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* Vznik biofilmu — prizpiisobeni prisedlému zpusobu Zivota:
-Mechamsmy adheze: adhesiny, fimbrie — curli, glykokalyx
Reverzibilni — van der Waalsovy sily — slabé vazby buiika-povrch

Irreverzibilni — chemicka vazba (kovalentni, vodikova)
- pritomnost extracelularnich polymeru

/Zména fenotypu - ustava syntéza biciku, mukozni latky

Ps. aeruginosa — alginat

» Spoustéci podnetv
Osmoticky tlak
Snizeny obsah kysliku
Rostouci hustota poulace - quorum sensing — malé mlk.
. pro maturaci biofilmu a virulenci
napi: acyl-homoserin lakton (G-), malé peptidy (G+)




Quorum — sensing - regulace
luminiscence u Vibrio fischeri

Quorum sensing was first
discoverad in the 1970 in the
maring luminescent bacterium
Vibrin fischerd, a tacultative
symbiont of marine animals {such

as Eupryma scolopes)

3-Oxchexanoyl homoserine lactone
{JOCEHSL or VAI) is the acyl-
homaoserine lactone (AHL) produced by
Luxl and recognized by LuxR in Vibriao

fischeri
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Quorum - sensing

* Soustava malych organickych molekul,
ktere jsou bunkou tvoreny v zavislosti na
koncentraci jich samotnych v prostredi

« Bunka tak reaguje na hustotu populace

« Kaskada reakci po vazbé na receptor spousti
syntezu sekundarnich metabolitu a
komunikaci v ramci

bakt. spoleCenstva
e Vnitrodruhova
organizace komunity

Cell-Cell Communication

-BOZEMAN




P. aeruginosa:
acyl-homoserin lakton
(LasI/LasR and RhlI/RhIR) systém

* Monitorovani hustoty populace

. Speciﬁcké recéptory a syntetazy (Lux I)

e Ruzne LuxI produkuji ruzne formy ASHL

» Lisise v R1 a R2 pozicich postr. Retézce
» Koncentrace ASHL v bunce dana
koncentraci téchto molekul v prostredi

* Vyznam pro ekologii bunék ale i virulenci




» Ekonomika bunky: produkce extracelularnich
signalu az nad urCitou hustotou populace

» Nacasovani rozmisténi faktoru virulence v
hostitel1 je kriticky bod — patogen se muze
hromadit bez vykazovani faktoru virulence

* Vice nez 4% z temer 6 000 genu P. aeruginosa
jsou regulovana pomoci quorum - sensing




Acyl-homoserin lakton (AHSL.) quorum-sensing cyklus

] = acyl-HSL syntetaza
(LuxI homolog)

o] uxR konformace

SAM @ -+ Acyl-ACP

AHSL AHSL
i R,;: H,OH, O
e | = _F;_: Ry (CH,), 4
Uity e 7" | | (CH,-CH,-CH=CH-CH,-CH,,
Parsek, Matthew R. and Greenberg, E. Peter (2000)

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97, 8789-8793

« Zluté diamanty v kruhu: LuxR homology aktivované
HSL signdlem — difuze do a ven z b.

» Sipky: gsc genes.

* Substrat pro HSL syntazu je acetylovany acyl-karyl
protein (Acyl-ACP) a S-adenosylmethionine (SAM).




» Nizka hustota populace produkuje urcitou
kvantitu ASHL molekul

» Ruzne transkripCni faktory gsc gent
jednotlivych cyklu aktivovany ruznymi
formami1 ASHL po dosazeni jejich
urc.koncentrace

» Kaskada reakci pro spusténi produkce
sekundarnich metabolitu: HCN, pyocyanin

Unattached cells Mature biofilm
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Quorum Sensing

@ Locally
high HSL
concentration
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HSL
L secreted
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Relatively low HSL
concentration
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* Kontrola procesu

tvorby biofilmu
o Zvyseni uvoltiovani @ O |-LC °
o’ Qe :
bunék ze zraleho : @@ . @@ h
biofilinu _ O go---§




» Z.asah pri terapii biofilmu:

Studium mutaci genu gsc:
= Studium naruseni formovani
biofilmu — ty pak pristupnéjsi
ATB a dezinfekci




» Hydrodynamické sily

Attachment

Colonization

Biofilm formation:

Growth
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e Zvlastnosti biofilmu

Prenos genu mezi bunkami az 1 000x vétsi
Vyssi rezistence k ATB a dezinfekci (H202, chlor)

- omezena diftize

- sorpce ATB

- klidovy stav, hladovéni
- Zzmeéna genotypu.

geny mar — multiple ATB re&istaﬁzc_e‘ A

- efflux systém

- enzymaticka degradace

- modifikace cilovych mlk
Sigma faktory

Signalni mechanismy

Antikiotic

EffiLs Ll i/ .
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Antibiotic SO
resist anee
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Biofilm multicellularity results in better bacterial defenses

Nutrient
depletion
creates

Inner layers
of biofilm
cells have

zones of i o VO DAL more time
altered [RECEEY o P /A NN\ to initiate

activity. [ /A stress
1 ’ response.

Outer layers =l & y “Persister”
of biofilm P cells may be
cells absorb IR Y P s present in
damage. [ &7 ;r?quam;r higher
o 'ﬂrmatmr: 2y numbers.
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Heterogenita strukfury Giofifmu
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BIOfllmS Cooling Water
Impact . . . @ﬁ
Food Processing

Shlp Hulls

Drinking Water @

Medical Implants
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Biofilm a medicina
o Zubni povlak

 Zdroj infekce: W

- Cévky — arteridlni, Zilni, mocové

Dychaci a dializacni pristroje

-~ Umélé chlopné
Kontakini cocky
Delozni télisko O
Chronickg infekge | o i

cyst.fibroza, chronickRd obstrukCni plicni nemoc




Sites of Primary and Secondary Biofilm Infection

SITES OF
PRIMARY
INFECTION:

Subvenous
cathether




o Imunokomprimovani — Rolonizace alveol
-~ Biofilm nespousti imunitni odpoved’

* AZ Ralcifikace alveol

(© 2004, Montana State University Center for Biofilm Engineering




Laborator

Vlasinosti bunek
Experiment:
Escherichis coli kultivace v tekutém mediu

staticka - planktonicky

kontinualni - v povlaku

Selekce mutanty se zameénou jedine
aminokyseliny v regulacni bilkoviné
hyperprodulice curii

lichod=

Experiment:
Psendomornas ageriginoss — alginat
+ pznaceni genu pro syntézu alginatu
p—zalaktozid azovym operonem - indikacni gen
—2 souiasné se syntézou alginatu se syntetizuje
i Pp-galaktozidaza = Stépenilaktosy v pidé =
barevny indikator —=*zména harvy
*+ Hyperprodukce p-galaktozidazy = hyperprodukce
algin atu
Zavér: Pri tvorhé biofilmu nadprodukce
alginatu se zvysenou rychlost

licaod=a




Vyhody piisedych stadii

mlepsi dostupnost a vyuzitelnost substratu

eadsorpce makromolekul a malych hydrofobnich molekul na povrch

elepsi vyuzitelnost koncentrovanych zivin

mochrana pred mnhibi¢ninu u¢inky antibakterialnich latek (antibiotika, chlor,
tezke kovy)

mochrana pred bakteriofagy a parazitickymi bakteriemi

Biofilm Resistance to Antimicrobial Agents |- Biofilm Resistance to Antimicrobial Agents

Penetration failure

Nutrient-limited Physiology
IOFILM ENGINEERING MSU-BOZEMAN

Nevyhody prisedych stadii
msedimentace, vyCerpani Zivin a neschopnost kolonizovat nove,
vhodng)$i prostiredi

mkonzumace substratu (¢astic) zooplanktonem

mvznik gradienti — ziviny, kyslik




Prisedlée bakterie

mpuceni — pupen je syntetizovan de novo, véetné bunécne stény

mstelka — neziva struktura vyluCovana buiikou a rostouci z bunky

mprostéka — prodlouzeni bunky, obsahuje plazmatickou membranu a bunéénou
sténu

o1 kaulobakteru muze bvt az 10x delsi nez buiika




Rustovy cyklus Caulobacrter crescentuis

Stadia rustoveého cyklu

m]. bic¢ikaté, volné stadium (swarmer cell) — nerostouci, nepodléha
déleni

ebidikata dcefinna bunka

m2. stélkate prisedlé stadium — reprodukéni

¢, nezkuSena bunka* — jesté se nedélila (inexperienced cell)
¢,.,zkuSena bunka“ — j1z ,,vyprodukovala* dcefinnou pohyblivou

bunku
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Fig.1: Caulobacter crescentus cell cycle
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Plovouci bi¢ikata bunka se nereplikuje

Pro replikaci bunky nutne
prisednuti a diferenciace
ve stelkatou bunku.

Pote iniciace replikace DNA.

Béhem promény dochazi k
nahrazeni biCiku a pilusu polarni stelkou

- Nezrala stélkata buiika se prodluzZuje,
syntéza nového biciku na polu proti stelce.

Kazda morfologicka zména je kontrolovana dokoncenim
specifickych krokti bunééného cyklu.
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* Chemotaxe hraje roli u adherovanych bunék

» Caulobacter — volne plovouci bunky — neni
syntéza DNA, ani dé¢leni, ale exprese

MCP — podobnych receptoru — silna chemotaxe.
Pohyb za signaly, dokud nenarazi na povrch
bohaty na substrat — osidleni a iniciace

bunééného déleni. /)
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Stalked cell
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chromosome

rep origin

polar Ps Con polar DNA rep

(_] 1 A S (‘) e S T

class II| class IIT| class IV flagellin genes
fliQ | fibG fliiL
fliF figH fiiK

cell cycle kinase(s)
protein degradation

o g I 5 e (~50 genes)
e ee s [ fjJ agelin)

e e e e e e e m —3| Che (sensory)




*Nékolik esencialnich transdukc¢nich proteinu méni v prubéhu
cyklu bunék Caulobacter svou vnitrobunécnou lokaci
Asymetrické umisténi regulatoru cyklu —
= regulacni systém prenosu sinalu

_* Strukturalni analogy aktinu (MreB)
- preduréeni tvaru bunék C. crescentus,
Escherichia coli, Bacillus subtilis

~+ Protein bunécného déleni: FtsZ, je protipolem tubulinu
(bakterie tedy vlastni struktury vlaknitého cytoskeletu)

* Crescentin — podobny intermedianim
filamentum — helixy a zakriveni

- Caulobacter — asymetrické

samousporadavani molekuly — tvar b. | st cncitenai ™

Fhoto marrted couresy of Cell Press.

10 days | Overnight




» Y
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Fig. 2! Crescentin i= required for the wibrioid and helical
shapes of C. crescernfus Scale bar, 2 pm.
Fhoto eonnted coudesy of Cell Press.

Crescentin-GFPy

-

Fig. 3. Crescertin colocalizes with the inner cell curvature near the
| membrane. (&) Owverlay between crescentin-GFP (green) and the
membrane dye FM4-64 (red) in live merodiploid cres-gie crel cells.
(B) Immunofluorezcence overlay between crescentin (red) and DAPI (hlue)

ztainings. Fhoto mornted courtesy of Call Press.,




/Zvlastnosti ristoveho cyklu
mrustova stadia se nutné stiidaji, Zadné neni alternativou, ktera se
nemusi realizovat (viz klidova stadia)

mmateiska buiika je v jistém slova smyslu ,,nesmrtelnou buitkou®,
ktera produkuje velké mnozstvi dceifinnych bunék (na rozdil od
konvenéniho déleni, kde nelze striktné odlisit matefskou a dcefinnou

bunku)




mCaulobacter crescentus 1€ modelovym organismem pro studium
diferenciace u prokaryot

mvelmi intenzivne studovan

mgenom




o Tekouc1 Vody

« Papirenské vody
« Kaly
» Aktivovane kaly

M= Degradace pochev — bacillus - enzym

f?\ <

So%&f cells are irregulérly curved,
and®some haye thick ellipsoidal

spores (arrows). From Takeda et al.
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Zivotni cyklus Sphaerotilus natans
\ mneni zdaleka tak podrobné prozkouman, jako zivotni cyklus rodu
Caulobacter
\ mstiidani prisedlé a volné zivotni formy

mvolné buiikky — bi¢ikaté, pohyblivé G-ty¢ky

mpi1sedlé stadium — vlaknita pochva, ktera uzavira tyckovité
nepohyblivé bunky a je jednim koncem (stopka, holdfast) pifichycena
k pevnému podkladu TRT S -
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ARFRNFANIREE TS X (R A
Sphaerotilus natans
ARSI S Y S

IVO]I]E bunky najdou vhodné z'ivotni prostiredi
mpiichyti se k podkladu

modhodi bicik

mzacnou tvoiit pochvu

mdéli se uvnitit pochvy

mz pochvy se uvolnuu dcefinne pohyblivé bunky
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U AV AT

Pochva
mtrubicovity utvar, ktery se nikdy nedotyka bunek, ¢asto uzaviena
mmuze obsahovat oxidy Zeleza nebo manganu
mfunkce — pfichyceni k pevnym povrchim a zachycovani zivin pro
bunky, ochrana proti predatorum (prvoci, Bdelovibrio)

Vyskyt

mSphaerotilus

v pomale tekoucich vodach zneciSténych odpadem
ena Cistickach — problematicky Vlziknit{z organi SmMus




Stiidani voln€ho a piisedl€ho stadia u Actinoplanes a
piibuznych rodu

mpiisedlé stadium — vegetativni mycelium, mnozici se

mvolné stadium — bicikaté spory, které se tvofi ve sporangiu
(zoospory)

mActinoplanes — patii mezi aktinomycety, kromeé téchto 2 stadii se
uplatiiuje komplexni rustovy cyklus




Pilimelia

mvlasy, chlupy, kuze hadu
mneni znama jako dermatofyt
mbeézné v pude

Vyskyt

mpuda a spadané listi
mrostlinny a z1vo¢iSny odpad imelia coluthellifera
mjezera, rybniky, feky 5. Vobis)
mprimarné prostiedi se stiidav ym xy%ychamm

mrozsiieny celosvétové — tropy, pouste ...




www.yale.edu/jacobswagner/research.htm

http://www.sciencedaily.com/releases/2006/04
/060411222211.htm

biology.kenyon.edu/.../Chapl1/Chapter 11
A.html

http://www.pnas.org/cgi/content/full/97/16/87
89
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