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Вступ
Система глобальної відповіді клітини на дію пероксиду водню як 

оксиданту вперше була виявлена в Езскегіскіа соїі [1]. Інкубація бактерій з 
пероксидом водню низьких концентрацій робить ці бактерії резистентними 
до дії високих доз оксиданту, що до цього були летальними. Адаптивна 
відповідь кишкової палички у цьому випадку залежить від синтезу певних 
білків, які об’єднані до регулону охуК [2]. Одним із ключових ферментів 
цього регулону є каталаза. Як відомо, Е. соїі продукує дві форми каталази: 
біфункціонапьну катапазу-пероксидазу НРІ і монофункціонапьну катапазу 
НРІІ [3]. Обидва ферменти очищені і охарактеризовані як такі, що є несхо
жими на типові каталази. Відрізняються вони також один від одного за 
властивостями, кристалічною структурою, будовою молекул, а також 
способами індукції генів, які їх кодують. Так, експресія гена каїС (каталаза 
НРІ) знаходиться під контролем сенсора оксидативного стресу ОхуК. 
Синтез каталази НРІІ, яка кодується геном каїЕ, контролюється альтернат
ивним о5 фактором, субодиницею РНК-полімерази [4-6].

У попередніх дослідженнях нами було виявлено два оптимуми актив
ності каталази в кислому та нейтральному діапазоні значень рН у препа
ратах частково зруйнованих бактерій Е. соїі [7; 8]. З метою подальшої 
характеристики і можливої диференціації двох виявлених піків досліджено 
вплив оксидативного стресу, індукованого пероксидом водню, на актив
ність каталази з двома рН-оптимумами.

Матеріали та методи
Штами Езскегіскіа соїі К3400 (К12, теіВ)\ АВ1157 (К12, Р ~ ікг-1 

ІеиВб ргоА2 кіз-4 ікі-1 аг%Е2 ІасУІ %аІК2 грзі зирЕ44 ага-14 хуІ-15 тіі-і 
ізх-33) люб’язно надані д-ром І.В.Андреєвою (Інститут епідеміології та 
мікробіології ім. Гамалеї РАМН, Росія) та СІМ202 (НІтН Лі-1 каіС17::Тп!0) -  
д-ром П.Лоевеном (Манітобський університет, Канада).

Живильне середовище. Культури Е. соїі вирощували в середовищах 
виробництва АОЗТ “Макрохім” (м. Київ, Україна), що містило 4,32 г/л 
суміші амінокислот, 5,44 г/л ферментативного пептону, 5,11 г/л хлориду 
натрію, 0,13 г/л карбонату натрію (рН 7,0). Середовище стерилізували 
автоклавуванням у паровому стерилізаторі ВК-75 (СРСР) при температурі 
121°С протягом 20 хв.

Умови культивування. Для досліджень відповідні об’єми нічної куль
тури, вирощеної в умовах глибинного культивування (стаціонарна фаза), 
розводили 1:100 стерильним бульйоном та вирощували при 37°С за умов 
аерації протягом 4-5 год (середина експоненційної фази) до досягнення

Вісник Прикарпатського університету. Серія Біологія Випуск III.

© Г Семчишин, Т.Багнюкова 124



оптичної густини приблизно 0,45 одиниць при довжині хвилі 600 нм. Після 
цього отриману культуру розводили в чотири рази свіжим бульйоном, на
грітим до 37°С. Відбирали аліквоти отриманої суспензії, до якої додавали 
5-100 мкМ (всюди вказані кінцеві концентрації) пероксиду водню з 
наступною інкубацією при 37°С протягом відповідних проміжків часу до 
60 хв. Після цього клітини збирали центрифугуванням при 3000 § протя
гом 10 хв на центрифузі РС-6 (СРСР). Бактерії двічі промивали 50мМ ка- 
лій-фосфатним буфером з 0,5мМ ЕДТА (рН 7,0) та ресуспендували у від
повідному об’ємі того ж буферу. При розведенні робочої суспензії інтакт
них клітин у 100 разів оптична густина цієї суспензії при довжині хвилі 
600 нм становила 0,25-0,3 одиниці, що відповідало приблизно 107 клітин/ мл.

Визначення активності каталази. Активність каталази визначали 
спектрофотометричним методом при температурі 25°С за допомогою 
спектрофотометра СФ-46 (ЛОМО, Ленінград, СРСР), обладнаного термо- 
статованим кюветоутримувачем. Використовуючи властивість молекул 
пероксиду водню -  субстрату каталази вільно проникати через плазматичні 
мембрани, каталазну активність визначали в нативних клітинах [7]. Розпад 
пероксиду водню реєстрували при довжині хвилі 240 нм у пробі об’ємом 2 
мл, що містила ЮмМ пероксиду водню, 0,5мМ ЕДТА, 50мМ калій-фосфат- 
ного буферу (рН 7,0) і 20 мкл суспензії нативних клітин. Як контрольну 
використовували пробу, що містила всі перелічені компоненти, окрім 
пероксиду водню. Реакцію починали внесенням у кювету суспензії клітин. 
Для розрахунків використовували молярний коефіцієнт екстинкції для 
пероксиду водню 39,4 М ‘см'1 [8]. Ферментативну активність виражали як 
зміну величини оптичного поглинання проби при довжині хвилі 240 нм за 
1 хв. При цьому активність нормували до оптичної густини суспензії 
нативних бактерій при довжині хвилі 600 нм.

Статистична обробка. Статистичну обробку проводили за допомо
гою комп’ютерної програми МУТЧОУА [9].

Результати та обговорення
У попередніх дослідженнях нами була описана модифікація рН-чут- 

ливості каталази Е. соїі К.5400, отримана після руйнування клітин, а також 
як результат зміни кислотності середовища культивування, було виявлено 
два піки активності каталази при значеннях рН 3,5 та 7,0 [7; 8]. У цих же 
дослідах було попередньо показано, що співвідношення активності ката
лази з двома рН-оптимумами змінюється внаслідок дії оксидативного стре
су. Відомо, що Е. соїі відповідає на присутність екзогенного пероксиду 
водню синтезом додаткових молекул каталази НРІ, причому гідроперокси- 
даза НРІІ не індукується оксидативним стресом [2; 3]. Для детальнішої 
характеристики і можливої диференціації двох піків активності каталази 
вивчали динаміку активності ферменту при рН 3,5 та 7,0 за умов окси
дативного стресу. Рис. 1 демонструє вплив інкубації бактерій з пероксидом 
водню різних концентрацій протягом 10 хв. У результаті цього активність

Г.Семчишин, Т.Багнюкова. Вплив оксидативного стресу на активність каталази з двома
рН-огттимумами в ЕвсНегісНіа соїі

125



каталази, що визначали при рН 7,0 і 3,5, зросла відповідно в 1,5 та 3,5-4,0 
рази. В обох випадках максимальний ефект досягався при концентрації 
пероксиду водню 10 мкМ. Збільшення часу дії оксидативного стресу з 10 
хв до 20 хв тільки незначно змінило картину (рис. 2, 3). У цьому випадку 
залежність активності при рН 7,0 від кількості екзогенного пероксиду 
водню була подібною. Максимальна ж величина зростання активності 
кататази при рН 3,5 становила 300% відносно контролю. Але в обох випад
ках активність у стресованих клітинах у порівнянні з контролем (початкова 
точка, рис. 2 і 3) була вищою в кілька разів. Оскільки ми не знайшли 
принципової різниці між індукцією каталази різними концентраціями 
пероксиду водню в межах від 5 мкМ до 100 мкМ (рис. 1), було цікаво 
дослідити часову динаміку активності каталази при рН 3,5 і 7,0. Рис. 4 і 5 
демонструють підвищення активності ферменту при обох рН уже на 
перших 10 хв інкубації з 20 мкМ пероксидом водню. 1 знову активність 
каталази з оптимумом при рН 7,0 демонструвала стабільну тенденцію до 
зростання протягом 60 хв інкубації (рис. 4). У той же час активність ката
лази з кислим рН-оптимумом достовірно зросла до 200-240% і була ста
більною протягом усього досліджуваного періоду (рис. 5). Причому для 
підвищення активності каталази з оптимумом при рН 3,5 було достатньо 
кількох секунд дії стресора. Проте, як і в попередніх дослідах, активність 
при рН 3,5 була втрачена повністю при спробі зруйнування клітин. У той 
же час активність каталази зруйнованих клітин при рН 7,0 стала вищою 
приблизно на 40% від активності нативних цілісних клітин. Втрата 
активності каталази в діапазоні кислих рН при руйнуванні клітин дає 
можливість висловити припущення, що ця активність пов’язана з функ
ціонуванням певного мембранного компонента. Для функціонування цього 
компонента необхідний синтез білка, оскільки активація “кислої” каталази 
оксидативним стресом блокується хлорамфеніколом, інгібітором синтезу 
білка у прокаріотів. Припускається, що цей мембранний комплекс входить 
до складу регулону охуК [2; 4; 5], оскільки він активується екзогенним 
пероксидом водню. Крім того, його активація внаслідок оксидативного 
стресу не виявлена в Е. соїі 11М202, який є дефіцитним за каталазою НРІ. 
Не виявлена активність каталази з оптимумом при рН 3,5 і в Е. соїі 
АВ1157, що продукує обидві форми каталази і, як передбачається, має 
дефект мембрани [10]. Однак описані генетичні характеристики цього 
штаму не дають можливості ідентифікувати ген, відповідальний за 
активність “кислої” каталази.
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Рис. 1. Каталазна активність Е. соїі К8400, яку визначали 
при значеннях рН 3,5 (крива 1) та 7,0 (крива 2), за дії оксидативного стресу, 
індукованого пероксидом водню різних концентрацій протягом 10 хв. 

Представлено дані типового експерименту

[Н20 2]. мкМ

Рис. 2. Каталазна активність Е. соїі К8400, яку визначали при рН 7,0, за дії 
оксидативного стресу, індукованого пероксидом водню різних концентрацій 

протягом 20 хв, п=3-4.
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Рис. 3. Каталазна активність Е. соїі К8400, яку визначали при рН 3,5, за дії 
оксидатнвного стресу, індукованого пероксидом водню різних концентрацій 
протягом 20 хв. ‘Достовірно відмінне від активності каталази в клітинах без 

індукції оксидативного стресу з Р<0,05 та “ Р<0,01, п=3-4.

0 10 20 ЗО 40 50 60
Час, хв

Рис. 4 Каталазна активність Е. соїі К8400, яку визначали при значенні рН 7,0, за 
дії оксидативного стресу, індукованого 20 мкМ пероксидом водню протягом 

різного часу, п=5-7.
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Рис 5 Каталазна активність Е. соїі К8400, яку визначали при рН 3,5, за дії 
оксидативного стресу, індукованого 20 мкМ пероксидом водню протягом різного 

часу. ‘Достовірно відмінне від активності каталази в клітинах без індукції 
оксидативного стресу з Р<0,05 та “ Р<0,01, п=5-7.
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Т\УО РН-ОРТІМЕІМ5 ПМ Е5СНЕКІСНІА СОП 
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Е. с о ї і .  Піе а с іт б е з  бетопзігаїесі ОіГГегепІ асііуаііоп аз Ше гезиіі оГ НусІго£еп регохісіе 
еїТесІ. II «аз зи^сзіеб (Не асііуііу \уіі)і ас ні шахішиш із аззосіаіеб «Ції зогпе тетЬгапе 
ргоіеіп сотропепі алеї ге^иіаіеб Ьу ОхуК Гасіог.

Ю р ій  Д е м 'я н ч у к ,  О л е к с а н д р а  А б р а т

ВПЛИВ РІЗНИХ РІВНІВ КИСНЮ НА РІСТ БАКТЕРІЙ
Е 5 Н Е К І С Н І А  С О Н  ШТАМІВ МС4100, С8071 ТА С8047

Кисень є фактором, без якого неможливе існування більшості біоло
гічних систем. Він бере участь в обміні речовин та енергії, без нього 
неможливе функціонування різних метаболічних шляхів. Найголовнішим 
процесом, в якому бере участь кисень, є дихання. Воно спряжене з окис
ним фосфорилюванням, а останнє, в свою чергу,- з перенесенням ефект- 
ронів через електронно-транспортний ланцюг (ЕТЛ). При перенесенні 
електронів через ЕТЛ, частина їх може виходити з нього і вступати в 
реакції, що ведуть до утворення активованих форм кисню (АФК) [4; 7]. До 
них, зокрема, належать супероксид-аніон (0 2') та пероксид водню (Н20 2). 
АФК -  речовини, що здатні пошкоджувати більшість компонентів живої 
клітини [3; 4; 7]. Це говорить про те, що кисень виступає не тільки як 
акцептор електронів у процесі окисного фосфорилювання, але і як потужне 
джерело ендогенного оксидативного стресу.

У процесі еволюції живі організми виробили власні механізми захисту 
від АФК. Ці механізми скеровані на детоксикацію вільних радикалів, що 
постійно утворюються в клітині як побічні продукти деяких біохімічних 
процесів [7]. Детоксикація 0 2~та Н20 2 відбувається за такою схемою:

0  -  супероксиддисмугаза ^  0  каталаза І - ^ О  +  О 2

н2о2 катілаза.> н2о + 02

Супероксиддисмутаза (СОД) та каталаза є ключовими ферментами 
антиоксидантного захисту.
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