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Проблематика. Pseudomonas aeruginosa – опортуністичний патоген, що характеризується високим 

рівнем вірулентності та віднесений до патогенів із критичним рівнем пріоритетності щодо необ-
хідності розробки нових антимікробних препаратів. Вплив на фактори вірулентності є одним із пер-
спективних напрямів створення антимікробних препаратів. 
Мета. Дослідити антивірулентні властивості похідного аміноадамантану 4-(адамантил-1)-1-(1-
амінобутил)бензолу щодо P. aeruginosa.  

Методика реалізації. Мінімальну інгібуючу концентрацію (МІК) 4-(адамантил-1)-1-(1-амінобу-
тил)бензолу (шифр АМ-166) щодо клінічного тест-штаму P. aeruginosa 449 визначали загальноприй-
нятим методом серійних мікророзведень. Для визначення впливу АМ-166 на експресію генів прово-
дили кількісну полімеразну ланцюгову реакцію в реальному часі. Вивчали синтез піоціаніну, 
гемолітичну та протеазну активність і рухливість P. aeruginosa за впливу AM-166. 
Результати. Отримані дані свідчать, що МІК сполуки АМ-166 становить 100 мкг/мл. За дії АМ-166 
(0,5 МІК) відзначено зниження транскрипційної активності генів lasI, lasR, pqsR, aprA, exoA, exoS та 
збільшення експресії гена rhlR. Встановлено, що АМ-166 не змінює експресію гена toxA. АМ-166 
збільшує продукцію піоціаніну, не впливає на протеазну активність, пригнічує гемолітичну ак-
тивність і рухливість P. aeruginosa 449.  

Висновки. Похідне адамантану АМ-166 порушує функціонування систем Quorum sensing і віру-
лентність P. aeruginosa, змінює транскрипційну активність генів, що регулюють синтез факторів 
вірулентності. 

Ключові слова: похідне адамантану; Pseudomonas aeruginosa; експресія генів; Quorum sensing; фактори 
вірулентності. 

 

Вступ 

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) – грам-

негативна бактерія, присутня в різних екологіч-

них нішах, включаючи ґрунт і воду. Вона коло-

нізує різні живі організми та є умовно-патоген-

ним збудником, однак становить небезпеку для 

пацієнтів із ослабленим імунітетом [1, 2]. У 

2017 р. Всесвітня організація охорони здоров’я 

віднесла P. aeruginosa до групи з критичним 

рівнем пріоритетності щодо необхідності роз-

робки нових антимікробних препаратів. Синьо-
гнійна паличка – представник групи ESKAPE 

(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Kleb-
siella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, P. aeru-
ginosa, Enterobacter spp.), характеризується при-

родною стійкістю до широкого спектра проти-

мікробних агентів. Небезпека P. aeruginosa ви-

значається унікальними характеристиками, се-

ред яких генетична пластичність, що забезпе-

чується регуляторними генами (геном клітини 

5–7 млн п.н.), прогресуюча резистентність до 

антимікробних препаратів (АМП) і здатність до 

прямого пошкодження тканин організму зав-

дяки арсеналу патогенетичних факторів (адге-

зинів, ферментів, токсинів тощо) [1, 3]. 

Патогенність P. aeruginosa контролюється 

Quorum sensing (QS) системами LasI/LasR, 

RhlI/RhlR, PQS та IQS, які ієрархічно взаємо-

пов’язані. Система Las позитивно регулює фун-

кціонування трьох інших систем, IQS активує 

систему PQS, остання впливає на Rhl-систему. 

Rhl-система негативно регулює PQS. Сигналь-

ними молекулами (аутоіндукторами) у Las і Rhl 

системах є два ацил-гомосеринових лактони 
(АГЛ) – 3-оксо-додеканоїл-L-гомосерин лак-
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тон (3-oxo-C12-HSL) і N-бутаноїл-L-гомосерин 

лактон (C4-HSL), тоді як PQS-система вико-

ристовує алкіл-4(1H)-хінолони (AQ), які вклю-
чають дві молекули – 2-гептил-гідрокси-1H-

хінолін-4-он (PQS) і його попередник 2-геп-

тил-4(1H)-хінолон (HHQ). Інтегрована система 

QS (IQS) як аутоіндуктор використовує 2-(2-

гідроксифеніл)-тіазол-4-карбальдегід [4, 5]. Си-

стеми QS P. aeruginosa відіграють ключову роль 

на всіх етапах розвитку інфекційного процесу, 

включаючи адгезію, колонізацію тканин орга-

нізму людини, інвазію, розвиток запального 

процесу, а також в ухиленні збудника від 

імунного захисту та резистентності до анти-

мікробних препаратів. Адгезія мікроорганізмів 

до тканин, їх колонізація та поширення бак-

терій по організму забезпечуються джгутиками 

(swimming-міграція) та пілями IV типу (twitching-
міграція). Завдяки пілям і джгутикам P. aeru-
ginosa переміщується у в’язкому середовищі 

(swarming-міграція) [6] та колонізує легені па-

цієнтів із муковісцидозом [7].  

На етапах інвазії, розвитку запального 

процесу та при ухиленні збудника від імунного 

захисту важливу роль відіграють численні фак-

тори вірулентності. У QS-системі Las-синтаза 

LasI активує рецептор LasR, який є регулято-

ром експресії генів, асоційованих із формуван-

ням біоплівки, продукцією LasA-протеази, 

LasB-еластази, Apr-алкалін-протеази, гемолізи-
нів та екзотоксину А. Подібним чином система 

Rhl через синтазу RhlI активує рецептор RhlR і 

продукцію LasB-еластази, піоціаніну, рамнолі-

підів, ціаніду водню (HCN), сидерофорів, а та-

кож регулює рухливість мікроорганізмів. Сис-

тема PQS модулює експресію генів, що беруть 

участь у плівкоутворенні, рухливості, HCN, 

лектинів, рамноліпідів, піохеліну та піовердину. 

Також PQS забезпечує уникнення збудника від 

імунного захисту макроорганізму та індукує 

лізис нейтрофілів і макрофагів [3, 5, 8]. Про-

дукція клітинами P. aeruginosa протеаз (еласта-

зи, лужної протеази), феназинів (піоціаніну), 

токсинів (екзотоксину А), рамноліпідів та ціа-

ністого водню призводить до деструкції клі-

тин/тканин хазяїна через порушення проник-

ного бар’єра та пригнічення синтезу білка. 

З урахуванням ролі факторів вірулентності 

та регуляторних механізмів бактерій у розвитку 

інфекційного процесу, поширення стійких до 

антимікробних препаратів штамів мікроорганіз-

мів останніми роками велика увага приділя-

ється дослідженню лікарських засобів, які ви-

являють антивірулентні властивості. Саме вплив 

на фактори вірулентності патогенів нині роз-

глядається як один із перспективних напря-

мів лікування пацієнтів з інфекційними захво-

рюваннями, спричиненими полірезистентними 

штамами мікроорганізмів, оскільки він може 

підвищити чутливість бактерій до АМП та 

ефективність антибіотикотерапії при інфекцій-

них процесах [9–11]. 

У цьому плані на увагу заслуговують по-

хідні адамантану, які характеризуються широ-

ким спектром біологічної активності та вже 

протягом тривалого часу застосовуються в клі-

нічній практиці [12, 13]. Зокрема, є багато до-

сліджень, які підтверджують, що адамантанвміс-

ні сполуки виявляють виразну інгібуючу дію 

щодо метицилінрезистентного S. aureus (MRSA), 

Propionibacterium acnes, Enterococcus faecalis та 

грибів Candida albicans [12–15]. Похідні ада-

мантану здатні підвищувати чутливість тест-

штамів до антимікробних препаратів [14]. Дані 

літератури щодо антивірулентних властивостей 

сполук, які містять адамантильний радикал, 

обмежені [16, 17].  

Це спонукало нас зосередити увагу на дії 

похідного адамантану на QS-системи (Las, Rhl, 

PQS), які регулюють синтез факторів вірулент-

ності P. аeruginosa і забезпечують адгезію, інва-

зію й утворення екзотоксинів.  

Метою нашої роботи роботи було встанов-

лення антивірулентних властивостей похідного 

аміноадамантану 4-(адамантил-1)-1-(1-амінобу-

тил)бензолу щодо P. aeruginosa. 

Матеріали та методи 

Досліджувані речовини. У дослідженні ви-

користано похідне аміноадамантану 4-(адаман-

тил-1)-1-(1-амінобутил)бензол (шифр АМ-166). 

Сполука АМ-166 синтезована на ПАТ НВК 

“Борщагівський ХФЗ” (Україна). Для прове-

дення експериментів адамантанвмісну речовину 

розчиняли в 10 % диметилсульфоксиді, концен-

трація вихідного розчину становила 1 мг/мл.  

Мікроорганізми. Експерименти проведені з 

використанням клінічного тест-штаму P. aerugi-

nosa 449, виділеного від хворого гнійно-запаль-

ним процесом. Культура є резистентною до дії 

цефепіму; помірночутливою до дії цефтриаксо-

ну, цефотаксиму, меропенему; чутлива до аз-

треонаму, цефоперазону, ципрофлоксацину, 

гентаміцину й амікацину.  

Визначення мінімальної інгібуючої концентра-
ції (МІК). МІК визначали методом серійних 
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мікророзведень у рідкому живильному середо-

вищі згідно з [18]. 

Утворення піоціаніну. Синтез піоціаніну 

P. aeruginosa за впливу AM-166 здійснювали 

згідно з [19]. Концентрації сполуки становили: 

0,15, 0,5 та 2,0 MIК. Експерименти проводили, 

використовуючи живильне середовище King A. 

Культуру (106 КУО/мл) зі сполукою інкубували 

24 год за 37 С та центрифугували за 3000 об/хв 

упродовж 20 хв. До супернатанту додавали 3 мл 

хлороформу, ретельно перемішували та витри-

мували протягом 10 хв за кімнатної температу-

ри. Шар із хлороформом (блакитного кольору) 

відбирали та додавали 1 мл 0,2 М HCl. Реекст-

рагований шар із HCl (червоного кольору) пе-

реносили в полістиролові планшети та вимі-

рювали оптичну густину (OD) на Adsorbance 

Microplate Reader ELx×800 (ВіоТek, США) за 

довжини хвилі 540 нм. Концентрацію піоціа-

ніну (С) розраховували за формулою 

С мг/л = OD540  17,072. 

Густину інокуляту визначали у 5 мл 0,9 % роз-

чину NaCl за довжини хвилі 600 нм. Для пере-

рахування вмісту піоціаніну на кількість бак-

теріальних клітин застосовували співвідношен-

ня OD540/OD600. 
Гемолітична активність. Вплив АМ-166 на 

гемолітичну активність тест-штаму P. aeruginosa 

здійснювали згідно з [20]. Культури, вирощені 

впродовж 24 год (37 С) на LB-агарі зі спо-

лукою або без неї (контроль), доводили до 

оптичної густини OD630 = 0,4 у LB-бульйоні 

та центрифугували (6000 об/хв, 5 хв). Отрима-

ний супернатант змішували з еритроцитами 

(108 клітин/мл) у співвідношенні 1:1 та інку-

бували впродовж 2 год за 37 С. Нелізовані 

еритроцити осаджували за 4000 об/хв протягом 

5 хв. Кількість вивільненого гемоглобіну в су-

пернатанті оцінювали на Adsorbance Microplate 

Reader ELx×800 (ВіоТek, США) за довжини 

хвилі 540 нм. Позитивним контролем слугували 

еритроцити, лізовані 0,1 % розчином натрію 

додецилсульфату (SDS). 
Протеазна активність. Вплив похідного амі-

ноадамантану на протеазну активність P. aerugi-
nosa досліджували, використовуючи агар з 1,5 % 

казеїном [21]. Культуру бактерій вирощували в 

рідкому живильному середовищі TSB із дода-

ванням досліджуваної сполуки в концентрації 

0,15, 0,5 та 2,0 MІК або без неї (контроль). 

Тривалість інкубації – 18 год за 37 С. Після 

закінчення терміну інкубації нічну культуру 

(50 мкл) вносили в лунки агару та інкубували 

протягом 16–18 год за 37 С. Для виявлення 

зон протеолізу в чашки вносили 5,0 мл 5 % 

розчину трихлороцтової кислоти та витримува-

ли 3 хв за кімнатної температури. Діаметри зон 

протеолізу вимірювали штангенциркулем із точ-

ністю не менше 1,0 мм на темній матовій по-

верхні. 

Рухливість бактерій. Для встановлення 

здатності досліджуваної сполуки впливати на 

рухливість тест-штаму P. aeruginosa 16-годинну 

культуру інкубували зі сполукою АМ-166 (0,5  

та 2,0 МІК) протягом 30–45 хв за 37 С. До-

слідження здійснювали згідно з [22, 23]. 

Swimming-міграція. Здатність до swimming-мі-

грації вивчали, використовуючи агаризоване се-

редовище, що містило 1 % триптону, 0,5 % дріж-

джового екстракту, 0,5 % NaCl та 0,3 % агару. У 

чашки Петрі з агаризованим середовищем за 

допомогою проколу стерильною зубочисткою 

вносили суспензію клітин та інкубували протя-

гом 16–20 год за кімнатної температури. Рух-

ливість оцінювали за діаметром зони, утвореної 

бактеріями, які мігрували від точки інокуляції. 

Swarming-міграція. Swarming-міграцію визна-

чали на поверхні живильного середовища та-

кого складу: 1 % триптон, 0,5 % дріжджовий 

екстракт, 0,5 % NaCl, 0,5 % агар, 1 М MgSO4, 

0,5 % глюкози. Клітини бактерій вносили мік-

ропіпеткою (2 мкл) у верхню частину напів-

твердого агару, після чого інкубували протягом 

16–24 год за 37 C і вимірювали діаметри зон 

росту мікроорганізмів. 

Twitching-міграція. Twitching-міграцію бак-

терій досліджували, використовуючи середови-

ще, що містило 1 % триптону, 0,5 % дріжджо-

вого екстракту, 0,5 % NaCl та 1,0 % агару. Клі-

тини синьогнійної палички вносили на дно 

чашки через шар агару. Після інкубації протя-

гом 24–48 год за 37 C спостерігали зону росту 

на межі між агаром і поверхнею скла. Здатність 

бактерій до twitching-рухливості на поверхні 

скла оцінювали шляхом фарбування прикріп-

лених клітин P. aeruginosa розчином кристаліч-

ного фіолетового. 

Полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР). Ге-

номну ДНК екстрагували з 24-годинної культу-

ри клітин P. aeruginosa методом кип’ятіння [24]. 

Ампліфікацію генів P. aeruginosa проводили із ви-

користанням 2x ПЛР суміші (PCR-Mix M0207L, 

New England Biolabs). Кількість праймерів ста-

новила 5 пмоль. Екстраговану ДНК зі зразків 

додавали в кількості 5 мкл. Температурний ре-

жим ампліфікації встановлювали для кожної 

пари праймерів відповідно до табл. 1. 
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Таблиця 1: Праймери, використані в молекулярних дослідженнях  

Праймери Нуклеотидна послідовність (5’–3’) Посилання 

lasI (Fw) 
lasI (Rv) 

5’-CGCACATCTGGGAACTCA-3’ 
5’-CGGCACGGATCATCATCT-3’ 

[25] 

lasR (Fw) 
lasR (Rv) 

5’-CTGTGGATGCTCAAGGACTAC-3’ 
5’-AACTGGTCTTGCCGATGG-3’ 

[25] 

rhlR (Fw) 
rhlR (Rv) 

5’-GCCAGCGTCTTGTTCGG-3’ 
5’-CGGTCTGCCTGAGCCATC-3’ 

[25] 

pqsR (Fw) 
pqsR (Rv) 

5’-CTGATCTGCCGGTAATTGG-3’ 
5’-ATCGACGAGGAACTGAAGA-3’ 

[25] 

exoS (Fw) 
exoS (Rv) 

5’-GGCGGATGCGGAAAAGTAC-3’ 
5’-CTGACGCAGAGCGCGATT-3’ 

[26] 

toxA (Fw) 
toxA (Rv) 

5’-GGTAACCAGCTCAGCCACAT-3’ 
5’-TGATGTCCAGGTCATGCTTC-3’ 

[27] 

exoA (Fw) 
exoA (Rv) 

5’-GACAACGCCCTCAGCATCACCAGC-3’ 
5’-CGCTGGCCCATTCGCTCCAGCGCT-3’ 

[28] 

aprA (Fw) 
aprA (Rv) 

5’-GCTTCAGCCAGAACCAGAAGAT-3’ 
5’-TCGACACATTGCCCTTCAAC-3’ 

[29] 

rpsL (Fw) 
rpsL (Rv) 

5’-GCAACTATCAACCGACTGGTG-3’ 
5’-GCTGTGCTCTTGCAGGTTGTG-3’ 

[30] 

rpoS (Fw) 
rpoS (Rv) 

5’-CTCCCCGGGCAACTCCAAAAG-3’ 
5’-CGATCATCCGCTTCCGACCAG-3’ 

[31] 

16S рРНК (Fw) 
16S рРНК (Rv) 

5’-CTGTCGTCAGCTCGTGTTGT-3’ 
5’-TTCATGGAGTCGAGTTGCAG-3’ 

[32] 

Примітки. Fw – прямий праймер; Rv – зворотний праймер. 

Дослідження проводили в ампліфікаторі 

2720 (Applied Biosystems). Розділення продук-

тів ампліфікації здійснювали в 1,2 % агарозному 

гелі. 

Кількісна ПЛР у реальному часі (qRT-PCR). 
Загальну РНК виділяли з 24-годинної суспензії 

клітин P. aeruginosa, культивованих зі сполукою 

АМ-166 (0,5 МІК) або без сполуки за допомо-

гою Direct-zolTM RNA Miniprep Plus (Zymo 

Research). Реакційна суміш для qRT-PCR міс-

тила 10 мкл Luna Universal One-Step Reaction 

Mix (2X), 1 мкл Luna_WarmStart® RT Enzyme 

Mix, 10 пмоль кожного праймера (прямого та 

зворотного) (див. табл. 1) та 5 мкл РНК бакте-

рії. Ампліфікацію проводили за допомогою 

CFX96 Real-Time System (Bio-Rad, Німеччина). 

Експресію гена 16S рРНК, rpsL або rpoS роз-

глядали як внутрішній контроль. Відносний 

рівень експресії генів розраховували за 2-ΔΔСt-

методом [33]. 

Статистична обробка результатів. Для 

оцінки результатів досліджень використовували 

метод ANOVA і непареметричний метод Крас-
кела–Уолліса. Рівні експресії генів до та після 

впливу сполуки порівнювали за допомогою па-

рного t-тесту. p-значення менше 0,05 (p  0,05) 

вважалося значущим. Для аналізу даних вико-

ристовували програму STATISTICA, версія 10 

(StatSoft, США). Усі експерименти проводили 

не менш ніж у 3 повторах. 

Результати 

Отримані дані щодо чутливості тест-шта-

му P. aeruginosa 449 до похідного адамантану 

свідчать, що МІК сполуки АМ-166 становить 

100 мкг/мл.  

Вплив похідного адамантану на фактори 

вірулентності синьогнійної палички оцінено за 

продукцією піоціаніну, протеазною активністю, 

гемолітичною активністю, рухливістю бактерій 

та експресією генів за його дії. 

Детекція й експресія генів. Проведені дослід-
ження щодо детекції генів показали (рис. 1 а–в), 

що у тест-штаму P. aeruginosa 449 наявні гени: 

lasI, lasR, що регулюють функціонування Las-
системи QS, rhlR – системи Rhl, pqsR – PQS-

системи. 
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Рисунок 1: Електрофореграма продуктів ампліфікації з праймерами до генів: (а) lasI (176 п.н.), lasR (133 п.н.); (б) rhlR 
(160 п.н.); (в) pqsR (142 п.н.); (г) aprA (78 п.н.), exoA (397 п.н.); (д) toxA (352 п.н.); (е) exoS (121 п.н.); M – ДНК-маркер мо-

лекулярних мас 
 

  
Рисунок 2: Відносна експресія QS-асоційованих генів (2-ΔΔCt) 

у P. aeruginosa 449 за дії сполуки AM-166;  – AM-166;  – 

контроль; * – відмінності статистично достовірні порівня-

но з контролем (p  0,05) 

Рисунок 3: Відносна експресія генів, асоційованих із фак-
торами вірулентності P. aeruginosa (2-ΔΔCt) за дії сполуки 

АМ-166;  – AM-166;  – контроль; * – відмінності ста-

тистично достовірні порівняно з контролем (p  0,05)  
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Згідно з отриманими даними (рис. 1 г–е), 

у клінічного ізоляту P. aeruginosa 449 наявні ге-

ни aprA, exoA, toxA та exoS. 

Вплив АМ-166 на транскрипційну актив-

ність генів вивчали в субінгібуючій концентра-

ції (0,5 МІК). Встановлено, що сполука АМ-166 

впливає на Las-, Rhl- та PQS-системи QS 
P. aeruginosa 449 (рис. 2). За її дії відзначено 

зниження транскрипційної активності гена lasI 
у 3,2 разу, гена lasR – у 5,5 разу порівняно з 

контролем. Похідне адамантану АМ-166 знижує 

у 5,4 разу експресію гена pqsR, що регулює функ-

ціонування PQS-системи, експресія гена rhlR 
збільшується в 3,1 разу порівняно з контролем. 

Згідно з результатами проведених експери-

ментів (рис. 3), похідне адамантану знижує екс-

пресію гена aprA (у 2,5 разу), який регулює 

синтез лужної фосфатази у P. aeruginosa. 

За дії АМ-166 відзначено зменшення екс-

пресії генів exoA і exoS у 6,3 і 2,8 разу відпо-

відно. Згідно з отриманими даними, сполука 

АМ-166 не змінює транскрипційну активність 
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Рисунок 4: Продукція позаклітинних факторів вірулентності P. aeruginosa за дії AM-166; * – відмінності статистично до-

стовірні порівняно з контролем (p  0,05):   – 2,0 МІК,   – 0,5 МІК,   – 0,15 МІК (МІК – мінімальна інгібуюча 

концентрація) 

Таблиця 2: Вплив сполуки АМ-166 на рухливість P. аeruginosa 

Умови експерименту 
Зони рухливості мікроорганізмів, мм 

Swimming Twitching Swarming 

AM-166, 0,5 МІК 4,10 ± 0,24* 7,50 ± 0,76 7,50 ± 0,41* 

AM-166, 2,0 МІК 0 0 0 

Контроль  7,0 ± 0,05 9,0 ± 0,90 10,7 ± 0,40 

Примітки. 0 – зони відсутні; * – відмінності статистично достовірні порівняно з контролем (p  0,05); МІК – мінімальна 

інгібуюча концентрація. 
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гена toxA, його експресія не відрізняється від 

такої контролю. 

Синтез піоціаніну. Отримані результати 

свідчать (рис. 4), що адамантанвмісна сполука 

АМ-166 у субінгібуючих концентраціях збільшує 

продукцію піоціаніну штамом P. aeruginosa 449: 
за 0,15 МІК – на 17,1 %, за 0,5 МІК – на 48,6 % 

і за 2,0 МІК  на 54,0 % порівняно з контролем 

(у контролі значення вважалося за 100 %). 

Протеазна активність. Досліджувана спо-

лука не впливає на протеазну активність ви-

користаного штаму синьогнійної палички, змі-

ни діаметрів зон протеолізу відсутні (порівняно 

з контролем, р  0,05). 
Гемолітична активність. Отримані дані 

свідчать (див. рис. 4), що адамантанвмісна спо-

лука АМ-166 виразно пригнічує гемолітичну 

активність P. aeruginosa 449, пов’язану з поза-

клітинними гемолізинами. За її дії у концен-

трації 0,15 МІК продукція гемолізинів пригні-
чується на 82,0 %, за 0,5 МІК – на 50,1 %, за 

2,0 МІК – на 51,5 % (порівняно з контролем). 

Рухливість бактерій. Проведені досліджен-

ня показали, що рухливість клітин залежить від 

наявності джгутиків (swimming), пілей IV типу 

(twitching), а також їх сумісного впливу (swar-
ming): діаметри відповідних зон рухливості в 

контролі становили 7,0, 9,0 і 10,7 мм (табл. 2). 

Експериментально встановлено (табл. 2), 

що за дії похідного адамантану АМ-166 у субін-

гібуючій концентрації 0,5 МІК рухливість си-

ньогнійної палички за типом “swimming” змен-
шується в 1,7 разу, “swarming” – в 1,4 разу, 

“twitching” – в 1,2 разу порівняно з контролем. 

Виявлені зміни у twitching-міграції P. aeruginosa 

статистично не достовірні (p  0,05). 

Сполука АМ-166 у концентрації 2,0 МІК 

повністю пригнічує swimming-, twitching- і swar-
ming-рухливість P. aeruginosa.  

Вплив сполуки АМ-166 на експресію генів, 

що регулюють синтез факторів вірулентності 

P. aeruginosa, відображено на схемі (рис. 5). 

Таким чином, адамантанвмісна сполука 4-

(адамантил-1)-1-(1-амінобутил)бензол здатна по-

рушувати функцію систем QS, впливати на па-

тогенність синьогнійної палички, про що свід-

чать експресія генів і синтез QS-асоційованих 

факторів вірулентності. 
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Рисунок 5: Схема регуляторних шляхів синтезу факторів вірулентності P. aeruginosa за дії сполуки АМ-166. Вірулентність 

P. aeruginosa регулюється чотирма системами QS – LasI/LasR, RhlI/RhlR, PQS та IQS. Система Las позитивно регулює ін-

ші три системи, IQS активує, а Rhl пригнічує функціонування PQS. Остання активує функціонування Rhl. Рецептор LasR 
системи Las, зв’язуючись із аутоіндуктором 3О-C12-HSL, впливає на продукцію лужної фосфатази, екзотоксину А, LasA 
протеази та LasB еластази, які забезпечують протеазну активність P. aeruginosa. Система Rhl бере участь у продукції 
піоціаніну та рамноліпідів, PQS – екзоферментів. Роль у рухливості бактерій P. aeruginosa відіграє PQS-система QS [8]. 

Сполука АМ-166 впливає на функцію систем QS і вірулентність синьогнійної палички. Антивірулентний ефект похідного 
адамантану реалізується пригніченням експресії генів системи Las, PQS та факторів вірулентності  – aprA, exoA, exoS. За 

дії сполуки відзначено збільшення транскрипційної активності гена rhlR та продукції піоціаніну. Незважаючи на 
активацію системи Rhl, гемолітична активність P. aeruginosa зменшується за впливу АМ-166 

Обговорення 

Відомо, що мікроорганізми можуть трива-

лий час співіснувати з організмом хазяїна, не 

викликаючи захворювання, поки зміни у нав-

колишньому середовищі не спричинять їх про-

ліферацію та експресію факторів патогенності, 

що призводить до розвитку патологічного про-

цесу. Саме вірулентність мікроорганізмів, що 

розглядається як здатність адаптуватись до змін 

навколишнього середовища, відіграє важливу 

роль у захисті патогену від імунної системи. 

Синтез факторів вірулентності регулюється від-

повідними генами за QS-залежним механізмом 

передачі сигналів між клітинами. Малі сигналь-

ні молекули бактерій за високої щільності по-

пуляції можуть взаємодіяти з асоційованими 

рецепторами, що призводить до індукції екс-

пресії різних генів, пов’язаних із утворенням 

біоплівки та факторами патогенності. 

Формування біоплівки P. aeruginosa регу-

люється Las-, Pqs-, Rhl- та Iqs-системами QS, 

функції яких взаємопов’язані [34, 35]. Згідно з 

отриманими даними, за дії похідного адаманта-

ну АМ-166 у субінгібуючій концентрації транс-

крипційна активність генів lasI та lasR знижу-

ється, що свідчить про вплив сполуки на Las-

систему QS. Зміна експресії генів LasI/LasR-

системи може реалізовуватись пригніченням 

синтезу низки факторів вірулентності, зокрема 

лужної фосфатази й екзотоксину А. Підтвер-

дженням слугують дані щодо зниження за дії 

АМ-166 транскрипційної активності генів aprA 

і exoA. Отримані результати щодо експресії гена 
exoA є важливими, оскільки екзотоксин А – 

найбільш токсичний фактор вірулентності, ви-

являє цитотоксину дію, індукує імуносупресію 

тощо. Екзотоксин А (ExoA) активно вивіль-

няється бактеріями P. aeruginosa у зовнішнє 

середовище через систему секреції ІІ типу 
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Xcp (T2SS) [36], чинить як місцевий, так і сис-

темний вплив, транспортуючись через кров з 

інфекційного локусу. Екзотоксин А найбільш 

активно вражає легеневу тканину, паренхіму 

печінки, нирок, призводячи до некрозів, кро-

вовиливів і формування гострої чи хронічної 

дисфункції уражених органів тощо. 

В експериментах виявлено збільшення за 

дії похідного адамантану експресії гена rhlR си-

стеми RhlI/RhlR, що може реалізуватись акти-

вацією синтезу рамноліпідів, необхідного для 

диференціювання клітин біоплівки, формуван-

ня каналів й архітектури біоплівки, активацією 
однієї із 5 систем екскреції ендотоксинів – 

T2SS. Оскільки за дії АМ-166 спостерігається 

пригнічення синтезу позаклітинних і клітинно-

асоційованих гемолізинів, регуляція яких здійс-

нюється Rhl-системою, то механізм антисиньо-

гнійної активності сполуки може бути по-

в’язаний із впливом на всі три системи QS: 

Las, Rhl і PQS. З урахуванням того, що Las-
система впливає на IQS, IQS – на PQS-

систему, а PQS – на Rhl, то не виключений 

прямий чи опосередкований вплив адамантан-

вмісної сполуки і на четверту систему QS 
P. aeruginosa – IQS, що потребує подальших 

досліджень із відповідним аутоіндуктором. 

Про можливий вплив АМ-166 на різні лан-

ки QS свідчить підвищення продукції піоціаніну 

P. aeruginosa за його впливу. Отримані дані уз-

годжуються з дослідженнями K. Zhu et al. [37], 

які спостерігали накопичення піоціаніну в 

штамів P. aeruginosa за дії субінгібуючих кон-

центрацій антибіотиків різних груп (канаміци-

ну, хлорамфеніколу, норфлоксацину, карбені-

циліну та поліміксину В). Ефект препаратів 

пов’язують із відповіддю мікроорганізмів на 

стресовий чинник або з впливом на систему QS. 

Згідно з [38], зменшення вмісту піоціаніну за 

дії екзогенного 3-оксо-С12-АГЛ спричинено са-

ме негативним впливом на Rhl-ланку QS, що 

регулює утворення пігменту.  

У дослідженні виявлено вплив сполуки 

АМ-166 на PQS-систему, яка регулює експре-

сію генів lecA (синтез лектинів), exoUTS (синтез 

екзоферментів) та впливає на ген rhlAB (синтез 

рамноліпідів), як і система LasI/LasR. За дії 

сполуки спостерігається зниження експресії 

генів pqsR (у 5,4 разу) та exoS (у 2,8 разу). 

Отримані результати є дуже важливими, ос-

кільки похідне адамантану не тільки не стиму-

лює синтез екзотоксинів, але й здатне при-

гнічувати синтез токсичних продуктів синьо-

гнійної палички, зокрема екзотоксину S. Ток-

син ExoS є “контактним” екзотоксином, вико-

ристовує ІІІ тип секреції  “макромолекуляр-

ний шприц” для вивільнення [39], потрапляє 

безпосередньо в цитоплазму клітини, до якої 

адгезований мікроорганізм. Це призводить до 

пошкодження конкретної клітини, проте уне-

можливлює вплив “токсинів III типу” на інші 

клітини господаря, які не контактують із пато-

геном. Токсин ExoS має властивості ГТФ-акти-

вуючого протеїну й АДФ-рибозилтрансферази, 

які в синергізмі обумовлюють перебудову ак-

тину в цитоскелеті клітини господаря, що при-

зводить до її загибелі. Механізм контактної 

інтоксикації дає синьогнійній паличці змогу 

протидіяти впливу імунної системи, оскільки 

контактні токсини не надходять у позаклітинне 

середовище й не можуть бути нейтралізовані 

антитілами. 

PQS-система P. aeruginosa регулює рухли-

вість і адгезію мікроорганізмів до тканини, що 

реалізуються декількома органелами, зокрема 

пілями ІV типу, джгутиками й експресованими 

численними CupA (chaperone-usher pathway) 

[40, 41]. Блокада цих компонентів призводить 

до порушення адгезії, знижує здатність мікроб-

ної клітини до інвазії. За дії сполуки АМ-166 

спостерігається порушення рухливості клітин 

бактерій, механізм цього ефекту ще не вста-

новлено. Зазначений ефект може бути наслід-

ком впливу на регуляторні гени (аefA, ampR), 

сигнальну молекулу c-di-GMP, QS, які прямо 

чи опосередковано впливають на міграцію та 

плівкоутворення P. aeruginosa [1, 41–43].  

Висновки 

Проведені дослідження показали, що похі-

дне аміноадамантану 4-(адамантил-1)-1-(1-амі-

нобутил)бензол чинить як пригнічуючий, так і 

активуючий ефект на системи Quorum sensing 

P. aeruginosa. За його впливу змінюється 

функціонування систем LasI/LasR-, PQS- та 

RhlI/RhlR, про що свідчить пригнічення транс-

крипційної активності генів lasI, lasR, aprA, exoA 
(системи Las), генів pqsR, exoS (PQS) та під-

вищення експресії гена rhlR (Rhl). Зміна екс-

пресії генів реалізується пригніченням факто-
рів вірулентності P. aeruginosa – лужної проте-

ази, екзотоксину А та екзоферменту S. Дія по-

хідного адамантану на вірулентність синьогній-

ної палички супроводжується також впливом 

на рухливість, гемолітичну активність і про-

дукцію піоціаніну. Незважаючи на отримані 

дані щодо впливу адамантанвмісної сполуки на 
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QS-системи та вірулентність синьогнійної па-

лички, необхідним є проведення подальших 

поглиблених досліджень для з’ясування її впли-

ву на c-di-GMP з урахуванням важливості цієї 

молекули у формуванні та поширенні біо-

плівки. 

Фінансування 
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ANTIVIRULENT PROPERTIES OF THE ADAMANTANE DERIVATIVE 4-(ADAMANTHYL-1)-1-(1-AMINOBUTYL) BENZENE 
AGAINST Pseudomonas aeruginosa 

Background. Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen characterized by a high level of virulence and classified as a mi-
croorganism with a critical priority for the development of new antimicrobial drugs. Targeting virulence factors is one of the promising 
approaches in antimicrobial drug development. 
Objective. Investigating the antivirulence properties of the aminoadamantane derivative 4-(adamantyl-1)-1-(1-aminobutyl)benzene 
against P. aeruginosa. 
Methods. The minimum inhibitory concentration (MIC) of 4-(adamantyl-1)-1-(1-aminobutyl)benzene (code AM-166) against the clinical 
strain P. aeruginosa 449 was determined using the serial microdilution method. We conducted quantitative real-time PCR to assess the 
impact of AM-166 on gene expression. Additionally, we investigated the synthesis of pyocyanin, hemolytic and protease activity, as well 
as motility of P. aeruginosa under the influence of AM-166. 
Results. The obtained data indicate that the MIC of the AM-166 compound is 100 μg/ml. When exposed to AM-166 (at 0.5 MIC), we 
observed a decrease in the transcriptional activity of the lasI, lasR, pqsR, aprA, exoA, and exoS genes, along with an increase in the 
expression of the rhlR gene. Notably, AM-166 did not alter the expression of the toxA gene. Furthermore, AM-166 increased the produc-
tion of pyocyanin, had no significant effect on protease activity, and inhibited both hemolytic activity and motility in P. aeruginosa 449. 
Conclusions. The adamantane derivative AM-166 disrupts the functioning of the Quorum sensing systems and pathogenicity of P. ae-
ruginosa while also altering the expression of genes that regulate the synthesis of virulence factors. 

Keywords: adamantane derivative; Pseudomonas aeruginosa; gene expression; Quorum sensing; virulence factors. 


