролем (ПЛР-суміш без матри-
ці). Послідовності праймерів зазна-
чено в таблиці.

Розділення продуктів ампліфікації 
проводили в 1,2 % агарозному гелі. 

Вплив похідного адамантану в кон-
центрації 0,5 МІК на експресію генів 
algL, pslA, pelA, algD, algR, algU, 
mucA досліджували за допомогою 
ПЛР у реальному часі. 

Сумарну РНК виділяли з суспензії 
клітин добової культури з використан-
ням TRIzol Reagent (Invitrogen) з подаль-
шою обробкою ДНКазою І («Fermentas», 
Литва). Концентрацію РНК визнача-
ли на спектрофотометрі DS-11 FX+ 
(DeNovix, США). Ампліфікацію генів 
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проводили за допомогою набору Luna 
Universal One-Step Reaction Mix (2х) 
або PowerUp™ SYBR™ Green 
MasterMix (Applied Biosystems™) на 
приладі Quant Studio™ 3 Real-Time 
PCR System (Applied Biosystems™) за 
відповідних температурних режимів 
[11–15]. Як ендогенний контроль 
прий мали експресію гена 16S рРНК 
або rpsL, або rpoS [16–18]. Розраху-
нок відносного рівня експресії генів 
проводили за методом 2–DDСt [19]. 

Для статистичного аналізу даних 
використані критерій Краскела-Уоле-
са та дисперсійний аналіз ANOVA. 
Статистичну обробку проводили за 
допомогою комп’ютерної програми 
«Statistica 6.0» (StatSoft. Inc., USA). 
Вірогідними вважали відмінності за 
рівня значущості р < 0,05.

Результати та їх обговорення. 
Антибіоплівкову активність сполуки 
AM-166 щодо P. aeruginosa вивчали в 
концентраціях 2,0 МІК, 0,5 МІК і 
0,15 МІК. Результати відображено на 
рисунку 1.

Згідно з отриманими даними 
(рис. 1), за дії АМ-166 біомаса біоплів-
ки зменшилась у разі 2,0 МІК на 
(62,9 ± 2,7) %, 0,5 МІК – на (49,4 ± 
2,7) %, 0,15 МІК – на (22,8 ± 3,2) % 
(р < 0,05).

Для визначення експресії генів за 
дії похідного адамантану на початко-
вому етапі дослідження здійснювали 
визначення продуктів ампліфікації з 
праймерами до генів плівкоутворен-
ня P. aeruginosa (рис. 2). 

Результати детекції генів методом 
гель-електрофорезу показали, що в 

Праймер Послідовність, 5’–3’ Посилання

algD (Fw) 
algD (Rv)

5’-GCTCAACCTGTCGCGCTACT-3
5’-GAACTCGCCACCACTTCGTC-3’ [11]

algR (Fw) 
algR (Rv)

5’-GAAGAAGCGCTGACGCTGAT-3’
5’-ATGGCGCAAGGTCACGTACT-3’ [11]

algU (Fw) 
algU (Rv)

5’-GATTGATCGTGCGGTTCGTG-3’
5’-AAGATCCGCGACCGTACCGT-3’ [11]

algL (Fw) 
algL (Rv)

5’-CCGCTCGCAGATCAAGGACATC-3’
5’-TCGCTCACCGCCCAGTCG-3’ [12]

pslA (Fw)
pslA (Rv)

5’-TCCCTACCTCAGCAGCAAGCTGGT-3’
5’-CGGATGTCGTGGTTGCGTACCAGGTAT-3’ [13]

pelA (Fw)
pelA (Rv)

5’-CCTTCAGCCATCCGTTCTTCT-3’
5’-TCGCGTACGAAGTCGACCTT-3’ [14]

mucA (Fw)
mucA (Rv)

5’-CTCTGCAGCCTTTGTTGCGAGAAGC-3’
5’-CTGCCAAGCAAAAGCAACAGGGAGG-3’ [15]

rpsL (Fw)
rpsL (Rv)

5’-GCAACTATCAACCGACTGGTG-3’
5’-GCTGTGCTCTTGCAGGTTGTG-3’ [16]

rpoS (Fw)
rpoS (Rv)

5’-CTCCCCGGGCAACTCCAAAAG-3’
5’-CGATCATCCGCTTCCGACCAG-3’ [17]

16S рРНК (Fw)
16S рРНК (Rv)

5’-CTGTCGTCAGCTCGTGTTGT
5’-TTCATGGAGTCGAGTTGCAG [18]

Таблиця 

Олігонуклеотиди, що використані в молекулярних дослідженнях

Примітка. «Fw» – forward; «Rv» – reverse.
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тест-штаму P. aeruginosa 449 наявні 
гени плівкоутворення: algL – 432 п.н., 
pslA – 198 п.н., pelA – 118 п.н., algD – 
400 п.н. (А), algR – 400 п.н., algU – 
410 п.н. (Б), mucA – 688 п.н. (В)  
(рис. 2A–2В).

Результати проведених досліджень 
щодо експресії генів, асоційованих з 
факторами плівкоутворення, наведе-
но на рисунку 3. 

Результати проведених експери-
ментів щодо експресії генів у 
P.  aeruginosa, які регулюють синтез 
полісахаридів, свідчать про статис-

тично значуще підвищення рівня екс-
пресії генів pelA, pslA та algD, algR. 
Після обробки однодобової культури 
P. aeruginosa сполукою АM-166 у 
субінгібуючій концентрації експресія 
генів pelA і pslA підвищувалась у 16,6 
і 2,5 разу відповідно, генів algD та 
algR – у 6,0 і 2,9 разу відповідно. 
Слід зазначити, що рівень експресії 
генів algU та algL був вірогідно ниж-
чим порівняно з контролем (у 1,7 і 2,3 
разу відповідно). Ген mucA практич-
но не детектувався (у 50 разів менше 
порівняно з контролем) (рис. 3).

Рис. 1. Плівкоутворення P. аeruginosa 449 за дії АМ­166 (відсоток утвореної 
біоплівки, біомаса)

Примітка. *Статистично значущі відмінності порівняно з контролем (p < 0,05).

Рис. 2. Електрофоретичне розділення продуктів ампліфікації з праймерами до генів: 
А – algL, pslA, pelA, algD; Б – algR, algU; В – mucA; M – ДНК­маркер молекулярних мас

А

ВБ
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На нашу думку, підвищення рівня 
експресії генів pelA, pslA, algD, algR 
під впливом похідного адамантану 
пов’язане зі стимуляцією захисних 
механізмів P. aeruginosa. Низка 
досліджень показала, що полісахарид 
Psl здатний впливати на дигуанілат-
циклази SiaD і SadC, які, у свою 
чергу, продукують внутрішньоклі-
тинні вторинні молекули-месенджери 
c-di-GMP. Підвищення концентрації 
c-di-GMP призводить до збільшення 
продукції Psl і свідчить про наяв-
ність унікального регуляторного лан-
цюга з позитивним зворотним зв’яз-
ком, й експресія позаклітинного 
полісахариду є адаптацією бактерій 
до дії стресорів [20]. 

Формування біоплівки включає 
декілька етапів: адгезію, агрегацію, 
дозрівання та формування архітектури 
біоплівки. Значну роль на початко-
вих етапах плівкоутворення віді-
грають екзополісахариди Psl і Pel. 
Білки, ферменти та транспортні моле-
кули, які є необхідними для синтезу 
Psl, Pel і формування біоплівки 
P.  aeru ginosa, кодуються генами 
pslA­O і pelA­G відповідно.

Екзополісахарид Pel P. aeruginosa, 
що синтезується в двох формах, 

декретованій і клітинно-асоційова-
ній, бере участь в адгезії клітин до 
поверхні. Ген pelA генерує секретова-
ну форму полісахариду Pel, продук-
ція якого збільшується в штамів з 
порушеннями синтезу клітинно-асо-
ційованого Pel-полісахариду. Збіль-
шення експресії гена pelA за дії спо-
луки АМ-166 можливо пов’язане зі 
здатністю похідного аміноадамантану 
порушувати синтез клітинно-асоційо-
ваного полісахариду [21]. Саме збіль-
шення його синтезу може призвести 
до порушення адгезії та плівкоутво-
рення, що й реєструється за дії спо-
луки в субінгібуючій концентрації, 
біомаса утвореної біоплівки становить 
близько 50 % від такої в контролі.

За дії похідного адамантану реє-
струється підвищення експресії гена 
pslA оперону pslAО (15 генів оперону), 
що можливо пояснити участю екзо-
полісахариду, опосередкованого оперо-
ном psl, у прикріпленні бактерії до 
поверхні. Збільшення синтезу поліса-
хариду Psl на етапі адгезії підтвер-
джено експериментами з делеційним 
мутантом P. aeruginosa PAO1DpslA. 

На наступному етапі плівкоутво-
рення – формування мікроколоній і 
моношару, експресія генів оперону 

Рис. 3. Відносна експресія генів плівкоутворення (2–DDCt) у P. aeruginosa 449 за дії AM­166 

Примітка. *Статистично достовірні відмінності порівняно з контролем (p < 0,05).
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пригнічується [22]. Активація про-
дукції Psl-полісахариду може свід-
чить про перехід P. aeruginosa в 
мукоїдну форму [23] зі збільшенням 
утворення клітинами синьогнійної 
палички альгінату.

Підтвердженням зміни продукції 
альгінату за дії сполуки АМ-166 є 
зміна експресії генів, що регулюють 
синтез цього полісахариду. Більшість 
генів, що регулюють синтез альгіна-
ту, розташовані у великому опероні 
algACD. Згідно з отриманими дани-
ми, за впливу похідного адамантану 
відмічено зниження рівня експресії 
регулятора синтезу альгінату гена 
algU та гена algL. Ці дані є важливи-
ми, оскільки ген algU і негативні 
регулятори mucA і mucB складають 
кластер генів, що контролює конвер-
сію немукоїдних штамів P. aeruginosa 
в штами, здатні гіперпродукувати 
альгінат [24]. Перехід від немукоїдно-
го до мукоїдного стану може бути 
наслідком інактивації mucA, що при-
зводить до конститутивної експресії 
генів біосинтезу альгінату, залежних 
від algU (algТ,s22), що контролює 
транскрипцію algD і синтез AlgD 
[25]. Згідно з [26], інактивація mucA 
пригнічує активність algU (algТ). 
Транскрипція algD залежить і від 
AlgR у мукоїдних штамів P. aeru­
ginosa, останній регулює синтез фос-
фогексомутази AlgC [27].

У мукоїдних штамів P. aeruginosa 
експресія algR є максимальною на 
ранній стаціонарній фазі, що збі-
гається з експресією кількох генів 
біосинтезу альгінату, включаючи 
algA, algC і algD. Згідно з результата-
ми дослідження, підвищення експре-
сії гена algR (у 2,9 разу), генів algD (у 
6,0 разу) і значне пригнічення екс-
пресії гена mucA за дії субінгібуючої 
концентрації похідного адамантану 
може свідчити про здатність сполуки 
стимулювати утворення альгінату. 

Такий ефект спостерігається й за дії 
іміпенему [28]. Оскільки похідне ада-
мантану здатне підвищувати проник-
ність ЦПМ, змінювати якісний і 
кількісний склад клітинної стінки 
грамнегативних бактерій, можливо 
цим і пояснюється його альгінат-сти-
мулюючий ефект. 

Проте за дії АМ-166 відмічено змен-
шення транскрипційної активності 
гена algL майже в 2,0 разу, що свід-
чить про здатність сполуки навпаки 
пригнічувати синтез альгінату P. aeru­
 ginosa 449. Але, враховуючи значне 
пригнічення mucA, підвищення екс-
пресії гена algD та pslA, можна при-
пустити, що за дії сполуки спостері-
гаються мутації в гені mucA, які 
сприяють переходу немукоїдного 
фенотипу P. aeruginosa в мукоїдний. 
Такий ефект можливий за комплек-
соутворення сполуки АМ-166 з залі-
зом, який є в клітинній стінці бакте-
рій, дихальному ланцюгу тощо. Подіб-
ні результати отримані за дії на 
немукоїдний штам P. aeruginosa 
тобраміцину та хелатора заліза – 
дефераксаміну, їхнє сумісне застосу-
вання призводило до зменшення біо-
маси біоплівки [29]. Для детального 
аналізу отриманих результатів необ-
хідно проведення поглиблених моле-
кулярних досліджень, зокрема з 
використанням мутантних тест-
штамів мікроорганізмів.

Висновки
Дослідження показали, що похідне 
адамантану 4-(адамантил-1)-1-(1-аміно-
бутил)бензол виявляє антимікробну 
активність щодо біоплівок P.  aerugi­
nosa, що підтверджується зниженням 
її біомаси. Встановлено, що за дії спо-
луки спостерігається зміна рівня екс-
пресії генів плівкоутворення, які регу-
люють синтез позаклітинних полісаха-
ридів (альгінату, Pel і Psl). 
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Н. І. Гуменюк, Н. О. Вринчану, Л. М. Іщенко
Вплив похідного адамантану на експресію генів плівкоутворення P. Aeruginosa
Значне поширення резистентних штамів P. aeruginosa, здатність до плівкоутворення, складні 

регуляторні мережі формування біоплівок і багаточисельні фактори вірулентності потребують пошу-
ку нових сполук і розробки препаратів, які здатні порушувати формування біоплівок.

Мета дослідження – вивчити експресію генів, що регулюють формування біоплівки P. aeruginosa 
за дії похідного адамантану.

Антибіоплівкову активність похідного адамантану АМ-166 щодо клінічного ізоляту P. aeruginosa 
досліджували в концентраціях 0,15 МІК, 0,5 МІК і 2,0 МІК методом сорбції генціанвіолету на структу-
рах біоплівки. Виявлення генів algL, pslA, pelA, algD, algR, algU, mucA у штаму P. aeruginosa 449 про-
водили методом ПЛР з наступним розділенням продуктів ампліфікації в агарозному гелі. Вплив 
сполуки АМ-166 на транскрипційну активність генів досліджували методом 2–ΔΔСt за допомогою ПЛР 
у реальному часі.

Отримані результати дослідження свідчать, що сполука АМ-166 виявляє дозозалежний антибіо-
плівковий ефект щодо P. aeruginosa 449. Біомаса біоплівки за дії похідного адамантану в концентра-
ціях 0,15 МІК, 0,5 МІК, 2,0 МІК зменшується на 22,8 %, 49,4 %, 62,9 % відповідно. За дії субінгібуючої 
концентрації АМ-166 відмічено збільшення рівня експресії генів плівкоутворення pelA, pslA, algD, algR 
і зниження експресії algU, algL, mucA (р < 0,05), що регулюють синтез альгінату, Pel- і Psl-полісахариду. 

Таким чином, похідне адамантану 4-(адамантил-1)-1-(1-амінобутил) бензол проявляє інгібуючу 
активність щодо біоплівок P. aeruginosa, за його дії відмічено як підвищення, так і зниження рівня 
експресії генів, що регулюють синтез компонентів матриксу.

Ключові слова: похідне адамантану, плівкоутворення, Pseudomonas aeruginosa, 
експресія генів

N. I. Humeniuk, N. O. Vrynchanu, L. M. Ishchenko
The effect of adamantane derivative on P. Aeruginosa biofilm formation genes 
expression
The widespread occurrence of resistant P. aeruginosa strains, the ability to form films, complex regula-

tory pathways of biofilm formation and the numerous virulence factors require the search for new com-
pounds and the development of drugs capable of inhibiting biofilm formation.

The aim of the study was to investigate the genes expression that regulate P. aeruginosa biofilm forma-
tion after exposure to an adamantane-containing compound.

The antibiofilm activity of the adamantane derivative AM-166 against a clinical isolate of P. aeruginosa was 
studied at concentrations of 0.15 MIC, 0.5 MIC and 2.0 MIC by the method of adsorption of gentian violet on 
biofilm structures. Detection of the genes algL, pslA, pelA, algD, algR, algU, mucA in P. aeruginosa strain 449 
was performed by classic PCR with subsequent gel electrophoresis. The effect of compound AM-166 on the 
transcriptional activity of genes was studied by the 2–ΔΔCt method using real-time PCR.

The results of the study indicate that compound AM-166 has a dose-dependent antibiofilm effect 
against P. aeruginosa 449. The biomass of the biofilm after exposure to the adamantane derivative at con-
centrations of 0.15 MIC, 0.5 MIC, 2.0 MIC decreased by 22.8 %, 49.4 %, 62.9 %, respectively. After expo-
sure to the subinhibitory concentration of AM-166, an increase in the expression level of the biofilm formation 
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genes pelA, pslA, algD, algR and a decrease in the expression of algU, algL, mucA (р < 0.05), which regu-
late the synthesis of alginate, Pel- and Psl-polysaccharide, was observed. 

Thus, the adamantane derivative 4-(adamantyl-1)-1-(1-aminobutyl) benzol showed inhibitory activity 
against P. aeruginosa biofilms. Both an increase and a decrease in the expression of genes regulating the 
synthesis of matrix components was observed.

Key words: adamantane derivatives, biofilms, Pseudomonas aeruginosa, gene expression
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