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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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У Е. соїі гени, які кодують Мп-СОД та каталазу НРІ, входять до 
регулонів ЕохЯЗ (СОД) та ОхуЯ (каталаза) [7; 8]. Активація регулонів 
5охК5 та ОхуЯ спостерігається внаслідок підвищення рівнів 0 2 '  та Н20 2 
відповідно [1; 6]. У світлі цієї проблеми особливу цікавість представляє 
вивчення організмів, які не здатні синтезувати ті чи інші ферменти анти- 
оксантного захисту.

Виходячи з цього, ми поставили за мету дослідити характеристики 
росту культур Е. соїі штамів МС4100 та 08071, С8047, що є дефектними за 
генами з ох Я та охуЯ відповідно.

Матеріали і методи
У роботі використовували бактерії ЕзсИегісИіа соїі штамів МС4100 

(агаОІЗЯАІїНі грзЬ150 ) ІЬВЗЗОІ А(Іас\Л39) сіеоС7різЕ25), 08071 (М54100 
АзохЯБ-2Іс22052)с2204::ТпЮ гап), 08047 (М54100 АохуЯ::кап), які були 
люб’язно надані Національним інститутом здоров’я та розвитку людини 
(США).

Бактерії вирощували в поживному середовищі для культивування бак
терій виробництва “НДІ поживних середовищ” (м. Махачкала, Росія), яке 
містить 10,05г/л панкреатичного гідролізату кільки і 4,95г/л хлориду 
натрію (рН=7,2 + 0,2). Для цього готували середовище з 1,5%-ним вмістом 
поживного бульйону. Нічна культура росла протягом 18 годин в умовах 
глибинного культивування при температурі 37°С.

Для дослідження відповідний об’єм нічної культури розводили сте
рильним бульйоном у співвідношенні 1:50. Після розведення нічної куль
тури суспензію клітин вирощували за умов глибинного культивування, 
аерації та оксигенації.

Протягом лаг-фази і експоненційної фази росту культури оптичну гус
тину визначали через кожні 15 хв, а після виходу на стаціонарну фазу -  
через кожні ЗО хв за допомогою фотоелектроколориметра при довжині 
хвилі 670 нм.

Середній час подвоєння клітин і продовженість лаг-фази розрахову
вали за формулами:

Ю Дем яичук, О.Абрат. Вплив різних рівнів кисню на ріст бактерій ЕзИегісНіа соїі
штамів тс4100, £5071 та £5047

Т = і * 1§ 2 / (1§п -  1§п0), де:
Т -  середній час подвоєння клітин, хв;
І -  продовженість експоненційної фази, хв;
По, п -  концентрація клітин на початку і в кінці експоненційної фази 

відповідно.

Ь = І -  (І£П -  1§По) Т/1§2, де:
Ь -  продовженість лаг-фази, хв;
По -  концентрація клітин на початку культивування; 
п -  концентрація клітин у момент часу І;
Т -  середній час подвоєння клітин, хв.
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Результати та обговорення
Кишкова паличка, яка є представником нормальної мікрофлори киш- 

ківника людини і тварин, належить до факультативних анаеробів, тобто 
може жити як за наявності, так і за відсутності кисню [2; 6]. Проте наяв
ність кисню в різних концентраціях неоднозначно впливає на ріст бак
терій, що відрізняються за генетичними характеристиками. Наочним по
казником останнього є результати проведених нами досліджень.

Таблиця 1 Показники середнього часу поавосннн клітин в експонениійній фазі 
розвитку культури (Т) та подовженості лаг-фази (І.) культур £. соїі штамів 

МС4100, С8071 та С8047 за різних умов культивування

Умови
культивування

Штами Е. соїі
МС4100 08071 08047
Т, хв Ь, хв Т, хв Ь, хв Т, хв Ь, хв

Глибинне
культивування

247 18 200 20 185 27

Аерація 74 44 76 129 74 63

Оксигенація 88 55 85 175 74 70

Вивчено вплив різних рівнів кисню в середовищі культивування на 
ріст штамів ЕзсНегісИіа соїі МС4100 (дикий тип) та 08071, 08047, які є 
похідними від попереднього і дефектними за регулонами 5охК8 і ОхуЯ. Як 
видно з рис. 1, у штаму МС4100 продовженість лаг-фази за умов оксиге- 
нації (крива 3) та аерації (крива 2) становить відповідно 44 хв та 55 хв. 
Швидкість росту оксигенованої культури теж, практично, не відрізняється 
від такої, що вирощена за умов аерації. Це може свідчити про те, що 
концентрація кисню в культуральному середовищі оксигенованої культу
ри, будучи більшою за концентрацію в аерованій, все ж недостатня для 
суттєвого підвищення рівня вільнорадикального фону в клітинах дикого 
штаму. Це може свідчити про те, що дикий штам має потужну систему 
знешкодження вільнорадикальних форм.
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Рис І. Криві росту Е. соїі МС4100 за умов: 1 -  глибинного культивування;
2 -  аерації; 3 -  окснгенацїі.
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Рис 2. Криві росту Е. соїі С8071 за умов: 1 -  глибинного культивування;
2 -  аерації; 3 -  оксигенації.
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Рис. 3. Криві росту Е. соїі С8047 та умов: 1 -  глибинного культивування;
2 -  аерації; 3 -  окснгенації.
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Швидкість росту культури Е. соїі МС 4100, що знаходилася в умовах 
глибинного культивування (крива 1), на експоненційній фазі нижча, ніж за 
двох вищевказаних умов. Цього слід було очікувати, оскільки за даних 
умов унеможливлюється функціонування аеробних ферментів енергетич
ного обміну, що різко знижує ефективність використання високоенерге
тичних субстратів.

Доцільним є вивчення штамів С8071 та 08047, що дефектні за біл- 
ками-сенсорами оксидативного стресу 8охК та ОхуК. відповідно. Нами 
встановлено, що в порівнянні з диким штамом продовженості лаг-фаз 
оксигенованої і аерованої культур штаму 08071 (рис. 2, криві 2 і 3) є 
більшими, чого не можна сказати про культуру, вирощену за умов обме
женого доступу кисню (рис. 2, крива 1), яка перебувала у лаг-фазі тільки 
20 хвилин. Це демонструє низьку адаптивну здатність штаму до під
вищеного вмісту кисню в культуральному середовищі, що, на нашу думку, 
безпосередньо пов’язано з регуляцією 5охК8 регулону [8].

Цікавим видається той факт, що характер змін показників росту 
оксигенованої (рис. З, крива 3) і аерованої (рис. З, крива 2 ) культур штаму 
С8047 відрізняються від аналогічних показників штаму 08071. Це видно з 
того, що тривалість лаг-фази при аерації штаму 08047 (АохуК) приблизно 
у 2 рази, а при оксигенації -  у 2,5 раза менша від показників штаму 08071 
(ДзохК). Це може пояснюватися тим, що існує альтернативний шлях 
активації регулону ОхуК. Ми також не можемо виключити участь інших 
форм каталази у знешкодженні молекул пероксиду водню, які утворю
ються внаслідок інтенсивного аеробного метаболізму [7].

Характеристику даних трьох штамів значною мірою доповнюють 
показники середнього часу подвоєння клітин на експоненційній фазі роз
витку (табл. 1). Варто зазначити, що цей показник є маркером інтенсив
ності метаболізму, який інгібується продуктами вільнорадикальних про
цесів у клітині. Якщо мова йде про оксидативний стрес, то в міру зни
ження цього показника ми можемо робити припущення про підвищення 
рівня АФК.

Висновки
Як свідчать отримані дані, досліджені штами відрізняються за толе

рантністю до кисню. Чутливість дикого штаму МС4100 до підвищеного 
рівня кисню в середовищі виявилась найменшою в порівнянні з похідними 
від нього штамами. Це підтверджує значну роль цілісності системи антиок
сидантного захисту, оскільки результатом відсутності хоча б однієї з її ла
нок є зниження адаптивної здатності штаму до дії на нього кисню у висо
ких концентраціях.
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ВПЛИВ ІОНІВ ЗАЛІЗА НА ПОКАЗНИКИ ОКСИДАТИВНОГО 
СТРЕСУ І АКТИВНІСТЬ АНТИОКСИДАНТНИХ ФЕРМЕНТІВ У 

ДРІЖДЖІВ 8АССНАКОМУСЕ8 СЕКЕУІ8ІАЕ

Кисень є важливим елементом у живих системах, зокрема, він відіграє 
роль кінцевого акцептора електронів у дихальному ланцюгу. Але викорис
тання його в клітині має не тільки позитивний характер. У процесі метабо
лізму можуть утворюватися активовані форми кисню (АФК), такі, як 
супероксид-аніон, пероксид водню, гідроксильний радикал, підвищення 
рівня яких у клітині викликає оксидативний стрес [8]. АФК пошкоджують 
різні компоненти клітини -  білки, ліпіди та ДНК. При цьому в клітині 
накопичуються продукти окисної модифікації даних сполук. Ліпіди окис
люються до пероксидів, одним із кінцевих продуктів катаболізму яких є 
малоновий диальдегід. Ці кінцеві продукти визначаються за допомогою 
реакції з тіобарбітуровою кислотою (ТБК-активні продукти -  ТБКАП) [1].
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