“Quorum sensing”

Regolazione della trascrizione in procarioti:

da meccanismi semplici a eventi regolativi
complessi




QUORUM SENSING

Il quorum sensing fa parte

dei sistemi di controllo globale:

complessi sistemi di regolazione coinvolti nei
meccanismi di patogenicita e virulenza che
permettono a un organismo di rispondere
efficientemente ai segnali dell’ambiente, come quello
rappresentato, nel caso specifico, dalla presenza di

altri microrganismi della stessa specie.




IL “QUORUM SENSING”

“Un sistema di comunicazione tra batteri in grado di
rispondere all’aumento della densita di popolazione
modificandone [’espressione genica”

Nel processo chiamato quorum sensing i batteri rilevano la
presenza di altri batteri nel loro intorno producendo e
rispondendo con molecole segnale conosciute come

autoinduttori.




QUORUM SENSING

La concentrazione di autoinduttore in un dato ambiente e
proporzionale al numero di batteri presenti

» Quindi, rilevare la concentrazione di autoinduttore
consente ai batteri un meccanismo di conta reciproca.

> La maggior parte dei sistemi quorum sensing hanno
efficacia soltanto quando




Rappresentazione schematica del ciclo di
formazione del biofilm

g e

Formazione di biofilm microbico su una superficie organica
1. Adesione dei batteri alla superficie organica; 2. Colonizzazione; 3.
Produzione di esopolimeri; 4. Maturazione del biofilm; 5. Rilascio dei
batteri dal biofilm.




GENI COINVOLTI NELLA FORMAZIONE
DEI BIOFILM
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Figure 4

Summary of genetic components important in
biofilm formation. Note that not all bacteria
require all of these factors, and that distinct
genetic pathways can be utilized by a single
species to form a biofilm.
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Construction of a biofilm. Free (planktonic) bacteria assemble on a surface (left). Cell-to-cell
communication then induces the formation of multicellular pillars and columns (right).




Genomic analysis of biofilm-dependent gene expression
through microarray analysis

Biofilm

Il numero di geni che si
esprime in maniera
diversa in singole

cellule e nei biofilm
comprende una %
molto alta del genoma
(10-30%).

Single cells




QUORUM SENSING

Esempi di fenomeni regolati da sistemi di quorum sensing
sSono:

la bioluminescenza
la produzione di fattori di virulenza

la formazione di biofilm
la sporulazione

I’acquisizione dello stato di competenza per la
trasformazione

la coniugazione
la produzione di pigmenti




QUORUM SENSING

Ci sono due tipi di sistema quorum sensing
batterici:

> quelli basati sull’azione delle proteine Luxl e

LuxR, tipici dei Gram-negativi

> quelli basati sul rilascio di piccoli
oligopeptidi, tipici dei Gram positivi




Le molecole del quorum-sensing

Gram-positivi: piccoli peptidi modificati

Small Antimicrobial Peptides (AMPs):
lantibiotici
batteriocine




Peptidi Anti Microbici (AMPs)

= Lantibiotici o AMPs di classe 1

- peptidi contenenti modificazioni post-traduzionali
- heat-stable
- attivita antimicrobica e di molecole segnale

- Batteriocine o AMPs di classe 11

- piccoli peptidi (40-70 aa) NON contenenti modificazioni
post-trasduzionali

- sintetizzati come precursori contenenti una porzgione all’estremita
N-terminale che viene rimossa durante la secrezione

- contengono due residui di glicina (Gly-Gly motif) che precedono
il sito di taglio

- attivita antimicrobica e di molecole segnale

- oggetto di studio per la produzione di conservanti alimentari




La produzione di AMPs e regolata dalla
densita cellulare: significato biologico

1. Garantisce livelli di AMPs nell’ambiente sufficienti ad
uccidere 1 microrganismi competitori

2. Il rapido incremento di AMPs previene lo sviluppo di
meccanismi di difesa o resistenza nelle cellule bersaglio

3. Evita una inutile produzione di AMPs quando le condizioni
di crescita sarebbero tali da favorire una rapida dispersione
nell’ambiente dei feromoni stessi




Diverse Gram-negative Bacteria Produce
N=Acylhomoserine lactones (AHLS)

Cd-1H=1

& st SIraiin
R,z 1, O s O

Ry {3

= M

] H
LW LA
HI: Heor L4 14 . - -

TLL phaie

averimid vl

Lo wesldodum
LW

SH b=H51

.'Iﬂ'-"l'.ln' TIPS .Ill_l'l'nri"l'l_r.l ."rr'.ll.u. .'I-l'-"l'.ln'Tl'l'rﬂ?l'l'-a T |'.IIH ?.'.'r.u-n:'Furnr. I _:l"l'n'll:ll'lli'.lli '."l;ﬂ'ﬂi' rn:rr:?-:.l'-uu'e-r'r.l'.. H!‘H’I"n!'lnull'
alsorrus, Brucalda melitensds, Bwrkdofderia cepacie, Erwinfa carofovara, Erwinio
chyrsarrthemd, Earerabecier agelomerans, Cliromobacterinem violacewm, Hafmio alvel,
(Phesumbacrerium profeus, Paracoccus demifnficens Pyeudomones aerngrnosa
Frewdmrionas aprdofaciens, Pseadomaonas _fTi orescons, Presdonronas pulida, Ralstania
solecancearam Riodobacter spl aeroides, Rhiodabacler capsulatis, Rivizobiune efli,
Rbigobium feguminosarum, Rhanello aquarilis, Serrate mrargevcens, Serratio ligugfociens,
Saneridiobinm meilon, Viboie anguillarum, Vibrie merschnikovil, Yersinta enterecofinga,
Yersinia psendotu bercwlosis and Fersimia pesiis




Le molecole del quorum sensing:
i piu comuni acyl HSL

N-butanoyl-L-homoserine lactone (BHL)

N-(3-hydroxybutanoyl)-L-homoserine lattone (HBHL)

N-hexanoyl-L-homoserine lactone (HHL)

# V-(oxohexanoyl)-L-homoserine lactone (OHHL)

B \V_octanoyl-L-homoserine lactone (OHL)

Bl \-(3-0x0o0ctanoyl)-L-homoserine lactone (OOHL)

N-(3-hydroxy-cis-tetradecenoyl)-L-homoserine
lactone (HtdeDHL)




Caratteristiche:

— Differiscono per composizione e dimensione delle
catene aciliche

— Le catene aciliche:
-possono avere da 4 a 14 atomi di carbonio
-possono contenere doppi legami
-spesso contengono un gruppo oxo (C) o
hydroxyl ( C) sul carbonio 3 O

OH

—) L.e molecole di acyl-HSL a catena corta possono diffondere
attraverso le membrane batteriche, quelle a catena lunga
attraversano le m. mediante un sistema di trasporto attivo




Circuiti canonici del quorum sensing:

Tipico circuito dei Gram-negativi LuxIiR

B B

targel gene expression

Nei batteri Gram-negativi le proteine Luxl e LuxR, inizialmente caratterizzate in
Vibrio fischeri catalizzano rispettivamente la formazione di uno specifico
autoinduttore acil omoserin lattone (AHL) e ne rilevano la presenza quando la
concentrazione dell'autoinduttore raggiunge un livello di soglia nel mezzo
circostante

| complessi LuxR-AHL attivano la trascrizione dei geni target riconoscendo
specifici siti di legame sui promotori dei geni regolati dal quorum
sensing

Attualmente sono conosciuti piu di 70 sistemi quorum sensing di tipo LuxIR nei
batteri Gram-negativi.




Circuiti canonici del quorum sensing:

Tipico circuito a due componenti AlIP dei Gram positivi
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Nei batteri Gram-positivi le molecole autoinduttrici sono rappresentate da piccoli oligopeptidi (in
genere lunghi 8 o 9 aminoacidi), chiamati autoinduttori polipeptidici (AIPs).

Gli AIPs sono prodotti nel citoplasma come precursori peptidici, successivamente subiscono
modificazioni post-traduzionali e infine sono secreti.

Raggiunta una concentrazione soglia, gli AIPs interagiscono con i domini di specifici recettori di
membrana (istidina-chinasi) appartenenti ad un sistema a due componenti.

L'interazione dell’AlIPs con lo specifico recettore ne stimola l'attivita chinasica che fosforila
una proteina regolatrice che lega il DNA e induce la trascrizione di alcuni geni




Confronto tra processi di QS in
Gram - e Gram +

Molecole segnale o “feromoni”

Feromoni: HSL

Libera diffusione attraverso
la membrana

Sistemi a due componenti
(entrambi citoplasmatici)

Feromoni: peptidi
Secrezione attiva

Sistemi a due componenti:
Un sensore inserito nella
membrana

Un regolatore citoplasmatico




The Involvement of Cell-to-Cell Signals in the
Development of a Bacterial Biofilm

David G. Davies, Matthew R. Parsek, James P. Pearson,
Barbara H. Iglewski, J. W. Costerton, E. P. Greenberg*

Bacteria in nature often exist as sessile communities called biofilms. These communities
develop structures that are morphologically and physiologically differentiated from free-
living bacteria. A cell-to-cell signal is involved in the development of Pseudomonas
aeruginosa biofilms. A specific signaling mutant, a /as/ mutant, forms flat, undifferentiated
biofilms that unlike wild-type biofilms are sensitive to the biocide sodium dodecyl sulfate.
Mutant biofilms appeared normal when grown in the presence of a synthetic signal
molecule. The involvement of an intercellular signal molecule in the development of P.
aeruginosa biofilms suggests possible targets to control biofilm growth on catheters, in
cystic fibrosis, and in other environments where P. aeruginosa biofilms are a persistent
problem.
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A. Sviluppo di un biofilm maturo in Pseudomonas aeruginosa

Planktonic cells Mature biofilm

Cell proliferation Type IV pili and Quorum sensing,
twitching lasl-dependent
motility, signaling
sad
genes

Flagella,
sad genes Attached monolayer Microcolony

irg Aieg waeg
’ -Md-fs ar‘wvs s TP
frav L rorv fany

Program of Physical
mobilization to detachment,
planktonic shear
cells forces

B. Rilascio di cellule planctoniche dal biofilm




Il polisaccaride alginato e coinvolto nella formazione
della microcolonia in Pseudomonas
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Cell-to-Cell signaling systems in P. aeruginosa

In P. aeruginosa la produzione dei biofilm & regolata
da un sistema quorum sensing costituto da:

(I) sistema lasR-lasI :

laslI: sintetasi dell’ autoinduttore N-(3-oxododecanoyl)-L-homoserine
lactone (30C,,-HSL),

lasR: regolatore trascrizionale che richiede elevati livelli di 30C,,-HSL
per attivare i geni della virulenza, las/ e il secondo sistema;

(II ) sistema rhiIR-rhll :

rhlil: sintetasi dell’autoinduttore N-buytryl-L-homoserine lactone (BHL),
rhiR: regolatore trascrizionale dei geni della virulenza e del fattore sigma
di fase stazionaria (RpoS).

lasR las] rhiR rhil scR
) o " h

Ps. aeruginosa




Il cluster rhIR/rhll e cosi chiamato per il suo
ruolo nella biosintesi dei rhamnolipidi

Wild Type rilR mmltanl

Mechanmism: imakbility to express rlifAR and

produce rhamnclipid surfactanis

Rhamnolipidi: un esempio di biosurfattanti
responsabili della “swarming motility”




Processi regolati dal quorum sensing
nei batteri Gram-positivi

5 Sviluppo della competenza genetica in Bacillus subtilis e
Streptococcus pneumoniae

D Espressione della virulenza in Staphylococcus aureus

5 Produzione di peptidi antimicrobici (AMPs) da parte di
diverse specie di batteri Gram-positivi




Sviluppo della competenza in B. subtilis:
locus com

comQXPA locus, Bacillus subtilis
P*

MODLINYFLNYPEALKKLKNKEACLIGFDVQETETIIKAYNDYYLADPITRQWGD

comP = sensor
Two-component regulatory systems

comA = respons regulator

com( = codifica una proteina coinvolta nella modificazione
post-traduzionale del feromone peptidico

comX = precursore del feromone

Aumento della densita cellulare ——>Accumulo di feromone —>
Attivazione trascrizionale di ComS —> Blocca I’inibizione di ComK
(competence transcription factor)




Sviluppo della competenza in B. subtilis:
sistema di captazione del DNA

Com GC: complesso pilinico
ComEA: proteina di legame del DNA
N: nucleasi

ComEC: proteina canale

ComFA: DNA traslocasi

comK is a positive autoregulatory gene occupying a central position in the
competence-signal-transduction network. All regulatory routes identified in
this network converge at the level of comK expression. The ComK protein is
required for the transcriptional induction of comK and the late competence
genes, which specify morphogenetic and structural proteins necessary for
construction of the DNA-binding and uptake apparatus.




Sviluppo della virulenza in S. aureus:
locus agr (accessory gene regulator)

agrBDCA and hid locus, Staphylococcus aureus
P3 P2 '

MNTLFNLFFDFITGILKNIGNIAAYSTCDF IMDEVEVPKELTQLH

agrC = sensor
agrA = respons regulator

} Two-component regulatory systems

agrB = ? Codifica un’ipotetica proteina coinvolta nella
modificazione post-traduzionale del prodotto di agrD

agrD = precursore dell’octapeptide
hld = RNALIII, o-lisina che regola I’espressione della virulenza
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Fig. 1. The staphylococcal agr quorum-sensing system. The extracellular signal of the agr quorum-sensing system is a post-
translationally modified peptide autoinducer, which contains a thiolactone or, in one case, a lactone ring structure. The membrane-
located enzyme AgrB is responsible for the maturation and export of the autoinducing peptide. AgrA and AgrC form a two-
component signal transduction system, which in an auto-regulatory fashion, after binding of the autoinducer to AgrC, is responsible
for a rapid increase of agr activity at the onset of stationary growth phase. Target genes are controlled by a regulatory RNA
molecule, RNAIIIL, in a yet unknown way. The RNAIII region contains a gene (4/d) coding for the peptide delta-toxin (PSMy), the
expression of which does not affect the quorum-sensing mechanism.




Un peptide antimicrobico “utile”: la nisina

Type L
Lanmtibiotic
|

Highly modified
Past-translational

Dha: residuo di deidroalanina; Dhb: residuo di deidrobutirrina; Abu: residuo di
deidrobutirrina che ha formato un ponte tioestere con un residuo di cisteina.

E' un lantabiotico che contiene aminoacidi come la deidrobutirrina, deidroalanina,
lantionina e beta-metil-lantionina; & ampiamente utilizzato nell'industria alimentare
(Delves-Broughton et al., 1996) e possiede, dal 1969, la qualifica di composto GRAS,
attribuita dall'’American Food and Drug Administration.

*Prodotta da lactobacilli; espressione richiede alta densita cellulare(QS) unitamente a
fase stazionaria di crescita.

Ampio spettro d’azione contro Gram + (a concentrazioni nM)

‘Prodotta spontaneamente (o aggiunta) nella preparazione dei formaggi




Biosintesi e regolazione della nisina (AMPs)in
Lactococcus lactis:
Lantibiotic gene cluster

nisR nisK nisF nisk nisG

P = promotore non regolato
* = promotore regolato

nisA = precursore (57 aa)

nisK = sensor
nisR = response regulator

} Two-component regulatory systems

nis.... = modificazione del precursore; trasporto; immunita.




Struttura del peptide antimicrobico di Bacillus
subtilis: la subtilina

Dha: residuo di deidroalanina;

Dhb: residuo di deidrobutirrina;

Abu: residuo di deidrobutirrina che ha formato un ponte tioestere con un
residuo di cisteina.




Organizzazione del cluster genico per
la sintesi della subitilina
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Fig. 2. Organization of nisin (A) and subtilin (B) biosynthetic gene clusters. The structural lantibiotic genes (filled black), the genes encoding proteins
involved in precursor maturation and transport (vertical hatching), processing (backward tilted hatching; only present in the nisin gene cluster), produce
immunity (horizontal hatching), and regulation (forward tilted hatching) are indicated. The positions of the promoters that have been identified within the
nisin and subtilin gene clusters are indicated and in the transcripts derived from these promoters are indicated in the boxes below the gene representation. The
organization of the gene clusters and individual functions of the gene products have recently been reviewed [34,59].

is transcribed as a monocistronic mRNA and has its own
promoter (Pg,,s), while the subtilin biosynthetic machinery
(spaBCT), the immunity genes (spal FEG), and the regulatory
components (spaRK) are all transcribed as individual, poly-
cistronic mRNAs that depend on promoters upstream of spaB
(PspaB), spal (Pspar) and spaR (Pypqr), respectively (Fig. 2B)




