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PREDGOVOR

Molekularna biologija dozivljava svoj procvat u XXI veku. Od naucne discipline koja je pocetkom 1930-ih bila u po-
vojima, i koja je nastojala da objedini genetiku, biohemiju i biofiziku kako bi rasvetlila tajne Zivota, izrasla je u nauku
¢ija su postignuca doprinela velikom napretku u medicini, veterini, poljoprivredi i farmaciji. Uz informaciono komu-
nikacione tehnologije, molekularna biologija je najperspektivnija oblast istrazivanja, od koje se o¢ekuje da znacajno
doprinese boljitku Zivota ljudi u budu¢nosti.

U Srbiji je molekularna biologija prepoznata relativno rano, pre nego na mnogim drugim meridijanima. Ve¢ u
$kolskoj 1972/73. se na Bioloskom fakultetu u Beogradu (tada Prirodno-matematicki fakultet) osniva smer- molekularna
biologija i fiziologija. U nasoj zemlji se tako edukuju generacije molekularnih biologa ve¢ pola veka. | veliki nau¢ni in-
stituti u Srbiji osnivaju laboratorije u kojima istrazivanja prate, a ponekad i predvode, svetske trendove u molekular-
noj biologiji. Jedna od tih nau¢nih institucija je Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo (IMGGlI),
osnovan 1986. godine u Beogradu. Ve¢ 35 godina naucnici iz IMGGI stavljaju najmodernije teme iz molekularne bio-
logije u fokus svojih istrazivanja.

Ovaj Tematski zbornik ima za cilj da prikaze aktuelne teme i postignuca iz oblasti molekularne biologije u pret-
hodnoj, 2020. godini i da svedoci o tome kako su naucnici u Srbiji u¢estvovali u tim svetskim trendovima. Poglavlja su
rezultat doktorskih teza mladih molekularnih biologa ali i prikaz aktuelnih istrazivanja u kojima je istaknut doprinos
nasih nauc¢nika. Od godine 2020. se ocekivao veliki napredak u mnogim disciplinama zahvaljuju¢i novim saznanjima
iz molekularne biologije. Pocetak godine je doneo pandemiju KOVID-19 bolesti, koja je imala sve karakteristike epi-
demija iz ranijih vekova. Bili smo na pragu velikog razo¢aranja. A onda je molekularna biologija upotrebila sve svoje
kapacitete, tako $to je omogucila karakterizaciju virusa, uzro¢nika bolesti, za izuzetno kratko vreme. |1z tog razloga me-
tode za detekciju virusa su bile razvijene u rekordnom roku, te je brza i efikasna dijagnostika postala dostupna leka-
rima. A potom su se pojavile vakcine, rezultat modernih metoda genetic¢kog inzenjerstva. | tako je 2020. godina ipak
bila jedinstvena u istoriji, jer je odgovor na epidemiju bio brz i efikasan, zahvaljujuci, u velikoj meri, molekularnoj bio-
logiji. Iste godine, Nobelova nagrada za hemiju je dodeljena metodi koja efikasno i ta¢no edituje humani genom. Vrata
medicine budu¢nosti su se Sirom otvorila.

Ova sveska bi trebalo da bude prva u nizu godisnjih tematskih zbornika posvecenih aktuelnim temama iz mole-
kularne biologije. Svesni smo kako ¢e ovi rezultati izgledati za deceniju ili dve. Ali, ovo su,znakovi pored puta” koje je
nase vreme ostavilo, osvetljavajuci put kojim se ide napred. Mi smo zadivljeni napretkom nase nauke, kad pogledamo
u proslost, ali smo i svesni koji su njeni dometi u odnosu na ono ¢emu nauka stremi. Radujemo se bududim sveskama
i verujemo da ¢e one otvarati nove perspektive i trasirati put napretka.

Nadamo se da ¢e ovaj Tematski zbornik naci put do mladih ljudi, da ¢e ih inspirisati da se opredele za nau¢ni rad,
posebno za molekularnu biologiju. Verujemo da ¢e buduce generacije uvideti da naucni rad i u ovoj zemlji moze dati
doprinos svetskoj nauci a pri tome i dovesti do poboljsanja zivota ljudi u nasoj zemlji. Od svih koji su ucestvovali u
stvaranju ovog svedocenja o nasem vremenu, poruka za vas koji dolazite je:

,Hoc¢emo li na molekularnu?!”

Sonja Pavlovi¢

I Trendovi u molekularnoj biologiji
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1Z RECENZIJA TEMATSKOG ZBORNIKA
Trendovi u molekularnoj biologiji

Tematski zbornik Trendovi u molekularnoj biologiji oslikava trenutno stanje i fokus istrazivanja u molekularnoj bio-
logiji u Srbiji. Izabrane tematske oblasti i reprezentativni radovi jasno govore o moguc¢nostima i dometima ove nau-
¢ne oblasti i spremnosti istrazivaca u Srbiji da prate trendove i savremene naucne pristupe.

Osim trenutno aktuelnog COVID-19, molekularna biologija je unapredila i obogatila istrazivanja u medicini kroz
oblast biomedicine. TezZiSte ovog Tematskog zbornika je na rezultatima istrazivanja molekularne osnove kompleksnih
i retkih bolesti. Proucavanje prokariota dovelo je do mnogih fundamentalnih i revolucionarnih otkri¢a u molekularnoj
biologiji, koja su otvorila put ka biotehnoloskoj primeni. Jedno od takvih otkric¢a je i CRISPR/Cas9 tehnologija za edi-
tovanje genoma. Veoma vazna oblast istrazivanja je i potraga za inovativnim nacinima kontrole infekcija izazvanih
bakterijama koje su rezistentne na konvencionalne antibiotike. O ovim temama se takode govori u Tematskom zbor-
niku. Istrazivanja u molekularnoj biologiji biljaka ne samo da su prosirila znanja o ovim organizmima, ve¢ su otvorila
put ka primeni savremenih metoda za poboljSanje osobina biljaka i povecanje prinosa. U tom smislu je veoma za-
nimljiv i ilustrativan rad koji je prikazan u ovom Zborniku.

Tematski zbornik Trendovi u molekularnoj biologiji jasno je ukazao na naucni i Siri drustveni znacaj istrazivanja u
molekularnoj biologiji. Ovim prvim brojem nagovestava se da ¢e Zbornik ne samo pratiti i dokumentovati najznacaj-
nija dostignuca u molekularnoj biologiji, ve¢ da e biti podstrek i inspiracija istrazivac¢ima u Srbiji.

Prof. Svetlana Radovi¢, redovni profesor
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu

Tematski zbornik,,Trendovi u molekularnoj biologiji” je sacinjen od 17 poglavlja u kojima su predstavljeni nau¢ni
rezultati iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naucnici iz Srbije. Veliki broj poglavlja iz Zbornika je posve-
¢en istrazivanjima iz oblasti biomedicine. Doprinos koji je molekularna biologija dala modernoj medicini je izuzetno
veliki. Danas su u klinickoj praksi mnogobrojni dijagnosticki, prognosticki i terapijskih molekularni markeri. Posebno
je znacajno $to je medicina u Srbiji pratila svetske trendove, i to zahvaljujuci i velikim naporima molekularnih biologa
u nasoj zemlji.

Najbolji primer postignu¢a molekularne biomedicine je odgovor ove nauke na pandemiju KOVID-19. Dijagno-
stika je omogucena uzuzetno brzo jer je molekularna biologija bila spremna za ovaj zadatak. Ipak je razvoj vakcina u
fascinantnom roku najvece postignuce ove nauke. Molekularna biologija je pokazala svoju snagu u pravom trenutku
i postala najznacajnija nauka u kriznim momentima za ¢ovecanstvo, kako u svetu, tako i u nasoj zemlji.

Sigurno je da ¢e ovako koncipiran Tematski zbornik imati buducnost, jer je napredak medicine nemoguce zami-
sliti bez novih dostignuc¢a molekularne biologije.

Prof. dr Vesna Skodrié-Trifunovi¢, redovni profesor
Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu

Ovaj Tematski zbornik kroz Cetiri celine daje pregled najznacajnijih ostvarenja u molekularnoj biologiji u svetu, a
kojima se bave i istrazivaci u Srbiji. U okviru 17 preglednih radova prikazani su razliciti rezultati - od onih koji su obe-
lezili prethodnu godinu (posveceni COVID-19 i CRISPR/Cas9 tehnologiji), preko novih dostignuca u biomedicini (ret-
kih i kompleksnih bolesti), do molekularno bioloskih istrazivanja prokariota i biljaka.

Znacaj ovog Zbornika je visestruk, ogleda se ne samo u ¢injenici da su najrelevantnija saznanja iz navedenih obla-
sti objedinjena i postala dostupna Siroj javnosti na maternjem jeziku, ve¢ i zbog toga $to su radove napisali istraZivaci
iz razli¢itih nau¢nih instituta (6), fakulteta (3) i klinika (2) iz Srbije, u kojima se ta istrazivanja aktivno sprovode. Naime,
saznanja o SARS-CoV-2 koronavirusu, uzro¢niku nove bolesti COVID-19, se kontinuirano uvecavaju i veoma je vazno
$to i naucnici iz nase zemlje daju doprinos u razumevanju ove pandemije. Isto se odnosi i na najnovije tehnologije za
manipulaciju molekula DNK, koje su dovele do revolucionarnih pomaka u biomedicinskim naukama. Stoga, prikazana
istrazivanja molekularne osnove razli¢itih bolesti najsavremenijim metodoloskim pristupima, primena dobijenih re-
zultata u dijagnozi, preciznom predvidanju progresije bolesti i leenju, kao i razvoju novih molekularnih terapeutika,
daju realnu osnovu ocekivanjima da ¢e personalizovana medicina uskoro postati Siroko dostupna.

Dr Gordana Nikcevié, nauéni savetnik
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo, Univerzitet u Beogradu
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Apstrakt

Pseudomonas aeruginosa jedan je od najznacajnijih uzroc¢nika unutarbolnickih infekcija ciji je terapijski tret-
man konvencionalnim antibioticima sve ¢e3c¢e neefikasan usled rezistencije na antibiotike. Inovativni vidovi
kontrole infekcija, poput utisavanja meducelijske komunikacije bakterija, a time i onemogucavanja viru-
lencije i inhibicije patogenog fenotipa su stoga od izuzetnog znacaja. U ovom radu bice predstavljena istra-
zivanja koja su bazirana na prirodnom svojstvu bakterija koje dele ekoloske nise da saraduju, ali i kompetiraju,
na osnovu ¢ega su analizirane Delftia tsuruhatensis i Burkholderia cepacia koje tokom infekcija kolokalizuju
sa P. aeruginosa. Pokazano je da D. tsuruhatensis 11304 produkuje C18-HSL koji inhibira virulenciju P. aeru-
ginosa i rekonstituise osetljivost na antibiotike, a takode je po prvi put u literaturi opisano prisustvo dihi-
droksi-C18-HSL u bioloskim uzorcima. Opisane su i laktonaze vrste B. cepacia BCC4135 koje degraduju
autoinducere komunikacije P. aeruginosa i inhibiraju ekspresiju faktora virulencije. Utvrdena je njihova sup-
stratna specifi¢nost i ukazano na razli¢itu biolosku funkciju u zavisnosti od lokalizacije.

Kljucne reci: meducelijska komunikacija bakterija, virulencija, biofilm, utisavanje meducelijske komunikacije
bakterija, antivirulentni agensi, Pseudomonas aeruginosa

Biogenic silencers of Pseudomonas aeruginosa virulence
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Institute of Molecular Genetics and Genetic Engineering, University of Belgrade, Belgrade, Serbia 2University of Bel-
grade Faculty of Biology, Belgrade, Serbia

Correspondence: milkam@imgge.bg.ac.rs

Abstract:

Pseudomonas aeruginosa is a leading cause of nosocomial infections, whose therapeutic treatment with
conventional antibiotics is increasingly ineffective due to antibiotic resistance. Inovative approaches of in-
fection control, such as silencing the bacterial quorum sensing system and thus virulence and pathogenic
phenotype inhibition are of great importance. In this study, there will be presented research based on na-
tural feature of bacteria that share the same ecological niche to coordinate, but also to compete, based on
which Delftia tsuruhatensis and Burkholderia cepacia that colocalize with P. aeruginosa during infections were
analysed. D. tsuruhatensis 11304 has been shown to produce C18-HSL which inhibits P. aeruginosa virulence
and reconstitutes antibiotic susceptibility, and the presence of dihydroxy-C18-HSL in biological samples has
also been described for the first time in the literature. B. cepacia BCC4135 lactonases that degrade autoin-
ducers of P. aeruginosa quorum sensing system and inhibit virulence factor expression have also been re-
ported. Their substrate specificity was determined and different biological function depending on their
localization was indicated.

Keywords: quorum sensing, virulence, biofilm, quorum quenching, antivirulence agents, Pseudomonas
aeruginosa



PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Pseudomonas aeruginosa je Gram-negativni bacil, koga odlikuje sposobnost kolonizacije raznolikih ekoloskih nisa
i Siroka rasprostranjenost u okruzenju [1]. Medutim, najnoviji podaci dobijeni meta-analizom ukazuju da je prisustvo
ove bakterije u okruzenju najucestalije na stanistima usko povezanim sa ljudskom aktivnosc¢u [2].

P. aeruginosa zauzima vodece mesto medu Gram-negativnim patogenim bakterijama kao uzro¢nik brojnih akut-
nih i hroni¢nih infekcija, narocito kod osoba sa oslabljenim imunskim sistemom. Predstavlja glavnog uzro¢nika smrt-
nih ishoda kod pacijenata obolelih od cisti¢ne fibroze i vode¢i je uzro¢nik unutarbolnickih infekcija [1]. Siroka
rasprostranjenost ovog patogena u zdravstvenim ustanovama omogucena je zahvaljujudi njegovoj mogucnosti trans-
misije sa pacijenta na pacijenta, sposobnosti dugotrajnog opstanka na zivim i nezivim povrsinama, kao i otpornosti na
derzificijense [3]. Smatra se da je za opstanak P. aeruginosa u razli¢itim stanistima narocito zasluzna izuzetna plasti¢nost
genoma i sposobnost usvajanja stranih gena. Za patogenezu pseudomonasne infekcije odgovorni su brojni meha-
nizmi rezistencije na antibiotike kao i arsenal faktora virulencije. Usled sve vece prevalence rezistencije i neefikasnosti
antibakterijskih agenasa koji se koriste u tretmanu infekcija izazvanih ovom bakterijom, vrsta P. aeruginosa uvrstena
je na listu ESKAPE patogena (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter bau-
mannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter sp.), koji predstavljaju najve¢u opasnost po javno zdravlje [4]. Znacaj ove
bakterijske vrste potvrdila je Svetska zdravstvena organizacija 2017. godine kada je P. aeruginosa pozicionirala na listu
od 12 patogena za koje je hitno potreban razvoj novih terapeutika [4].

Mehanizmi rezistencije na antibiotike kod P. aeruginosa mogu biti urodeni, ste¢eni i adaptivni. Na osnovu Sirine
spektra rezistencije na antibiotike, izolati P. aeruginosa svrstani su u dve grupe: visestruko rezistentni (eng. multi-drug
resistant, MDR) i ekstremno rezistentni (eng. extensively drug-resistant, XDR). Prema podacima Evropskog centra za pre-
venciju i kontrolu bolesti za 2016. godinu, 33,9% klini¢kih izolata P. aeruginosa ispoljilo je rezistentan fenotip na naj-
manje jednu od grupa antibiotika koje se koriste za nadzor ovog patogena [5].

FAKTORI VIRULENCIJE VRSTE P. AERUGINOSA

Produkcija faktora virulencije predstavlja veoma vaznu strategiju prezivljavanja patogena, koja im omogucava
odbranu od imunskog sistema domacina i napredovanje patogeneze, posebno u ranim fazama kolonizacije doma-
¢ina i akutne infekcije [1]. U osnovi patogenosti P. aeruginosa leze brojni faktori virulencije, koji se na osnovu celijske
lokalizacije mogu podeliti na: faktore virulencije vezane za povrsinu Celije; faktore koji se oslobadaju iz ¢elije i razliciti
tipovi sekretornih sistema. Meducelijska komunikacija bakterija vr$i modulaciju signala iz spoljasnje sredine i regulise
produkciju faktora virulencije, dok je formiranje biofilma najkompleksniji i najznacajniji virulentni faktor zato sto inte-
grise sve preostale faktore u jednu celinu.

MEDUCELIJSKA KOMUNIKACIJA BAKTERIJA

Meducelijska komunikacija bakterija odnosno quorum sensing (QS) predstavlja obrazac ponasanja zasnovan na gu-
stini bakterijske populacije koji koriste jednocelijski organizmi u cilju prilagodavanja uslovima zivotne sredine, u svrhu
medusobne kompeticije kao i interakcije sa visecelijskim organizmima [6]. Signalni molekuli QS sistema-autoinduceri
(Al) ostvaruju dvostruku ulogu: vezivanjem za receptore aktiviraju ekspresiju ciljnih gena i produkciju novih Al, ¢ime
se ostvaruje pozitivna povratna sprega koja omogucava sinhrono ponasanje ¢elija u bakterijskoj populaciji.

Gram-negativne proteobakterije koriste hemijske signalne

O molekule N-acil-homoserin laktone (AHL) u svrhu meducelij-

ske komunikacije. Strukturu AHL ¢ini laktonski prsten za koji je
amidnom vezom bo¢no vezan acilni lanac duzine od 4 do 20 C
atoma (Slika 1). Acilni lanac moze nositi nesaturisane dvostruke
veze ili posedovati modifikacije na C3 atomu (okso ili hidroksi
supstituent) [7]. Po dostizanju kriticne koncentracije AHL se ve-
zuje za citoplazmatski transkripcioni regulator (receptor, R), pri
¢emu se uspostavlja kompleks Al/R. Ovaj kompleks potom, kod
l O J ‘ ] individualnih ¢elija koje ¢ine bakterijsku populaciju, omogu-
¢ava simultanu aktivaciju transkripcije gena pod kontrolom QS
Homoserin Boc¢ni acilni lanac sistema [8]. AHLom posredovan QS sistem bakterije prevasho-
lakton masne Kiseline dno koriste za intraspecijsku komunikaciju. Osim $to jedinke
iste bakterijske vrste medusobno razmenjuju hemijske signale,
bakterije imaju sposobnost “prisluskivanja” komunikacije dru-

N
H

Slika 1. Struktura N-acil-homoserin laktona.
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gih mikroorganizama, uskladujuci svoje ponasanje kao odgovor na signalne molekule koje same ne sintetisu. Ovaj vid
komunikacije karakteristi¢an je za patogene bakterije koje koriste kooperativno ili kompetitivho ponasanje sa ciljem
kolonizacije domacina.

MEDUCELIJSKA KOMUNIKACIJA VRSTE P. AERUGINOSA

QS sistem vrste P. aeruginosa veoma je kompleksna, hijerarhijski uredena mreza, koju ¢ine ¢etiri medusobno po-
vezana sistema: las, rhl, pgs i igs (Slika 2). QS sistem kod ovog patogena kontrolise formiranje biofilma, sintezu sekun-
darnih metabolita i faktora ¢ija je uloga zastita od imunskog sistema domacina [9]. P. aeruginosa poseduje najsloZeniju
i najbolje istrazenu QS signalnu mrezu [9]. Uloga meducelijske komunikacije u patogenezi P. aeruginosa ogleda se u ¢i-
njenici da je vise od 10% ukupnih gena i vise od 20% eksprimiranog bakterijskog proteoma uklju¢eno u QS sistem [1].

Prvi opisani QS sistem vrste P. aeruginosa, las sistem, ¢ine las/ gen koji kodira Lasl sintazu; lasR gen koji kodira tran-
skripcioni aktivator LasR i rsal gen koji kodira transkripcioni represor (RsaL) las/ gena. Signalni molekul /as sistema je N-
3-okso-dodekanoil-homoserin lakton (3-okso-C12-HSL). Ovaj signalni put regulide sintezu metaloproteinaze elastaze,
egzotoksina A i alkalne proteaze [10]. QS sistem rhl odgovoran je za sintezu ramnolipida, a takode kontrolise sintezu
egzoprodukata piocijanina, cijanovodonic¢ne kiseline i elastaze [11]. Hemijski molekul ovog signalnog puta je N-butiril-
homoserin lakton (C4-HSL), a njegova sinteza je pod kontrolom rhil gena. Treci QS sistem, pgs sistem, je dobio naziv po
svom signalnom molekulu PQS (eng. Pseudomonas aeruginosa quinolone signal). PQS je po svojoj strukturi 2-heptil-3-
hidroksi-4-hinolon, a njegova sinteza je pod kontrolom pgsA gena. Nakon vezivanja za PqsR receptor (oznacen i kao
MvfR), PQS aktivira ekspresiju ciljnih gena odgovornih za sintezu PQS i piocijanina. Ovaj QS sistem je pored sinteze pi-
ocijanina, od sustinskog znacaja za pokretljivost i formiranje biofilma [12]. Cetvrti QS sistem oznacen je kao igs (eng. in-
tegrated quorum sensing) i vrsi integraciju signala iz spoljasnje sredine u kompleksnu QS mrezu [12]. lako status ovog
signalnog puta jo$ nije potpuno razjasnjen, ustanovljeno je da ima ulogu u regulaciji patogeneze P. aeruginosa.

Sva Cetiri QS sistema P. aeruginosa organizovana su u slozenu hijerarhijsku mrezu (Slika 2). Na vrhu lestvice nalazi
se las sistem koji koordinise preostala tri, a svaki sistem ima sposobnost autoregulacije po principu pozitivne povra-
tne sprege. Takode, rhl sistem je pozicioniran najnize na lestvici i pod kontrolom je las, pgs i igs sistema, i ujedno pred-
stavlja mesto ukrstanja ostalih signalnih puteva. Odnosi izmedu ova Cetiri QS sistema su znatno kompleksniji ukoliko
se uzme u obzir da, osim $to mogu biti regulisani medusobno, takode mogu biti aktivirani pod uticajem sredinskih fak-
tora kao $to su niska koncentracija kiseonika, gladovanje i faktorima poreklom od domacina [13].
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Slika 2. Sematski prikaz hijerarhijske organizacije ¢etiri QS sistema vrste P. aeruginosa, njihovih komponenata i produkata.



EKSTRACELULARNI FAKTORI VIRULENCIJE

Elastaze. Sposobnost P. aeruginosa da razgradi elastin smatra se glavnom odrednicom patogeneze tokom aku-
tne infekcije. Proces razgradnje elastina, gradivne komponente tkiva pluca, odvija se uskladenom aktivno3¢u enzima
LasA i LasB elastaze [10]. Sinteza ovih enzima pod kontrolom je las QS sistema. Ovi enzimi, osim razgradnje elastina,
imaju takode sposobnost razgradnje kolagena i proteina surfaktanta prisutnih na povrsini plu¢nog epitela [14]. Kao po-
sledica elastazne aktivnosti, dolazi do narusavanja integriteta epitelne barijere, slabljenja imunskog sistema doma-
¢ina, kao i smanjenja mogucnosti zarastanja rana.

Piocijanin je plavozeleni pigment iz grupe fenazina. Njegova sinteza je pod kontrolom pgs QS sistema, a transport
u lokalno okruzZenje posredovan je sekrecionim sistemom tipa Il [11,12]. Produkcija ovog sekundarnog metabolita
specifi¢na je za P. aeruginosa i jedan je od glavnih mehanizama kojim ova bakterija ostvaruje citotoksi¢an efekat na
Celije domacina izazivanjem oksidativnog stresa. Utvrdeno je, takode, da je ozbiljnost pseudomonasne infekcije u di-
rektnoj sprezi sa koncentracijom piocijanina u sputumu pacijenata obolelih od cisti¢ne fibroze [15].

Ramnolipidi predstavljaju termostabilne glikolipide hemolizine, a njihova sinteza odvija se pod kontrolom /as i
rhl sistema meducelijske komunikacije. Ovi biosurfaktanti ostvaruju hemoliticku ulogu koja uklju¢uje razgradnju li-
pida, narusavanje funkcije cilijarnog plué¢nog epitela i nekrozu celija domacina, i na taj nacin daju doprinos invaziji
tkiva domacina [16]. Ramnolipidi, takode, ostvaruju izuzetno vaznu ulogu u nekoliko faza formiranja biofilma kao sto
su formiranje mikrokolonija, odrzavanje strukture biofilma i njegovo rasejavanje [17].

BIOFILM

Tokom istorije mikrobiologije, mikroorganizmi su prevashodno smatrani planktonskim, slobodnozivuc¢im organ-
izmima. Na osnovu istrazivanja sprovedenih u poslednje tri decenije, nedvosmisleno je ustanovljeno da predominan-
tna Zivotna forma bakterija predstavlja Zivot u zajednici biofilma, dok se planktonska forma smatra samo prelaznom
fazom u Zivotnom ciklusu bakterijske populacije. Biofilm po definiciji predstavlja visoko organizovanu zajednicu mi-
kroorganizama pri¢vrdcenih za povrsinu i uronjenih u ekstracelijski matriks koji sami produkuju [18]. MozZe se formirati
kako na zivim, tako i na nezivim povrsinama. Biofilm se, pored bakterijske populacije, sastoji od ekstracelijskog matri-
ksa koga cine polimeri kao $to su egzopolisaharidi (EPS), ekstracelularna DNK (eDNK), RNK, lipidi, proteini i amiloidni
agregati. U formiranju biofilma moZe ucestvovati jedna ili vedi broj bakterijskih vrsta. Procenjuje se da dentalni biofilm
sadrzi preko 500 razli¢itih vrsta bakterija. Nasuprot tome, u poodmaklom stadijumu bolesti, u plu¢ima pacijenata obo-
lelih od cisti¢ne fibroze biofilm formira jedino P. aeruginosa [1].

Zajednice mikroorganizama u biofilmu razlikuju se od slobodnih celija na osnovu brzine rasta i ekspresije gena,
usled toga $to Zivot u ovakvoj mikrosredini odlikuje povec¢ana osmolarnost, ograni¢ena dostupnost hranljivih mate-
rija i znatno veca gustina raznolikih bakterijskih vrsta. Povoljnosti koje obezbeduje Zivot u ovoj zajednici u odnosu na
planktonsku formu su zastita od delovanja faktora spoljasnje sredine kao to su isusivanje, delovanje antimikrobnih
supstanci i kompeticije izmedu razlic¢itih mikroorganizama. Meducelijska komunikacija je znatno olak3ana, te biofilmovi
predstavljaju idealnu niSu za razmenu informacija i sinhrono ponasanje. Smatra se da su bakterije u biofilmu do hiljadu
puta tolerantnije na delovanje antibiotika u odnosu na planktonsku formu [18]. Procesi koji se odvijaju unutar ovih
slozenih struktura su pod direktnom kontrolom QS sistema.

Sposobnost formiranja biofilma predstavlja jednu od najznacajnijih virulentnih karakteristika P. aeruginosa i za-
sluzan je za uspostavljanje hroni¢nih infekcija, i samim tim moze direktno uticati na progresiju bolesti i dugotrajnu
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Slika 3. Faze formiranja biofilma vrste P. aeruginosa.
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perzistenciju [1]. Zahvaljujuci tome, P. aeruginosa dominira u polimikrobnoj zajednici starijih osoba obolelih od cis-
ti¢ne fibroze, istiskujuci ostale ¢lanove te zajednice. Ova bakterijska vrsta uzeta je kao model sistem za proucavanje
biofilmova kod Gram-negativnih bakterija. Formiranje biofilma je precizno regulisan, visestepeni proces koji ¢ine slededi
dogadaji: (1) adsorpcija molekula, vezivanje bakterija za povrsinu (reverzibilno i ireverzibilno) i oslobadanje ek-
stracelularnih supstanci; (2) formiranje mikrokolonija i sazrevanje biofilma i (3) rasejavanje (disperzija) (Slika 3).

ANTIVIRULENTNA TERAPLJA - TERAPIJA ZASNOVANA NA INHIBICIJI PATOGENOSTI BAKTERLJA

lako se otkrice antibiotika smatra jednim od najznacajnijih dostignuca na polju medicine 20. veka, zlatna era an-
tibiotika okoncana je nekontrolisanom pojavom izolata rezistentnih na sve trenutno dostupne klase antibiotika medu
klini¢ki znacajnim bakterijskim vrstama [19]. Kao posledica toga, lec¢enje pojedinih infekcija postaje vrlo ograni¢eno ili
¢ak onemoguceno, javljaju se i zarazne bolesti, ¢iji su uzro¢nici bakterije, koje su gotovo neizlecive konvencionalnom
antibiotskom terapijom. U cilju poboljsanja efikasnosti antibiotika, pribegava se povecavanju njihovih dozaili primeni
kombinovane antibiotske terapije, koja ima znacajne posledice po zdravlje ljudi. Medutim, najvise zabrinjava ¢injenica
da poslednjih decenija u klinicku praksu nije uvedena nijedna znacajnija nova klasa antibiotika, te su svi trenutno do-
stupni antibiotici na trzistu derivati starijih generacija [19]. Zbog toga postoji urgentna potreba za razvojem i prime-
nom novih pristupa koji bi obezbedili odrzivu i dugoroc¢nu efikasnost u borbi protiv rezistentnih patogenih bakterija.

Tradicionalni antibiotici ciljaju vitalne ¢elijske procese visoko konzervisane medu bakterijama i time namecu sna-
zan selektivni pritisak, $to vodi ka razvoju mehanizama rezistencije, i vrlo cesto ka ostecenju i/ili disbiozi mikrobiote do-
macina [20]. Jedan od predloZenih novih pristupa cilja elijske procese bakterija odgovorne za virulenciju i patogenost,
te je ovaj pristup oznacen kao “antivirulentna” ili “antipatogena” terapija. Prednost ovog pristupa ogleda se u tome
$to on vodi ka znatnom smanjenju selektivnog pritiska i samim tim manjoj moguc¢nosti razvoja rezistencije, te stoga
ima znacajnu prednost u pogledu kontrole infekcija. S obzirom da su antivirulentni agensi specifi¢ni za patogene, oce-
kuje se da ¢e imati zanemariv efekat na komensalne bakterije. Glavhu metu antivirulentne terapije predstavlja QS si-
stem koji koordinise produkciju faktora virulencije i invaziju tkiva domacina, te samim tim lezi u osnovi patogenosti.

Razvoj antivirulentne terapije omogucilo je otkrice fenomena utisavanja meducelijske komunikacije bakterija.
Ovaj fenomen nazvan quorum quenching (QQ) prvi put je opisan 2000. godine kada je identifikovan enzim AiiA lakto-
naza [21]. Do danas su identifikovani brojni QQ mehanizmi koji se zasnivaju na prirodi molekula, nac¢inu delovanjaii cilj-
nim metama [21]. Na osnovu svoje prirode QQ molekuli su podeljeni na inhibitore quorum sensing-a (mali molekuli
neproteinske prirode, QSI) i quorum quenching enzime (makromolekuli proteinske prirode).

MALI MOLEKULI UTISIVACI MEDUCELIJSKE KOMUNIKACIJE BAKTERIJA

Mali molekuli utiSiva¢i meducelijske komunikacije bakterija (QSI) ¢ine veoma raznoliku grupu molekula koje od-
likuje sposobnost inaktivacije autoinducer sintaza i kompetitivhog vezivanja/strukturnih modifikacija receptora. U
literaturi su opisani brojni QSI molekuli poreklom iz veoma razlic¢itih organizama uljucujudi biljke, Zivotinje, gljive i
mikroorganizme [21]. Osim prirodnih, opisani su i brojni sinteti¢ki QSI molekuli [22]. Premda mnogi organizmi i ek-
strakti pokazuju QSI aktivnost, aktivna jedinjenja su u potpunosti okarakterisana u nekolicini slu¢ajeva. Znacajno je
naglasiti da je biohemijska priroda QSI veoma raznolika, i osim strukturnih analoga signalnih molekula, koji najcesc¢e
deluju kao kompetitivni inhibitori, ne postoji direktna korelacija izmedu hemijske strukture ili funkcionalne grupe QSI
i njihovih ciljnih aktera iz QS sistema [21]. Na osnovu mehanizma delovanja, QS| su podeljeni u tri grupe:

Inhibitori sinteze signalnih molekula sprecavaju produkciju signalnih molekula posredstvom inhibicije sinteze
prekursora ili same aktivnosti autoinducer sintaze. Identifikovana je nova klasa PgsD inhibitora koji znacajno smanjuje
koncentraciju PQS prekursora i blokira formiranje biofilma vrste P. aeruginosa [23].

Inhibitori transporta i razmene QS signalnih molekula doprinose smanjenju ili potpunom blokiranju trans-
porta QS signalnih molekula. Neki od opisanih molekula imaju ulogu sekvestera autoinducera. Ustanovljeno je da an-
titela ostvaruju vrlo efikasno delovanje u sekvestraciji QS signala kod S. aureus i 3-okso-C12-HSL kod P. aeruginosa [24].

Inhibitori percepcije QS signala sprecavaju vezivanje QS signala za receptor i/ili modifikuju konformaciju kom-
pleksa signal-receptor, blokirajuci njegovu dimerizaciju ili interakciju sa odgovaraju¢im DNK regionom. Najveci broj
opisanih QSI molekula predstavljaju antagoniste QS signala. Razliciti prirodni i sinteticki analozi AHL molekula poput
tiolaktona, laktama i halogenih furanona blokiraju rh/ QS sistem P. aeruginosa [21]. Ustanovljeno je, takode, da farne-
zol poreklom iz Candida albicans inhibira produkciju PQS signalnog molekula vezujuci se za PqsR i uzrokuju¢i konfor-
macionu modifikaciju receptora ¢ime se sprecava njegovo vezivanje za promotorsku sekvencu pgsA gena [25].



ENZIMI UTISIVACI MEPUCELIJSKE KOMUNIKACIJE

Premda prema poreklu mogu biti veoma raznoliki, najveci broj opisanih QQ enzima izolovan je iz bakterija [26].
lako ovi enzimi poti¢u od QS-emitujucih i QS-neemitujucih mikroorganizama, njihova fizioloska uloga vrlo ¢esto nije
najjasnija. Filogenetskom analizom ustanovljeno je da bakterije producenti QQ enzima pripadaju trima kladama, medu
kojima su najzastupljeniji rodovi pripadnici i y proteobakterija i Gram-pozitivnih bakterija (Bacillus i Rhodococcus). QQ
enzimi su na osnovu mehanizma degradacije AHL signala kategorisani u tri grupe (Slika 4):

Laktonaze koje katalizuju otvaranje laktonskog prstena;

Acilaze koje hidrolizuju amidnu vezu, pri ¢emu dolazi do razdvajanja acilnog lanca (masne kiseline) od lakton-
skog prstena;

Oksidoreduktaze koje vrie oksidaciju/redukciju acilnog lanca.

Ustanovljeno je da pojedini mikroorganizmi ne koriste QQ enzime iskljuc¢ivo kao deo odbrambene strategije pro-
tiv svojih kompetitora, vec upotrebljavaju AHL i produkte njihove degradacije kao izvor ugljenika i azota za rast. Soj P.
aeruginosa PAO1 i njemu blisko srodne pseudomonade degraduju AHL dugog acilnog lanca (duze od 8 C atoma) koje
potom koriste kao izvor energije [27].

Bududi da pripadnici Gram-pozitivnih bakterija ne poseduju AHL-zavisan QS sistem, ekoloska uloga QQ enzima
poreklom iz Bacillus vrsta za sada nije u potpunosti razjasnjena [26]. Pretpostavlja se da ovi enzimi pre imaju ulogu u
detoksifikaciji AHL nego u njihovoj degradaciji, buduci da je ova grupa mikroorganizama senzitivna na AHL. Stoga bi
AHL za Bacillus mogli imati svojstvo antibiotika, dok bi laktonaze predstavljale determinante rezistencije na antibi-
otike [21].

Laktonaze su metaloproteini koji hidrolizuju estarsku vezu laktonskog prstena. Mehanizam delovanja AHL lak-
tonaza je reverzibilan, a s obzirom da je identican procesu pH-posredovane laktonolize, acidifikacija dovodi do ponovne
ciklizacije laktona. Laktonaze mogu imati Siroku supstratnu specifi¢nost, s obzirom da je meta ovih enzima-laktonski
prsten identican kod svih AHL molekula [28]. Do danas je opisano preko 30 razlic¢itih tipova AHL laktonaza.
Aminokiselinska sekvenca i struktura laktonaza veoma je raznovrsna, stoga su ovi enzimi svrstani u Cetiri superfami-
lije proteina: metalo-3-laktamaze, paraoksonaze, fosfotriesteraze i a/B-hidrolaze [26]. Bez obzira na veoma malu iden-
ticnost na aminokiselinskom nivou medu razli¢itim podgrupama, sve AHL laktonaze ¢lanovi superfamilije
metalo-B-laktamaza poseduju visoko konzervisan HXHXDH cink-vezujuc¢i motiv neophodan za degradaciju signalnih
molekula.

AHL laktonaze kao $to su AiiA (poreklom iz Bacillus sp.), AttM (Agrobacterium tumefaciens), AidB (Bosea sp.), AidC
(Chryseobacterium sp.), MomL (Muricauda olearia) i RmmL (Ruegeria mobilis) poseduju vrlo Siroku supstratnu speci-
ficnost u pogledu duzine bo¢nog acilnog lanca AHL molekula [29,30], ali se razlikuju po svojim fizi¢cko-hemijskim karak-
teristikama. Sposobnost ovih enzima da degraduju AHL i na taj nacin sprece formiranje biofilma i produkciju faktora
virulencije P. aeruginosa potvrdena je brojnim in vitro i in vivo studijama [29,31,32]. Imajudi u vidu navedena svojstava,
AHL laktonaze su selektovane kao dobri kandidati za antivirulentnu terapiju.

Nasuprot laktonazama, acilaze ireverzibilno hidrolizuju amidne veze izmedu acilnog lanca i laktonskog prstena
AHL, pri ¢emu nastaju masna kiselina i homoserin lakton. Ireverzibilna hidroliza smatra se dobrim svojstvom sa
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Slika 4. Mehanizam delovanja enzima utisivaca meducelijske komunikacije.
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biotehnoloskog aspekta, jer ne postoji moguénost regeneracije funkcionalnog AHL. Supstratna specifi¢nost acilaza
bazirana je na duzini acilnog lanca AHL kao i prisustvu strukturnih modifikacija na C3 atomu [28]. Do danas su identi-
fikovane acilaze poreklom iz Comamonas, Ralstonia, Pseudomonas i Ochrobactrum vrsta [26]. Kao i laktonaze, i ova
grupa enzima ostvaruje znacajan antivirulentni potencijal.

Enzimi pripadnici klase oksidoreduktaza ne vrse degradaciju AHL molekula, ve¢ ih modifikuju u neaktivan oblik
oksidacijom ili redukcijom acilnog lanca. Sinteza oksidoreduktaza smatra se protektivnim mehanizmom kod pojedinih
bakterijskih vrsta. Ustanovljeno je da BpiB09 oksidoreduktaza inaktivira 3-okso-C12-HSL, smanjujuci produkciju pio-
cijanina, pokretljivost i formiranje biofilma P. aeruginosa PAO1 [33].

PRIMENA MOLEKULA UTISIVACA MEPUCELIJSKE KOMUNIKACIJE

Strategija utiSavanja meducelijske komunikacije bakterija dala je znacajne rezultate u biotehnologiji uklju¢ujudi
borbu protiv biljnih patogena, u akvakulturi, u bioreaktorima koris¢enim za precis¢avanje otpadnih voda kao i u medi-
cinske svrhe. Kada je u pitanju primena u medicini, QQ molekuli su nasli vazno mesto prilikom izrade novih generacija
medicinskih uredaja poput ortopedskih implanata, kontaktnih sociva, zavoja i katetera [22].

Mada se mogu primenjivati pojedina¢no, QQ molekuli su najbolje efekte dali kao deo kombinovane terapije u
lecenju infekcija izazvanih klini¢ckim patogenima. Primena antivirulentnih agenasa u kombinaciji sa antibioticima
pokazala se kao trenutno najefikasniji pristup u borbi protiv bolesti izazvanih bakterijama. Brojne studije povrdile su
znacaj sinergistickog delovanja antibiotika i antivirulentnih agenasa u smanjenju primenjene doze antibiotika i
poboljsanja njihove efikasnosti [34,35].

U poslednje dve decenije istrazivanja iz oblasti antivirulentne terapije dala su veoma znacajne rezultate. Identifi-
kovane su brojne nove mete antivirulentne terapije zasnovane na prirodnom fenomenu utisavanja QS sistema i uspe-
$no su uspostavljene strategije pronalaska novih terapeutika. Imajuc¢i u vidu da je P. aeruginosa jedan je od
najznacajnijih oportunistickih humanih patogena, ciji je tretman vrlo otezan usled ogranicenih terapeutskih
mogucnosti, aktuelna istrazivanja usmerena su ka alternativnim terapeutskim pristupima i primeni bakteriofaga,
vakcina i molekula koji za cilj imaju utiSavanje meducelijske komunikacije.

ULOGA BAKTERIJSKIH SOCIJALNIH INTERAKCIJA U USPOSTAVLJANJU NJIHOVOG
PATOGENOG POTENCIJALA

Socijalne interakcije izmedu razli¢itih mikroorganizama unutar polimikrobnih zajednica su od izuzetne vaznosti
za oblikovanje patogenosti bakterija. Ove interakcije mogu ostvariti uticaj na patogenezu, otpornost na antibiotike i
napredovanje bolesti. Medutim, ¢esto nije jednostavno utvrditi da li je klinicka slika uzrok ili posledica ovih interakcija.
Takode, uloga nekih mikroorganizama u polimikrobnoj zajednici je mnogo suptilnija, $to znaci da ne moraju biti pre-
poznati kao patogeni per se, ve¢ patogeni potencijal ostvaruju kroz interakciju sa drugim mikroorganizmima. P. aeru-
ginosa koristi kooperativnu i kompetitivnu strategiju u svrhu osvajanja razlicitih ekoloskih nisa. Itekako je poznato da
sekundarni metaboliti P. aeruginosa ostvaruju uticaj na susedne mikroorganizme. Kao odgovor na prisustvo P. aeru-
ginosa, prostorno bliski mikroorganizmi primenjuju raznolike odbrambene mehanizme. Jedna od tih odbrambenih
strategija je utiSavanje meducelijske komunikacije ovog patogena. Do danas su opisani brojni utisivaci QS sistema.
Ono sto je, medutim, ostalo manje poznato jeste, kako mikroorganizmi koji tokom infekcije domacina kolonizuju ista
tkiva i organe kao i P. aeruginosa, kompetiraju za ogranic¢ene resurse posredstvom utisavanja njegove meducelijske ko-
munikacije. Stoga je ideja ovog istrazivanja bila potraga za novim, potencijalno efikasnim QQ molekulima poreklom
od mikroorganizmima koji tokom infekcije domacina dele istu ekolosku nisu sa P. aeruginosa. lako je ova bakterijska
vrsta jedan od najkoris¢enijih model sistema prilikom ispitivanja antivirulentnog potencijala QSIi QQ molekula, vec¢ina
studija svoja istrazivanja bazirala je na upotrebi laboratorijskih sojeva P. aeruginosa PAO1 i PA14 kao model sistema
[31,32], dok su podaci o utisavanju QS sistema klini¢kih izolata P. aeruginosa veoma oskudni. S tim u vezi, jedan od za-
dataka ovog istrazivanja bio da se antivirulentni potencijal novih QSI/QQ molekula ispita na klinickom izolatu P. aeru-
ginosa MMAB3, soju od izuzetnog klinickog znacaja, ¢iji je visestruko rezistentni fenotip u korelaciji sa teskim ishodom
infekcije [36].

U okviru nasih istrazivanja sprovedenih u poslednjih pet godina [37,38] analizirano je prisustvo QQ fenotipa po-
reklom iz Gram-negativnih klini¢kih izolata uzorkovanih na teritoriji grada Beograda. Analizirano je ukupno 633 klini-
¢kih izolata, pripadnika 11 rodova. Prilikom selekcije, od 19 sojeva sa QQ fenotipom, izdvojila su se dva izolata Delftia
tsuruhatensis 11304 i Burkholderia cepacia BCC4135 koja su na osnovu inicijalne analize pokazala najbolje rezultate.
Pored toga, jos jedan od kriterijuma za odabir ovih izolata za detaljnu karakterizaciju bila je i razli¢ita priroda QQ mo-
lekula koje produkuju ovi sojevi.



DELFTIA TSURUHATENSIS 11304 JE IZVOR QS| MOLEKULA

lako je Delftia tsuruhatensis prvobitno okarakterisana kao znacajan bioremedijator [39], najnovija istrazivanja
ukazuju na znacaj ove bakterijske vrste kao patogena odgovornog za povecano izazivanje infekcija kod ljudi, pre-
vashodno u unutarbolni¢kim uslovima [40]. Budu¢i da su literaturni podaci o D. tsuruhatensis veoma oskudni,
nemoguce je sa sigurnosc¢u govoriti o poreklu D. tsuruhatensis 11304 soja analiziranom u nasoj studiji [37], bilo da je
on poreklom iz bolnicke sredine, ili je u pitanju sredinski izolat koji je u bolni¢ku sredinu dospeo posredstvom pacijenta.
Ono $to ukazuje na mogudi virulentni fenotip i sam klinicki znacaj ovog izolata jeste prisustvo genetickih determinanti
za sintezu faktora virulencije i rezistencije na antibiotike, $to bi moglo doprineti sveukupnom patogenom potencijalu
ovog soja i pruziti uvid u geneticku osnovu patogenosti D. tsuruhatensis uopste.

Inicijalnom analizom ustanovljeno je da klinicki izolat D. tsuruhatensis 11304 produkuje utiSivace QS sistema ne-
proteinske prirode, stoga je ideja ovog istrazivanja bila identifikovati molekul(e) koji leze u osnovi njegove QSI ak-
tivnosti. Ukupni etil-acetatni ekstrakt ostvario je znacajno utisSavanje QS sistema visestruko rezistentnog klini¢kog
izolata P. aeruginosa MMAB83, redukujuci njegov virulentni fenotip kroz inhibiciju formiranja biofilma kao i smanjenje
produkcije ekstracelularnih faktora virulencije.

Sposobnost P. aeruginosa da formira biofilm omogucava ovom patogenu uspesnu kolonizaciju, usled znac¢ajne tol-
erancije na antibiotike i otpornosti na imunski sistem domacina. Stoga formiranje biofilma na razli¢itim povrsinama sluzi
kao znacajan izvor infekcije. Smatra se da je oko 80% bakterijskih infekcija kod ljudi nastalo kao posledica sposobnosti
bakterija da formiraju biofilmove [18]. Stoga su predlozena tri nebaktericidna pristupa u borbi protiv patogenih bak-
terija koje imaju sposobnost formiranja biofilma: (1) sprecavanje vezivanja bakterija za povrsinu, (2) uticaj na arhitek-
turu biofilma radi poboljsanja prodora antimikrobnih lekova, i (3) ometanje procesa sazrevanja biofilma i/ili indukcije
njegove degradacije i rasejavanja [18]. Formiranje biofilma P. aeruginosa MMAB83 u znacajnoj meri je smanjeno tret-
manom11304 QSI ekstrakta, a da pritom sam ekstrakt nije uticao na rast bakterijskih ¢elija. Redukcija sposobnosti formi-
ranja biofilma posredstvom QSI ekstrakta ostvarena je na dozno-zavisan nacin, i u skladu je sa dosadasnjim literaturnim
podacima vezanim za primenu drugih QSI ekstrakata [41]. Dekompozicija biofilma ima veliki znacaj sa terapeutskog as-
pekta jer podrazumeva intervencije koje se primenjuju nakon sto je biofilm formiran. Ova strategija ukljucuje nekoliko
pristupa Cije su mete komponente matriksa biofilma (EPS, eDNK, lipidi, proteini i amiloidni agregati) i molekuli koji
ucestvuju u disperziji biofilma. Medutim, narusavanje strukture ve¢ formiranog biofilma nije postignuto primenom
11304 QSI ekstrakta, sto bi moglo ukazivati na nepropustljivost matriksa biofilma za aktivne komponente ekstrakta
kao i na drugaciji mehanizam delovanja D. tsuruhatensis 11304 QSI ekstrakta na QS sistem P. aeruginosa MMAS83.

Patogeni profil P. aeruginosa takode je u korelaciji sa njegovom sposobnos¢u produkcije ekstracelularnih faktora
virulencije elastaza, piocijanina i ramnolipida koje ovom patogenu sluze za invaziju tkiva domacina i potpomazu formi-
ranje biofilma kao i njegovo rasejavanje. Produkcija faktora virulencije je metaboli¢ki veoma zahtevan proces pod kon-
trolom las, rhl i pgs QS sistema, stoga je razumevanje regulatornih mehanizama zahvaljujudi kojima P. aeruginosa
upravlja ekspresijom gena odgovornih za sintezu faktora virulencije klju¢no za razvoj alternativnih terapeutskih opcija
sa ciljem kontrole i spre¢avanja infekcija. Do sada je literaturno potvrdeno da analozi C4-HSL poreklom iz Rhizobium
sp. NAO1 smanjuju produkciju elastaza i siderofora, dok ekstrakt rizosferne biljke S. maltophilia sprecava pokretljivost
i produkciju piocijanina kod P. aeruginosa [41,42]. Ustanovljen je dozno-zavisan efekat 11304 QSI ekstrakta na pro-
dukciju elastaza, piocijanina i ramnolipida P. aeruginosa MMA83. Antivirulentni efekat 11304 ekstrakta potvrden je i kroz
znacajno smanjenje ekspresije autoinducer sintaze i transkripcionog aktivatora analiziranih QS sistema- las, rhl i pgs.
Bududi da ovaj ekstrakt dovodi do promena na nivou transkripcije, jedan od pretpostavljenih mehanizama delovanja
bioaktivnih molekula iz ekstrakta je posredstvom njihove antagonisticke aktivnosti. To znaci da bioaktivni molekuli
sprecavaju vezivanje QS signala za receptor i/ili menjaju konformaciju kompleksa signal-receptor, blokirajuci njegovu
dimerizaciju i interakciju sa odgovaraju¢im DNK regionom ili RNK polimerazom.

Uzevsi u obzir da klinicki izolati P. aeruginosa veoma ¢esto poseduju visestruko rezistentni ili ¢ak ekstremno rezi-
stentni fenotip, novi pristup u klinickoj praksi prilikom lecenja infekcija izazvanih ovakvim sojevima bi mogao biti kom-
binovana upotreba antibiotika i druge neantibiotske aktivhe komponente. Imaju¢i takode u vidu da su antibiotici
gotovo u potpunosti neefikasni prilikom tretiranja bakterija u biofilmu, novija istrazivanja usmerena su ka primeni QQ
agenasa koji bi onemogucili formiranje ili narusili strukturu formiranog biofilma i na taj nacin izlozili bakterije direkt-
nom delovanju antibiotika. Stoga se smatra da sinergisti¢cko delovanje antibiotika i antivirulentnih agenasa ima za cil;
smanjenje primenjene doze antibiotika i povec¢anje njegove efikasnosti [9]. Utvrdeno je da primena QSI inhibitora fu-
ranona i galijuma u kombinaciji sa klinicki relevantnim antibioticima kolistinom, meropenemom, ciprofloksacinom i
tobramicinom moze dovesti do inhibicije rasta kod vecine klonova P. aeruginosa rezistentnih na antibiotike [43]. Zna-
¢aj primene QS inhibitora u smanjenju rezistencije P. aeruginosa PAO1 kroz sinergisticki efekat sa klini¢ki relevantnim
antibioticima dokumentovan je u jos nekoliko sluc¢ajeva [44,45]. Osetljivost visestruko rezistentnog klinickog izolata P.
aeruginosa MMAB83 na meropenem i gentamicin znatno je povecana kroz sinergisticko delovanje 11304 QSI ekstrakta
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sa primenjenim antibioticima, ukazujuci da bi aktivhe komponente iz ekstakta mogle imati primenu u kombinovanoj
terapiji prilikom tretmana infekcija izazvanih vrstom P. aeruginosa.

U okviru ove studije ustanovljeno je da sastav 11304 QSI ekstrakta ¢ine N-acil-homoserin laktoni sa duzinom
bocnog acilnog lanca od 12 do 18 C atoma, pri ¢emu je najdominantnije zastupljen N-oktadekanoil-homoserin lakton
(C18-HSL). Po prvi put je, takode, identifikovan dihidroksi-C18-HSL prirodnog porekla. Cinjenica da komercijalni C18-
HSL redukuje ekspresiju las/ QS gena i produkciju piocijanina, ukazuje na njegov uticaj na virulentni potencijal P. aerug-
inosa MMAR83. Ovim otkricem potvrdena su prethodna istrazivanja koja pokazuju da kod odredenih bakterijskih vrsta
AHL dugog lanca interferiraju sa QS sistemom posredovanim AHLom kratkog lanca. Poznato je da se AHL dugog lanca
(C12-HSL i C14-HSL) vezuju sa istim afinitetom za receptor kao i C6-HSL, ali imaju antagonisti¢ko dejstvo, zato $to in-
dukuju konformacionu modifikaciju receptora, i na taj nacin sprecavaju njegovu interakciju sa RNK polimerazom
onemogucavajuci aktivaciju transkripcije [46]. Imajudi ovo u vidu, postoji osnova za pretpostavku da AHL dugog lanca
poreklom iz D. tsuruhatensis 11304 QSI ekstrakta mogu biti odgovorni za interferenciju sa QS sistemom P. aeruginosa
MMAB83 i ujedno za smanjenje njegovog virulentnog potencijala. Shodno tome, moguce je napraviti analogiju sa C. vi-
olaceum CV026 QS sistemom, s obzirom da P. aeruginosa ne produkuje AHL ¢iji su boc¢ni lanci duzi od C12 atoma [47].
Takode, postoji nalazi koji tvrde da je duzina bo¢nog acilnog lanca jedna od klju¢nih odrednica u ostvarivanju antag-
onistickog delovanja sintetickih AHL prilikom koris¢enja Agrobacterium tumefaciens kao model sistema [48]. Medu-
tim, ostvareni antivirulentni efekat nije moguce pripisati samo C18-HSL, ve¢ orkestriranoj akivnosti nekoliko aktivnih
molekula iz 11304 QSI ekstrakta.

BURKHOLDERIA CEPACIA BCC4135 OSTVARUJE ANTIVIRULENTNU AKTIVNOST
POSREDSTVOM QQ LAKTONAZA

Za opstanak B. cepacia u bolnic¢koj sredini narocito je zasluzna izuzetna otpornost predstavnika ove bakterijske
vrste na klini¢ki znacajne antibiotike i dezificijense, kao i njihova visokoefikasna transmisija izmedu pacijenata, narocito
kod obolelih od cisti¢ne fibroze. Klini¢ki ishod kolonizacije i infekcije izazvane Burkholderia vrstama kod pacijenata sa
cisticnom fibrozom znacajno varira i moze se manifestovati kroz tranzitornu kolonizaciju, dugoro¢nu hroni¢nu infek-
ciju ili brzo pogorsanje klinicke slike, $to moze voditi ka pojavi ozloglasenog “cepacia sindroma” [49]. Soj B. cepacia
BCC4135 koji je bio predmet proucavanja nase studije [38] izolovan je iz pacijenta obolelog od cisti¢ne fibroze. Na os-
novu in silico analize genomske sekvence BCC4135 ustanovljeno je da ovaj klini¢ki izolat poseduje znacajan broj gena
koji pripadaju rezistomu i virulomu, $to ukazuje na moguca svojstva adaptacije ovog soja na bolnic¢ku sredinu i do-
macdina [50].

Odnos klinickih izolata B. cepacia sa drugim patogenim vrstama, narocito P. aeruginosa je vrlo kompleksan. S
obzirom da su ova dva patogena najznacajniji uzroc¢nici infekcija kod obolelih od cisti¢ne fibroze, primeceno je da koa-
gregiraju u plu¢ima izazivajuci teske respiratorne bolesti [51]. Utvrdeno je, takode, da pripadnici Burkholderia vrsta
posredstvom QS sistema mogu ostvariti komunikaciju sa P. aeruginosa [52]. Uzevsi u obzir da P. aeruginosa dominira
u polimikrobnoj zajednici kod starijih osoba obolelih od cisti¢ne fibroze, jasno je da ovaj patogen koristi raznolike
mehanizme za kolonizaciju tkiva i opstanak u disajnim putevima domacina. Stoga, susedni mikroorganizmi reaguju ak-
tivirajuci svoje odbrambene sisteme. B. cepacia, drugi znacajan kolonizator pluca kod obolelih od cisti¢ne fibroze ko-
risti kooperativne i kompetitivne mehanizme kako bi se izborila za opstanak u zajednici sa P. aeruginosa. Poznato je da
¢lanovi Burkholderia vrsta formiraju biofilm sa P. aeruginosa tako $to uspostavljaju kompleksnu mrezu interakcija koja
¢ak dovodi do razmene genetickog materijala [51]. Medutim, u literaturi su ¢e3ce opisani primeri kompetitivhog de-
lovanja ova dva patogena. Dosadasnja istrazivanja ukazuju da populacija Burkholderia vrsta ucestalo vrsi invaziju pop-
ulacije P. aeruginosa [53]i obrnuto [54]. Uzevsi za osnovu ove prirodne fenomene, sekundarni metaboliti koje produkuju
prirodni kompetitori iskoris¢eni su za razvoj novih terapeutika kako bi se ciljali specifi¢ni uzro¢nici infekcija. U skladu
sa time, polazna pretpostavka bila je da tokom infekcije B. cepacia opstaje u zajednickoj nisi sa P. aeruginosa tako $to
utisava QS sistem svog protivnika. U okviru nase studije identifikovane su dve QQ laktonaze (YtnP i Y2-aiiA) poreklom
iz soja BCC4135 sa obecavajucim antivirulentnim potencijalom. Kao i ve¢ina AHL laktonaza, YtnP i Y2-aiiA pripadaju su-
perfamiliji metalo-p-laktamaza i poseduju visoko konzervisani HXHXDH cink-vezujuéi motiv u aktivnom mestu. YtnP
i Y2-aiiA dele oko 40% identi¢nosti aminokiselinske sekvence sa filogenetski najblizim AHL laktonazama, $to potvrduje
veliki diverzitet ove grupe enzima [21]. Na osnovu predikcione analize utvrdeno je da bi Y2-aiiA mogla biti ek-
stracelularni enzim usled prisustva signalne sekvence, dok je za YtnP pretpostavljena unutarcelijska lokalizacija.

Termostabilnost se smatra jednim od najpozeljnijih biotehnoloskih svojstava enzima koje ih ¢ini pogodnim za
proizvodnju u industriji i primenu u biomedicini. Ovo svojstvo daje enzimima mnoge prednosti kao $to su brze i efi-
kasnije preciscavanje, duza stabilnost i pretpostavljena bolja aktivnost [30]. Temperaturni optimum YtnP i Y2-aiiA
rekombinantnih enzima iznosi 40°C i je vrlo blizak fizioloskoj temperaturi (37°C) $to nije iznenadujuce imajudi u vidu



da su BCC4135 laktonaze poreklom iz klinickog izolata, cija je optimalna temperatura kultivacije 37°C. U pogledu ot-
pornosti na vise temperature, oba QQ enzima pokazala su umerenu termostabilnost, koja je ipak znacajna, imajuci u
vidu da je vecina do sada identifikovanih termostabilnih AHL laktonaza izolovana iz termofilnih bakterijskih vrsta [55].

Ispitivanjem enzimskog potencijala YtnP i Y2-aiiA laktonaza utvrdeno je da, u pogledu duzine bo¢nog acilnog
lanca AHL, obe laktonaze pokazuju Sirok spektar supstratne specifi¢nosti za AHL molekule. YtnP enzim pokazao je vecu
specifi¢nost za AHL kratkih i srednje dugih bo¢nih acilnih lanaca, dok je Y2-aiiA enzim pokazao znacajnu efikasnost u
degradaciji AHL i kratkih i dugih acilnih lanaca, sa ve¢om specifi¢cnos¢u za AHL dugog lanca. Takode, uoceno je da
jedino Y2-aiiA laktonaza vrsi degradaciju C14-HSL. Time bi se mogla potvrditi nasa pretpostavka da je razlika u sup-
stratnoj specifi¢nosti ovih AHL laktonaza posledica njihove lokalizacije u celiji kao i funkcije. Poznato je da B. cepacia
sintetiSe AHL [56], stoga bi intracelularna YtnP laktonaza mogla biti ukljucena u kontrolu sopstvenih AHL signala, dok
bi ekstracelularna Y2-aiiA laktonaza usled Sire supstratne specifi¢nosti mogla biti uklju¢ena u odgovor na QS signale
drugih bakterija iz okruzenja. Na ovaj nacin B. cepacia bi mogla autoregulisati QS signale unutar svoje celije i istovre-
meno interferirati sa QS sistemima drugih mikroorganizama sa kojima deli istu ekolosku nisu. Ova tvrdnja bi takode
mogla biti potkrepljena ¢injenicom da transkripcija ytnP gena kroz faze rasta bakterijske kulture u potpunosti prati
transkripciju QS gena (anol i anoR) [38]. Zatim, B. cepacia ne produkuje AHL dugog acilnog lanca [57], stoga nema
potrebu za laktonazama Sirokog spektra aktivnosti ukoliko su one uklju¢ene samo u regulaciju sopstvene QS mreze,
te bi se razlika u supstratnoj specifi¢nosti ova dva enzima mogla smatrati posledicom njihove bioloske uloge. Uoc¢ena
zavisnost nivoa ekspresije gena i promotorske aktivnosti gena koji kodiraju laktonaze od faza rasta bakterijske kulture
moze ukazivati na razli¢ite metaboli¢ke aktivnosti i regulaciju ovih laktonaza u QS/QQ mrezi B. cepacia BCC4135 [58].

Poznato je da formiranje biofilma i produkcija drugih faktora virulencije mogu biti spreceni ili makar oslabljeni kao
posledica enzimske degradacije QS signala [21]. Efikasnost QQ laktonaza u degradaciji AHL molekula kroz smanjenje
virulentnog potencijala analiziranih model sistema dokumentovana je u brojnim in vitro i in vivo studijama [32,55].
YtnP i Y2-aiiA ostvarile su znacajno delovanje u smanjenju virulentnog fenotipa klinickog izolata P. aeruginosa MMA83,
kroz inhibiciju formiranja biofilma i produkcije ekstracelularnih faktora virulencije. Y2-aiiA laktonaza ostvarila je znat-
niji efekat u sprec¢avanju formiranja biofilma, sto je u korelaciji sa njenom vec¢om supstratnom specifi¢cnos¢u za AHL
odgovorne za inicijalnu fazu formiranja biofilma P. aeruginosa [28]. Oba QQ enzima uti¢u na smanjenje virulentnog
fenotipa kroz inhibiciju produkcije ekstracelularnih faktora virulencije elastaza, piocijanina i ramnolipida P. aeruginosa
i samim tim bi mogli spreiti ili makar ublaziti bakterijsku infekciju. Antivirulentni efekat YtnP i Y2-aiiA laktonaza
potvrden je i na transkripcionom nivou. Pogodena su dva glavna QS sistema vrste P. aeruginosa- las i rhl, koja kon-
trolisu produkciju faktora virulencije i formiranje biofilma. UtiSavanje QS sistema bilo je znacajnije kada su YtnP i Y2-
aiiA enzimi primenjeni zajedno u odnosu na primenu svakog od enzima pojedina¢no. Pored toga, BCC4135
rekombinantne laktonaze vrie utisavanje i pgs QS mreze P. aeruginosa, 5to je po prvi put otkriveno medu laktonazama,
pored opisanih QQ enzima acilaze i dioksigenaze [59]. Stoga se moze zakljuciti da obe laktonaze imaju znacajan tera-
peutski potencijal ostvaren kroz smanjenje patogenosti P. aeruginosa.

lako je do danas je identifikovano mnostvo jedinjenja koja imaju sposobnost interferencije sa QS sistemom P.
aeruginosa, vecina okarakterisanih antivirulentnih agenasa je citotoksi¢na ili pokazuje nepovoljna farmakoloska svoj-
stva, $to ogranicava njihovu primenu u klinickoj praksi [60]. Medu okarakterianim QQ enzimima, PvdQ acilaza poreklom
iz P. aeruginosa nije ostvarila citotoksi¢an efekat na celije plu¢nog epitela, te predstavlja dobrog kandidata za razvoj
antivirulentnih lekova [61]. Stoga je od velike vaznosti bilo ispitati da li B. cepacia BCC4135 rekombinantne laktonaze
poseduju najznacajnije svojstvo u medicinskoj primeni, odnosno odsustvo citotoksi¢nosti na celije coveka. S obzirom
da smo u okviru naseg istrazivanja utvrdili da YtnP i Y2-aiiA laktonaze ne ostvaruju citotoksi¢ni efekat na celijsku liniju
HaCaT humanih keratinocita, one se kandiduju za potencijalnu primenu u klinickoj praksi.

Bitno je naglasiti da B. cepacia BCC4135 takode poseduje QS sistem. Sposobnost ove bakterijske vrste da prezivi
u veoma heterogenim uslovima zivotne sredine moze se u znatnoj meri pripisati meducelijskoj komunikaciji [49]. QS
sistem posredstvom AHL signalnih molekula kod ovog patogena igra centralnu ulogu u regulaciji virulencije i drugih
fenotipskih svojstava kao sto su kolonizacija i invazija nise. QS sistem kod Burkholderia vrsta kontrolise vedi broj funk-
cija ukljucujudi pokretljivost, formiranje biofilma i produkciju faktora virulencije proteaza, toksina i antifungalnih jedi-
njenja. B. cepacia BCC4135 koristi Cepl/R (Anol/R) globalni regulatorni QS sistem koji je visoko konzervisan medu
Burkholderia vrstama [62]. Buduci da je nivo transkripcije BCC4135 QS gena u skladu sa nivoom ekspresije gena koji
kodira intracelularnu laktonazu YtnP i njenom promotorskom aktivnos¢u, potvrduje postulaciju da ovaj enzim ima
vaznu ulogu u autoregulaciji QS sistema ovog soja. Imajuci u vidu da je sposobnost ¢iS¢enja i recikliranja sopstvenih
QS signalnih molekula kod QS-emitujucih organizama vec opisana kod brojnih Gram-negativnih bakterijskih vrsta
[58], ovaj fenomen bi mogao biti opste prihvaceni mehanizam za samokontrolu QS sistema. lako fizioloska uloga YtnP
laktonaze kod B. cepacia BCC4135 nije u potpunosti definisana, buduca istrazivanja je neophodno usmeriti ka prouca-
vanju uloge QQ aktivnosti u kontroli QS regulatorne kaskade ovog soja.
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ZAKLJUCAK

Rezultati nasih istrazivanja doprineli su sagledavanju kompleksnih odnosa unutar polimikrobne zajednice pato-
genih bakterija kroz fenomen utisavanja meducelijske komunikacije i potencijalnu iskoristivost ove strategije u tera-
peutske svrhe. Ustanovljeno je da mikroorganizmi koji dele istu ekolosku nisu uskladuju svoje ponasanje kao odgovor
na intraspecijsku komunikaciju svojih kompetitora posredstvom ometanja njihove meducelijske komunikacije. Imajuci
u vidu da je QQ relativno redak fenomen u prirodi, te ¢injenicu da je u okviru ovih istrazivanja konstatovano prisutvo
QQ fenotipa kod 19 od 633 testiranih izolata, ukazuje na uspesnost pristupa baziranog na bakterijama kompetitorima
kao znacajnom izvoru QQ molekula. Sumiranjem prikazanih podataka, moze se zakljuciti da klinicki izolati predstav-
ljaju veoma znacajan izvor molekula utisSivaca meducelijske komunikacije bakterija.

Pored toga, znacaj dobijenih rezultata nasih istrazivanja ogleda se u ¢injenici da je utiSsavanje QS sistema vrste P.
aeruginosa postignuto AHL signalnim molekulima dugog lanca poreklom iz D. tsuruhatensis 11304, te bi se mogla
napraviti analogija sa utisavanjem QS sistema C. violaceum CV026. Takode, po prvi put identifikovana je nova AHL vrsta
dihidroksi-C18-HSL iz uzorka bioloskog porekla.

Drugi vazan segment nasih istrazivanja odnosi se na utvrdivanje potencijalno nove bioloske uloge YtnP i Y2-aiiA
laktonaza poreklom iz B. cepacia BCC4135 bazirane na razli¢itoj supstratnoj specifi¢cnosti ovih enzima, ¢injenici da je
transkipcija gena koji kodiraju ove QQ enzime precizno regulisana kroz faze rasta bakterijske kulture, kao i razlikama
u AHL molekulima koje produkuju vrste B. cepacia i P. aeruginosa. Stoga je moguce govoriti o postojanju autoregulacije
QS/QQ mreze soja BCC4135 kroz razlic¢itu ekspresiju i aktivnost YtnP i/ili Y2-aiiA laktonaza.

Zatim, detaljna karakterizacija bioloske aktivnosti molekula poreklom iz D. tsuruhatensis 11304 i B. cepacia BCC4135
sojeva na model sistemu P. aeruginosa MMAB83 klinickog izolata ukazuje na moguci terapeutski potencijal QSI i QQ
molekula, i doprinosi ideji da ovi molekuli mogu biti potencijalni kandidati u antivirulentnoj terapiji.
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