Quorum sensing:
da curiosita evolutiva a
processo biologico globale

Vibrio fischeri



V. fischeri

and other luminous bacteria
form a variety of pathogenic and cooperative associations
with marine animals
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L_a bioluminescenza in Vibrio fischeri

In V. fischeri, quorum sensing controls luminescence;
LuxR and 3-oxo-esanoyl-HSL (VAI) direct a population
density-responsive transcriptional activation of the lux operon
(luxICDABEG; genes for 3-oxo-C6-HSL synthase and light
production)



L_a bioluminescenza in Vibrio fischeri
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FIG. 1. Structures of VAI and related signals produced by other
bacteria. (A) VAI, N-(3-oxohexanoyl)-L-homoserine lactone; (B) HAI,
the V. harveyi autoinducer, N-(3-hydroxybutanoyl)-L-homoserine lac-
tone; (C) AAI the A. tumefaciens autoinducer, N-(3-oxooctanoyl)-L-
homoserine lactone; (D) PAI, the P. aeruginosa autoinducer, N-(3-
oxododecanoyl)-L-homoserine lactone.



Il sistema lux In Vibrio fischert:
Il paradigma del sistema di regolazione basato
sull’N-acyl homoserine lactone
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luxR: attivatore trascrizionale della luminescenza

luxl: sintasi di N-acyl homoserine lactones

luxA e luxB: subunita o, e 3 della luciferasi

luxC, luxD e IuxE: complesso multienzimatico coinvolto nella sintesi
dell’aldeide, substrato della luciferasi

luxG: FMN reduttasi che genera FMN ridotta che funge da cofattore

della luciferasi




Meccanismo di attivazione trascrizionale mediato da LuxR:
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OHHL= N-(3-oxohexanoyl)-
L-homoserine lactone



Meccanismo di attivazione trascrizionale mediato da LuxR:

La proteina interagisce con ’acyl-HSL
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L’interazione con I’acyl-HSL induce una variazione
conformazionale che permette alla proteina LuxR di formare
multimeri
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| multimeri interagiscono con la sequenza target del DNA (Lux-box)
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L’interazione di LuxR con la subunita aCTD (a-subunit C-terminal
domain) della RNA polimerasi guida il posizionamento di tale
enzima sul promotore




Genetic Organization of Genes encoding
LuxR and LuxI Homologues
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Allineamento delle proteine omologhe a LuxR
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Domini funzionali di LuxR
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1: dominio per I’autoregolazione di luxR (i residui 10-20 sono richiesti per la repressione di
luxR che ¢ rimossa dall’autoinduttore)

2: dominio di legame all’autoinduttore (acil-HSL)

3: dominio di dimerizzazione

4: dominio di legame al DNA (Helix-Turn-Helix): comune a molti fattori trascrizionali

5: dominio C-terminale richiesto per 1’attivazione trascrizionale dell’operone attraverso
I’interazione con la RNA polimerasi



Le proteine regolatrici della famiglia LuxR
sono tipici regolatori di risposta




LuxR family subgroups

Proteine che legano il DNA solo in presenza di acyl-HSL

Proteine che legano il DNA solo in assenza di acyl-HSL

Proteine che agiscono da attivatori della trascrizione

Proteine che agiscono da repressori della trascrizione



Allineamento dei siti di legame simili a Lux-box
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| promotori QS-dipendenti sono spesso co-regolati da meccanismi legati a
stimoli ambientali/fisiologici



Allineamento delle proteine omologhe a Luxl
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Attivita enzimatica della proteina Luxl

La biosintesi degli AHL ha come unico scopo
la creazione di una molecola segnale

: : LuxI-Protein
Acyl-ACP=acyl carrier protein

M Mediated AHL
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La sintesi ¢ promossa a partire da due differenti composti, 1’S-adenosil-metionina (SAM) da
cui si origina I’anello omoserina-lattone dell’ AHL e una proteina acyl carrier (ACP) da cui
derivano le catene aciliche laterali. Da questa reazione, oltre all’autoinduttore, si forma anche
methylthioadenosina (MTA)




Processi biologici regolati dal QS nel
batteri Gram-negativi :

dFormazione di biofilm

dConiugazione (Agrobacterium tumefaciens, per il
trasferimento del plasmide Ti)

Fattori di virulenza (P. aeruginosa)

Produzione di peptidi antimicrobicli

dProduzione di antibiotici (phenazine in Pseudomonas
aureofaciens;carbapenem in Erwinia carotovora)
JProduzione di enzimi extracellulari,

JAdesione cellulare,

dMotilita (Produzione di un lipopeptide ciclico,
biosurfattante coinvolto nello “swarming” di Serratia
liquefaciens MG1)

dCompetenza




§ Produzione di biofilm ed
Espressione di fattori di virulenza in Pseudomonas aeruginosa
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Studi genomici stimano al 6-10% la percentuale di geni regolati da QS




Patogeni delle piante

In Agrobacterium tumefaciens e in Erwinia
carotovora I’induzione dei1 sistemi di quorum
sensing presiede a sistemi di virulenza
specifici (trasferimento di un plasmide
coniugativo in A.t.; produzione di enzimi
pectinolitici in E.c.)

I’aggressione dell’organismo ospite viene
preceduta da un “contare le proprie forze” per A
evitare di cadere vittima della reazione
dell’ ospite stesso
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Erwinia carotovora

STRATEGIE DI MASSA. Il batterio Erwinia carotovora (qui sotto) colonizza
le foglie del tabacco e secerne enzimi che ne provocano

la macerazione, ma la sua azione si esercita solo quando la densita
dei microrganismi supera una certa soglia.
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Autoinduction in E. carotovora. The macerating
plant pathogen E. carotovora colonizes vascular
tissues of susceptible plants and produces a variety
of cell wall-degrading enzymes required for
virulence . Enzyme activity is stimulated during the
late stage of culture growth . A search for mutants
that fail to produce these exoenzymes led to the
identification of Expl , a protein homologous with
Luxl, Tral, and Lasl.



§ Coniugazione in Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium e la malattia
della galla del colletto

The plant pathogen A. tumefaciens incites
crown gall tumors on many plant hosts by
transferring oncogenic DNA fragments
from the Ti plasmid to plant cell nuclei.

Conjugation also requires high donor cell
densities and is controlled by a LuxR-LuxI
type protein pair designated TraR and Tral

Jo Handelsman




11 QS e un bersaglio di sostanze organiche naturali

Acylated homosenne

actones

“QS-blockers”.

Malogenaled luranones
trom Deiisea pulchra

L’alga Delisea pulchra
produce furanoni
alogenati (HF), inibitori
specifici del QS e
competitori degli AHL



P. aeruginosa: VANTAGGI SELETTIVI DEL QS

Influenza del furanone C30 sulla crescita e I’espressione dei fattori di
virulenza nel ceppo PAO1 di P. aeruginosa.
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A) Furanone naturale derivante dall’alga rossa Delisea pulchra (C); B) furanone C30 (molecola sintetica con attivita

QS inibente) . (D) Crescita di P. aeruginosa. (E) Espressione delle esoproteasi in assenza di furanone (@), in
presenza di 1uM () e 10 uM di furanone (»).



Effetto deil furanoni sulla formazione del
biofilm In P.aeruginosa
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Hentzer et al., Microbiology, 148, 87-102 (2002)
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Optimal tuning of bacterial sensing potential
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Through production and sensing of small signal molecules, quorum sensing (05) enables bacteriato
detect changes in their density and regulate their functions accordingly. (8 systems are
tremendously diverse in terms of their specific sensory components, the biochemical and transport
properties of signaling molecules, their target functions and the context in which Q5-mediated
functions are activated. Cutting across this diversity, however, the central architecture of QS systems
is universal; it comprises signal synthesis, secretion, degradation and detection. We are thus able to
derive a general metric for (8 ‘sensing potential’ based on this ‘core’ module. The sensing potential
guantifies the ability of a single bacterium to sense the dimensions of its microenvironment. This
simple metric captures the dominant activation properties of diverse (5 systems, giving a concise
description of the sensing characteristics. As such, it provides a convenient quantitative framework
to study the phenotypic effects of S characteristics. As an example, we show how QS characteristics
uniguely determine the scenarios in which regulation of a typical QS-controlled function, such as
expenzyme secretion, becomes advantageous.
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Il potenziale sensoriale ¢ una sorta di Stele di Rosetta dei “linguaggi” dei batteri —
sostiene You — e il suo studio permettera di comprendere 1’evoluzione del sistema

di quorum sensing e di programmare, nei batteri o in altre cellule, specifiche azioni”.
Che, sperano i ricercatori, in futuro possa permettere di indurre la produzioni di

proteine e sostanze ad hoc, o la morte delle cellule dannose La stele di Rosetta
attuale Rashid




CONCLUSIONI

| microbiologi generalmente lavorano con colture pure iIn
modelli animali di infezione, seguendo fedelmente |
postulati di Koch, ma questo potrebbe non riflettere cio che
accade In natura, dove popolazioni miste di ceppi QS-
positivi e Qs-negativi potrebbero avere un vantaggio
selettivo rispetto alle colture pure.

Alla luce delle nuove acquisizioni in questo settore si
profila all’orizzonte una nuova disciplina, la

“socio-microbiologia”
che ha come oggetto di studio il comportamento delle
popolazioni batteriche che funzionano come un aggregato

coordinato di esseri viventi e non come un Insieme caotico e
disordinato di singole entita




