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Анотація
Експериментальна частина роботи виконана у Біотехнологічному науково-навчальному центрі ОНУ імені І.І. Мечникова.Отримані результати показали що аналоги PQS зі зменшеною довжиною алкільного ланцюга, за більшості випадків помірно знижують вміст планктонних клітин, тоді як похідні зі збільшеною довжиною алкільного ланцюга більш суттєво впливають на цей показник. PQS і його синтетичні аналоги підвищували масу біоплівок P. aeruginosa PA01 і P. aeruginosa PA01 pJN2133 на 34-79% та 135-217%, відповідно. У разі штаму P. aeruginosa PA01 ΔwspF1 досліджувані сполуки чинили протилежну дію – знижували маса біоплівок у порівнянні з контролем в 1,4-2 рази. Встановлено, що PQS та його похідних з різною довжиною алкільного замісника модулюють процес формування біоплівки P. aeruginosа залежно від внутрішньоклітинного вмісту цикло-ди-ГМФ: стимулюють у штамів з природним і зніженим рівнями, але інгібують його у разі високого вмісту вторинного месенджера.
Роботу викладено на 41 сторінці, вона містить 2 таблиці та 9 рисунків. Наведено посилання на 96 джерела літератури.
Ключові слова: PQS, синтетичні аналоги PQS, циклічний 3,5-дигуанозинмонофосфат (цикло-ди-ГМФ), Pseudomonas aeruginosa.
Summary
The experimental part of the work was carried out at the Biotechnological
Research Center of ONU named after I.I. Mechnikov. Obtained results showed that PQS analogs with shorter length of alkyl chain in most cases slightly decrease planktonic cellscontent. In the other hand, derivatives with longer length of alkyl chain showed more sufficient effects on planktonic culture content. The PQS and its synthetic analogs increased biofilm mass of P. aeruginosa PA01 and P. aeruginosa PA01 pJN2133 on 34-79% and 135-217%, respectively. In the case of 
P. aeruginosa PA01 ΔwspF1discovered compounds showed opposite effect – decreased biofilm mass in 1,4-2 times compared to the control. 
Conclusions. It was shown that PQS And its synthetic derivatives with different alkyl chain length modulate biofilm formation processin P. aeruginosа depends on intracellular level of c-di-GMP: stimulate in strains with natural and decreased amount but inhibit in the case of high amount of this secondary messenger.
The work contained 41 pages, it contains 2 tables and 9 figures. The link 96 literature sources.
Keywords: PQS, PQS synthetic analogs, cyclic 3,5-diguanosinemonophosfate
(cyclic-di-GMP), Pseudomonas aeruginosa.
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ВСТУП
Починаючи з 70-х років Pseudomonas aeruginosa – один з основних збудників локальних та системних гнійно-запальних процесів, особливо в умовах стаціонару [Поздеев, 2001]. Надзвичайно висока антибіотикорезистенстність та вірулентність даного виду мікроорганізмів обумовлена тим що Pseudomonas aeruginosa існує переважно у виді біоплівки – організованої спільноти бактеріальних клітин, прикріплених до інертної або живої поверхні і укладеної в позаклітинний полісахаридний матрикс [Banin, 2005]. Біоплівка грає ключову роль у захисті колоній Pseudomonas aeruginosa від несприятливих умов зовнішнього середовища. Вважається, що біоплівки є екологічно вигідними, оскільки забезпечують захист від зневоднення або антибіотиків, збільшення кількості поживних речовин і метаболічних взаємодій або підсилення процесу перенесення генів [Поздеев, 2001].
Утворення біоплівки у бактерій регулюється системою міжклітинної комунікації – quorum sensing (QS). Система QS забезпечує координовану експресію численних  індуцибельних генів за рахунок використання малих сигнальних молекул, синтез яких залежить від щільності клітин у популяції [Морозова та ін., 2009]. Під контролем системи QS знаходиться дуже багато ознак, таких як формування біоплівки, синтез вторинних метаболітів і численних факторів патогенності [Семенець та ін., 2017, Смирнова та ін., 2010]. Все це робить систему QS перспективною мішенню для пошуку інструментів її регуляції, як з точки зору підвищення синтезу біотехнологічно корисних продуктів, так і з точки зору пошуку нових антимікробних препаратів.
Однією з найбільш вивчених є система QS у Pseudomonas aeruginosa. Вона побудована за принципом аутоіндукції та складається з трьох пов’язаних між собою ланок – las-, rhl- та pqs-, в кожній з яких використовується своя сигнальна молекула [McKnight et. al., 2000, Pesci et. al., 1999]. Перші дві ланки регулюються ацильованими гомосерин лактонами, що є сигнальними молекулами більшості грамнегативних бактерій [Ng et. al., 2009]. Третя ланка регулюється унікальною сигнальною сполукою – 2-гептил-3-гідроксі-4-хінолоном, що носить назву PQS (Pseudomonas Quinolon Signal) [Winzer et. al., 2001]. Ця молекула грає величезну роль у функціонуванні клітин P. aeruginosa, регулюючи роботу всіх ланок системи QS [Ng et. al., 2009], синтез вторинних метаболітів, таких як рамноліпіди та феназинові пігменти [Dietrich et. al., 2006], та, навіть, використовується як зброя у конкурентній боротьбі з іншими видами мікроорганізмів [Welch et. al., 2013]. У зв’язку з цим, сьогодні pqs-ланка розглядається як потенційна мішень  сполук-модуляторів системи QS P. aeruginosa. Серед цих сполук, важливе місце мають займати синтетичні аналоги 2-гептил-3-гідроксі-4-хінолону з різними замісниками [Soukarieh  et. al., 2018]. Процес утворення біоплівки контролюється також важливим вторинним месенджером бактерій – циклічним-3,5-дигуанозинмонофосфатом (цикло-ди-ГМФ) [Römling et. al., 2005].
Аналіз даних літератури свідчить про те, що в останні роки дослідження в області вивчення процесів синтезу біоплівки мікроорганізмами виду Pseudomonas aeruginosa, способів її впливу на життєвий цикл, вірулентність та стійкість бактерій до факторів зовнішнього середовища, розуміння системи quorum sensing проводяться досить активно, але ще існує широке коло нез’ясованих питань. 
Метою даної роботи було дослідження впливу оригінальних похідних 2-гептил-3-гідроксі-4-хінолону з різною довжиною алкільного ланцюга на формування та зрілі біоплівки штамів P. aeruginosa з різним внутрішньоклітинним рівнем цикло-ди-ГМФ.
Згідно мети були поставлені наступні задачі:
1. Дослідити вплив аналогів 2-гептил-3-гідроксі-4-хінолону з різною кількістю атомів вуглецю в алкільному ланцюгу на планктону культуру
тест-штамів P. aeruginosa з різним внутрішньоклітинним рівнем цикло-ди-ГМФ.
2. Дослідити вплив аналогів 2-гептил-3-гідроксі-4-хінолону з різною кількістю атомів вуглецю в алкільному ланцюгу на формування біоплівки тест-штамами P. aeruginosa з різним внутрішньоклітинним рівнем цикло-ди-ГМФ.
3. Дослідити вплив аналогів 2-гептил-3-гідроксі-4-хінолону з різною кількістю атомів вуглецю в алкільному ланцюгу на персистуючі клітини тест-штамів P.aeruginosa з різним внутрішньоклітинним рівнем цикло-ди-ГМФ.
4. Дослідити вплив аналогів 2-гептил-3-гідроксі-4-хінолону з різною кількістю атомів вуглецю в алкільному ланцюгу на зрілу біоплівку тест-штамів P. aeruginosa з різним внутрішньоклітинним рівнем цикло-ди-ГМФ.

Об’єкт дослідження – утворення біоплівок бактеріями з різним вмістом циклічного дигуанозинмонофосфата.
Предмет дослідження – вплив синтетичних аналогів сигнального хінолону
на біоплівки штамів P. aeruginosa з різним вмістом цикло-ди-ГМФ. 









	ВИСНОВКИ

1. Встановлено, що P. aeruginosa PA01 pJN2133, штам з низьким рівнем цикло-ди-ГМФ, утворює біоплівку зі зниженою у 2 та 3,8 рази масою у порівнянні з P. aeruginosa PA01 і PA01 ΔwspF1, відповідно.
2. Показано, що маса біоплівки P. aeruginosa PA01 ΔwspF1 перевищувала на 87% масу біоплівки P. aeruginosa PA01.
3. За вмістом планктонних клітин досліджувані штами розташовані у наступний ряд: P. aeruginosa PA01pJN2133 > P. aeruginosaPA01 > P. aeruginosa PA01 ΔwspF1.
4. Встановлено, що характер впливу сигнального хінолону та його синтетичних аналогів на утворення біоплівки залежить від вмісту внутрішньоклітинного цикло-ди-ГМФ.  Усі досліджені сполуки стимулювали формування біоплівки у P. aeruginosa PA01 і P. aeruginosa PA01 pJN2133, але пригнічували його у P. aeruginosa PA01 ΔwspF1.
5. Вміст планктонних клітин за дії PQS та його синтетичних аналогів майже у всіх випадках був нижчим за контрольні значення. Більш виразне зменшення даного показника спостерігалося у разі аналогів з більшою ніж у PQS довжиною алкільного замісника – С8Q, С9Q і С11Q.
6. Синтетичні аналоги PQS зі зменшеною довжиною алкільного замісника слабко впливали на відкріплення клітин P. aeruginosa усіх штамів від зрілої біоплівки. 
7. Сполуки   С3Q, іС3Q та С5Q здатні руйнувати зрілі біоплівки P. aeruginosa PA01 і P. aeruginosa PA01 ΔwspF1, зменшуючи їх масу у 1,5-1,9 рази. Однак вони не впливали на зрілу біоплівку P. aeruginosa PA01pJN2133.
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