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Одеса – 2019 
Анотація

Експериментальна частина роботи виконана у Біотехнологічному науково-навчальному центрі ОНУ імені І.І. Мечникова. Розроблено технологічну схему одержання піоціаніну в лабораторних умовах. Встановлено, що найбільш ефективним продуцентом піоціаніну є штам з низьким рівнем цикло-ди-ГМФ, P. aeruginosa PA01pJN2133, який за кількістю синтезованого пігменту перевершує інші досліджені штами у 2,5-7,2 рази. Накопичення у щільному середовищі пігменту у разі P. aeruginosa PA01pJN2133 відбувалося безперервно, тоді як у разі інших штамів воно сповільнювалось (P. аeruginosa PA01ΔwspF1Δpel і P. аeruginosa PA01ΔwspF1) або практично зупинялося (P. аeruginosa PA01) після третьо доби культивування. За культивування досліджуваних штамів у рідких поживних середовищах продукція піоціаніну була зареєстрована лише через 7 діб у середовищі МПБ.
Роботу викладено на 54 сторінках, вона містить 6 таблиць та 15 рисунків. Наведено посилання на 48 джерел літератури. 
Ключові слова: Pseudomonas aeruginosa, синтез піоціаніну, умови культивування.
Annotation
The experimental part of the work was carried out at the Biotechnological Research Center of ONU named after I.I. Mechnikov. A technological scheme for obtaining pyocyanine in laboratory conditions has been developed. It was found that the most effective pyocyanin producer is a low-level strain of cyclo-di-GMP, P. aeruginosa PA01pJN2133, which by the amount of synthesized pigment exceeds other tested strains by 2.5-7.2 times. Accumulation in the dense pigment medium in the case of P. aeruginosa PA01pJN2133 occurred continuously, whereas in the case of other strains, it slowed down (P. aeruginosa PA01ΔwspF1Δpel and P. aeruginosa PA01ΔwspF1) or practically stopped (P. aeruginosa PA01) after the third day of cultivation. For cultivation of investigated strains in liquid nutrient media, pyocyanine products were registered only 7 days in the МРB medium.
The work contained 54 pages, it contains 6 tables and 15 figures. The link 48 literature sources.
Keywords: Pseudomonas aeruginosa, synthesis of  pyocyanin, cultivation conditions. 
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ВСТУП
Більшість представників бактерій роду Pseudomons є продуцентами  багатьох важливих біологічно-активних речовин, які можуть використовуватись людиною в багатьох напрямах розвитку науки та виробництва, таких як медицина, біотехнологія рослин, екологія, біотехнологія виробництва, мікробіологія та інші. На даний момент представники  роду Pseudomonas  мають велику перспективу в використанні  їх в біотехнологічному виробництві  таких біологічно-активних речовин як, феназини, рамноліпіди, гомосеринлактони, хіноліни, піовердини, полісахариди, різні ферменти та інші речовини [Pham T. H. et al., 2008].    Основними біологічно-активними речовинами  є феназини та похідні піоціаніну, які на даний момент використовуються як антигрибкові та антибактеріальні препарати захисту рослин [Tambong J. T., 2001]. 
  За своєю хімічною природою феназини включають велику групу азотовмісних гетероциклічних сполук, які різняться за своїми хімічними і фізичними властивостями, в залежності від типу і розташування присутніх функціональних груп. Було ідентифіковано більш ніж 100 різних структурних похідних феназинів в природі, а також синтезовано більш ніж 6000 сполук, які містять феназинову центральну частину [Mavrodi et. al. 2006]. Бактерії є єдиним відомим джерелом природних феназинів. Проте, природні та синтетичні феназини становлять значний інтерес із за їх потенційного впливу на бактеріальні взаємодії та біотехнологічні процеси.
Феназини досліджувалися довше, ніж більшість інших бактеріальних вторинних метаболітів, згідно з повідомленнями Національного центру інформації по біотехнології (PubMed) з початку 1954-го року було опубліковано більш ніж 5000 звітів за цими дослідженнями. Ці вторинні метаболіти, які продукуються різними бактеріями, особливо псевдомонадами інтенсивно вивчалися через їх широкий спектр антибіотичних властивостей і ролі в вірулентності. З біотехнологічної точки зору існує тривалий інтерес до феназинів, який в значній мірі обумовлений їх фізико-хімічними властивостями такими, як їх окислювально-відновний (потенціал), властивості їх до яскравої пігментації, здатність змінювати колір зі зміною рН і окислювально-відновного стану. Феназини мають широке використання в наукових дослідженнях. Дані гетероциклічні сполуки застосовуються в якості акцепторів або донорів електронів, компонентів паливних елементів, сенсорів навколишнього середовища і біосенсорів а також в якості центральних компонентів протипухлинних сполук [Pierson L. S., 2010].
Феназини грають кілька ролей, таких як внесення свого вкладу в поведінку і екологічну придатність при виробництві даних гетероциклічних сполук бактеріями. Наприклад, феназини змінюють клітинний редокс, виступають в якості електронних човників зміни шаблона потоку електронів, сприяють утворенню біоплівки і архітектури, виступають в якості сигналів клітин, які регулюються паттернами експресії генів і сприяють продуктивному виживанню. В еукаріотичних тканинах господаря, феназини викликають численні модифікації хост-клітинних відповідей. У рослинах, феназини також впливають на ріст і викликають індуковану системну стійкість. Особливим інтересом у визначенні їх функціонального впливу є спостереження які показують, що бактеріальні види можуть часто синтезувати різні феназинові похідні, які виробляються в різних пропорціях. Залежно від сумарної кількості похідних речовин і частки кожного феназинового похідного виникає питання про те, чи є зміна концентрації даних речовин наслідком процесу зростання мікроорганізму або відповіді на фактори навколишнього середовища [Ohfuji K.et al., 2004].
Метою роботи було визначення ефективності біосинтезу піоціаніну колекційними штамами Pseudomonas aeruginosa на різних умов культивування.
Для досягнення вказаної мети вирішували такі задачі: 
1. Розробити технологічну схему одержання піоціаніну в лабораторних умовах.
2. Дослідити здатність штамів P. aeruginosa продукувати піоціаніну на щільних поживних середовищах.
3. Дослідити здатність штамів P. aeruginosa продукувати піоціаніну у рідких поживних середовищах. 
4. Порівняти здатність до продукції піоціаніну штамів P. aeruginosa з різним рівнем вмісту цикло-ди-ГМФ: P. aeruginosa PA01, P. aeruginosa PA01 ΔwspF1,  P. aeruginosa PA01 pJN2133 і P. aeruginosa ΔwspF1Δpel.
5. Оцінити можливість підвищення синтезу феназинових пігментів шляхом інтенсифікації аерації культур і культивування у системі «планктон-біоплівка». 
Об'єкт дослідження – біосинтез феназинових пігментів бактеріями Pseudomonas aeruginosa. 
	Предмет дослідження – ефективність біосинтезу піоціаніну штамами Pseudomonas aeruginosa на різних поживних середовищах і за дії низки факторів.













ВИСНОВКИ
1. Розроблено технологічну схему одержання піоціаніну в лабораторних умовах.
2. Встановлено, що найбільш ефективним продуцентом піоціаніну є штам з низьким рівнем цикло-ди-ГМФ, P. aeruginosa PA01pJN2133, який за кількістю синтезованого пігменту перевершує інші досліджені штами у 2,5-7,2 рази за усіх використаних умов культивування.
3. Накопичення у щільному середовищі пігменту у разі P. aeruginosa PA01pJN2133 відбувалося безперервно, тоді як у разі інших штамів воно сповільнювалось (P. аeruginosa PA01ΔwspF1Δpel і P. аeruginosa PA01ΔwspF1) або практично зупинялося (P. аeruginosa PA01) після третьої доби культивування.
4. За культивування досліджуваних штамів у рідких поживних середовищах продукція піоціаніну була зареєстрована тільки на м'ясо-пептонному бульйоні. При цьому вміст піоціаніну зростав до 5 доби, а далі знижувався.
5. Показано, що серед потенційних факторів, здатних стимулювати біосинтез піоціаніну, найефективнішими є культивування у біоплівкових культурах та низький рівень цикло-ди-ГМФ у клітинах продуцентів.








СПИСОК ЦИТОВАНОЇ ЛІТЕРАТУРИ

1. Botzenhardt K. and Doring, G. Ecology and epidemiology of Pseudomonas aeruginosa // Pseudomonas aeruginosa as an Opportunistic Pathogen. – 1993. – Р. 1–7. 
2. Chen, J. & Xiao-Chang, C. Organic light-emitting device having phenanthroline-fused phenazine // US patent 6713781. – 2004. – P. 1–11.
3. Costerton W. and Anwar, H. Pseudomonas aeruginosa: The microbe and pathogen // Pseudomonas aeruginosa Infections and Treatment. – 1994. – Р. 1–17.
4. Craig, W. and Ebert S. Antimirobial Therapy in Pseudomonas aeruginosa infections // Pseudomonas aeruginosa Infections and Treatment. – 1994. – P. 470–491.
5. Dietrich L. E., Price-Whelan A., Petersen A., Whiteley M., Newman D. K. The phenazine pyocyanin is a terminal signaling factor in the quorum sensing network of Pseudomonas aeruginosa // Molecular Microbiology. – 2006. – 61. – P. 1308–1321. 
6. Diggle S. P., Winzer K., Lazdunski A., Williams P., Camara M. Advancing the quorum in Pseudomonas aeruginosa: MvaT and the regulation of N-acylhomoserine lactone production and virulence gene expression // J. Bacteriol. –  2002. – V. 184. – P. 2576–2586. 
7. Dubern J. F., Diggle S. P. Quorum sensing by 2-alkyl-4-quinolones in Pseudomonas aeruginosa and other bacterial species // Mol. Biosyst. – 2008. – V. 4 . – P. 882–888.
8. Essar D. W., Eberly L., Hadero A., Crawford I. P. Identification and characterization of genes for a second anthranilate synthase in Pseudomonas aeruginosa: interchangeability of the two anthranilate synthases and evolutionary implications // Journal of Bacteriology. – 1990. – V. 172. – P. 884–900. 
9. Fick, R. Pseudomonas aeruginosa—the microbial myena and its role in disease // An Introduciton. Pseudomonas aeruginosa: The Opportunist. – 1993. – P. 1–6.
10.  Gilardi G. Cultural and biochemical aspects for identification of glucose-nonfermenting gram-negative rods // Nonfermenting gram-negative rods. – 1985. – P. 17–24.
11.  Greenhagen B. T., Shi K., Robinson H., Gamage S., Bera A. K., Ladner J. E., Parsons J. F. Crystal structure of the pyocyanin biosynthetic protein PhzS // Biochemistry. – 2008. – 47. – P. 5281–5289. 
12.  Gusarov I., Shatalin K., Staroodubtseva M., Nudler E. Endogenous nitric oxide protects bacteria against a wide spectrum of antibiotics // Science. – 2009. – V. 325. – P.1380–1384.  
13.   Hassan H. M., Fridovich I. Mechanism of action of pyocyanin // J Bacteriol. – 1980. – V. 141. – P.156–163.  
14.  Hassani H., Hasan H., Al-Saadi A., Ali A., Muhammad M. A. Comparative study on cytotoxicity and apoptotic activity of pyocyanin produced by wild type and mutant strains of Pseudomonas aeruginosa // European Journal of Experimental Biology. – 2012. – V. 2. – P. 1389–1394. 
15. Hickman J.W., Tifrea D.F., Harwood C.S. A chemosensory system that regulates biofilm formation through modulation of cyclic diguanylate levels // PNAS. – 2005. – V. 102. – P. 14422–14427.
16.   Jeykumari D. R. S., Narayanan S. S. Covalent modification of multiwalled carbon nanotubes with neutral red for the fabrication of an amperometric hydrogen peroxide sensor // Nanotechnology. – 2007. – V.  18. – P.125501–125510.  
17.  Lederberg, Joshua et. al. Pseudomonas  Encyclopedia of Microbiology // Second Edition. San Diego. – 2000. – P. 876–891.
18.  Karpagam S., Sudhakar T., Lakshmipathy M. Microbicidal response of pyocyanin by P. aeruginosa toward clinical isolates of fungi // International Journal of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences. – 2013. – V. 5. – P. 870–873.
19.  Lau G. W., Hassett D. J., Ran H., Kong F. The role of pyocyanin in Pseudomonas aeruginosa infection // Trends Mol. Med. – 2004. – V. 10. – P. 599–606. 
20.  Laursen J. B, Nielsen J. Phenazine natural products: Biosynthesis, synthetic analogues, and biological activity // Chemical Reviews. – 2004. – V. 104. – P. 1663–1685. 
21.  Liang H., Li L., Kong W., Shen L., Duan K. Identification of a novel regulator of the quorum-sensing systems in Pseudomonas aeruginosa // FEMS Microbiology Letters. – 2009. – V. 293. – P. 196–204. 
22.  Mavrodi D. V., Peever T. L., Mavrodi O. V., Parejko J. A., Raaijmakers J. M., Lemanceau P., Mazurier S., Heide L., Blankenfeldt W., Weller D. M., et. al. Diversity and evolution of the phenazine biosynthesis pathway // Appl. Environ. Microbiol. – 2010. – V. 76. – P. 866–879. 
23.  Maddula V. S., Zhang Z., Pierson E. A., Pierson L. S. Quorum sensing and phenazines are involved in biofilm formation by Pseudomonas chlororaphis (aureofaciens) strain 30-84 // Microbial Ecology. – 2006. – V. 52. – P. 289–301.
24.  Mavrodi D. V., Bonsall R. F., Delaney S. M., Soule M. J., Phillips G., Thomashow  L. S. Functional analysis of genes for biosynthesis of pyocyanin and phenazine-1-carboxamide from Pseudomonas aeruginosa PAO1 // J Bacteriol. – 2001. – V. 183. – P. 6454–6465. 
25.  Mavrodi D. V, Blankenfeldt W., Thomashow L. S., Mentel M. Phenazine compounds in fluorescent Pseudomonas spp biosynthesis and regulation // Annual review of Phytopathology. – 2006. – V. 44. – P. 417–445.
26.  Mavrodi D. V., Peever T. L., Mavrodi O. V., Parejko J. A., Raaijmakers J. M., Lemanceau P., Mazurier S., Heide L., Blankenfeldt W., Weller D. M., Thomashow L. S. Diversity and evolution of the phenazine biosynthesis pathway // Appl Environ Microbiol. – 2010. – V. 76. – P. 866–879. 
27.  Mentel M., Ahuja E. G., Mavrodi D. V., Breinbauer R., Thomashow L. S., Blankenfeldt W. Of two make one: the biosynthesis of phenazines // ChemBioChem. – 2009. – V. 10. – P. 2295–2304. 
28.  Morales D. K. et. al. Antifugnal mechanisms by which a novel Pseudomonas Aeruginosa phenazine toxine kills Candida Ablikans in biofilms // Molecular Mikrobiology December. – 2010. – 78. – P. 1379–1392.
29.  Ohfuji K., Sato N., Hamada-Sato N., Kobayashi T., Imada C., Okuma H., et. al. Construction of a glucose sensor based on a screen-printed electrode and a novel mediator pyocyanin from Pseudomonas aeruginosa Biosensors // Bioelectronics. – 2004. – V. 19. – P. 1237–1244.
30.  Parsons J. F., Greenhagen B. T., Shi K., Calabrese K., Robinson H., Ladner J. E. Structural and functional analysis of the pyocyanin biosynthetic protein PhzM from Pseudomonas aeruginosa // Biochemistry. – 2007. – V. 46. – P. 1821–1828.
31.  Pham T. H., Boon N., Maeyer K., Hofte M., Rabaey K., Verstraete W. Use of Pseudomonas species producing phenazine-based metabolites in the anodes of microbial fuel cells to improve electricity generation // Applied Microbiology and Biotechnology. – 2008. – V. 80. – P. 985–993. 
32.  Pierson L. S, Thomashow L. S. Cloning and heterologous expression of the phenazine biosynthetic locus from Pseudomonas aureofaciens 30-84 // Molecular Plant-Microbe Interactions. – 1992. – V. 5. – P. 330–339
33.  Pierson L. S., 3rd, Pierson E. A. Metabolism and function of phenazines in bacteria: impacts on the behavior of bacteria in the environment and biotechnological processes // Appl. Microbiol. Biotechnol. – 2010. – V. 86. – P. 1659–1670.   
34.  Priyaja A. Pyocyanin (5-methyl-1-hydroxyphenazine) produced by Pseudomonas aeruginosa as antagonist to vibrios in aquaculture: Overexpression, downstream process and toxicity // (Ph.D thesis) Cochin Univ. of Science and Technology, India. – 2013. – P. 55–75. 
35.  Priyaja P., Jayesh P., Correya N., Sreelakshmi B., Sudheer N., Philip R., et. al. Antagonistic effect of Pseudomonas aeruginosa isolates from various ecological niches on Vibrio species pathogenic to crustaceans // Journal of Coastal Life Medicine. – 2014. – V. 2. – P. 76–84.
36.  Pierson L. S., 3rd, Pierson E. A. Metabolism and function of phenazines in bacteria: impacts on the behavior of bacteria in the environment and biotechnological processes // Appl. Microbiol. Biotechnol. – 2010. – V. 86. – P. 1659–1670.   
37.  Pham T. H., Boon N., De Maeyer K., Hofte M., Rabaey K., Verstraete W. Use of Pseudomonas species producing phenazine-based metabolites in the anodes of microbial fuel cells to improve electricity generation // Applied Microbiology and Biotechnology. – 2008. – V. 80. – P. 985–993.
38.  Rabaey K., Boon N., Hofte M., Verstraete W. Microbial phenazine production enhances electron transfer in biofuel cells // Environmental Science & Technology. – 2005. – V. 39. – P. 3401–3408.
39.  Rada B. Leto T. L. Redox warfare between airway epithelial cells and Pseudomonas: dual oxidase versus pyocyanin // Immunologic Research. – 2009. –V. 43. – P. 198–209.
39.  Roy P. H. et. al., Pseudomonas aeruginosa PA7. A “superbug” resistant to many third generation antibiotics // National Center of Biotehnology Information. – January 22. – 2010. – P.1–10.  
40.  Ryazanova O. A., Voloshin I. M., Makitruk V. L., Zozulya V. N., Karachevtsev V. A. pH-induced changes in electronic absorption and fluorescence spectra of phenazine derivatives // Spectrochim Acta A Mol. Biomol. Spectrosc. – 2007. – V. 66. – P. 849–859. 
41.  Sanderson D. G., Gross E. L., Seibert M. A. Photosynthetic photoelectrochemical cell using phenazine methosulfate and phenazine ethosulfate as electron acceptors // Applied Biochemistry and Biotechnology.  – 1987. – V. 14. – P. 1–12. 
42.  Stover K., Pham Q., Erwin L., Mizoguchi D., Warrener P., Hickey J., Brinkman, L., Hufnagle O. et. al. Complete genome sequence of Pseudomonas aeruginosa PA01, an opportunistic pathogen // Nature. 2000. – P. 961–964.
43.  Trautmann M., Leoper P. M., Haller M. Ecology Pseudomonas aeruginosa in the intensive care unite and the envolving role of water autlets as a reservoir of the organism // Am. J Infect. Control. 2008 Feb, Am. J Infect Control. 2011 Mar. – P.41–49.
44.  Tambong J. T., Hofte M. Phenazines are involved in biocontrol of Pythium myriotylum on cocoyam by Pseudomonas aeruginosa PNA1 // European Journal of Plant Pathology. – 2001. – V. 107. – P. 511–521.
45.  Torres C. I., Marcus A. K., Lee H. S., Parameswaran P., Krajmalnik-Brown R., Rittmann B. E. A kinetic perspective on extracellular electron transfer by anode-respiring bacteria // FEMS Microbiology Reviews. – 2010. – V. 34. –P. 3–17.  
46.  Webby C. J., Baker H. M., Lott J. S., Baker E. N., Parker E. J. The structure of 3-deoxy-d-arabino-heptulosonate 7-phosphate synthase from Mycobacterium tuberculosis reveals a common catalytic scaffold and ancestry for type I and type II enzymes // J. Mol. Biol. – 2005. – V. 354. – P. 927–939 
47.  Wiehlmann L., Wanger G., Gramer N., Siebert B., Gudowius P., Morales G., Ko T., Delden C., Weinel C., Slikers P., and To B. Population structure Pseudomonas aeruginosa // PNAS. – 2007. – P. 8101–8106.    
48.  Winsor G. L., Lam D. K., Fleming L., Lo R., Whiteside M. D., Yu N. Y., Hancock R. E.,and  Brinkman F. S. Pseudomonas genom database: improved comparative analysis and populations genomics capability for Pseudomonas genomes // Nucleic Acids Res. – 2011. –  Р. 596–600.       






