~\eesencialni struktury*

e Inkluze

* Vrstvy vné bunécné stény

* Struktury pohybu

 Fimbrie

__magnetozonjy

Za urcitych podminek muze chybét i

14

bunécna sténa (néktera Archea, mykoplazmata,
chlamydie)




Inkluze

e Zasobni latky
» produkty metabolismu

* uloZene nepotrebné latky z vnéjSku a prozatim bez
funkce (kvasinky a stafylokoky hromadi vitaminy)

 Bez membrany nebo s membranou EAE %
...... neni biologicka {ﬁ;.j{é*ﬁ ‘%@3
----- neni dvojvrstvou fosfolipidu. | Wie %
Je jednovrstevna: bilkovina+hipid o

bilkovina+polysacharid At




 Svym charakteristickym vzhledem uvnitr
bunék napomahaji identifikaci — zde si
vsimame barvitelnosti téchto struktur ¢i jejich
pozorovani bez barveni

e V cytoplazmé v podobé granul nebo kapének
hl. starsSich bunek!

e Priprodukci rekombinantnich proteinu
poskytuji inkluze moznost ,.,zabaleni* a
stabilizace téchto proteinu (ochrana pred
proteazami), dal moznost jejich nahromadéni
(jsou v jednom Kklubic¢ku - usnadnéni nasledné
purifikace a navic jsou izolovany od
rozpustnych proteinu cytoplazmy)




Rozvoj vyuziti inkluzi (s obsahem enzymu)
v suspenzi jako katalyzatoru v prumyslu a
biotechnologiich — pouziti ,,surovych
inkluzi* bez refoldingu proteini, tedy

v jejich nerozpustne forme.

Aktivita enzymu je v nich vysoka!
Inkluze jsou snadno odstranitelné po
skonCeni reakce — centrifugaci.

Vyhoda: vysoky obsah proteint; moznost
agregace 1 rekombinantnich proteint
(enzymu) bez jejich maktivace.




a) obdan¢ membranou — 1 vrstva
fosfolipidu (az na plyn.vakuoly)

Glykogen
PHB

Sira

Plynove vakuoly

Karboxizomy
Chlorobiové vacky




polyfosfzit A"

po‘ly._hedral carboxysomes
from H . neapolitanus,
Méfitko: 100nm '

Kok z Italpu Lagoon L H(Lir_m
Brazﬂle s e

CHzH SHy CHzoH CHeOH CHzH
H_},.L‘_L\\H HJ,-L‘_"{NH le,.-u Q\H HJ_,F_‘-\H HX‘:—"\\H
-I_ij’L _IHC'H SHL.:,_IHUH ;}'I\_ .-_-,_J"\L'l-i Efl_r_',_l ™

| | I ; T

H CH H H H H H CH

glyko gen |




Glykogen

pocet 1-10

¢-1,6 linkage

Nonreducing ends

'

HO—CH HO— CI—L HO— CI—L HO—CH, HO—CH,

HA  OH O H OH
BH H BH H O H BH H A H B H
HO
H OH H oH H CH H OH

- 1 4 linkage
Structural features of glycogen

rozpustny polymer glukozy

a-1,4 vazby a a-1,6 vétveni na kazdem 8-10tem

monomeru

Muze a nemusi mit membranu

Ve svételnem mikroskopu neni viditelny:
Barveni Lugolovym roztokem




Nachazi se

HiﬂH N \ &Y 4
N i predevsim v
i\%”_g/ fro< \%“_g/ o bunkach bacilu
H OH H OH a enterobakterii!
?H;ﬂl-i CHa CHAOH CHLOH
0 H I H H (5 il H H I H
é.e‘q' xl l..--' ‘\.l L xI IfH xl
\$H H/mﬂ \$H H/Hf\ﬂH H/H —-’\GH H/a
| H CH H DH H IJH I!r {!JH

h Glycogen

Bakterialni glykogen je silné vétveny.
Slouzi jako pohotova rezerva.




Rhodobacter sphaeroides
Samuel Kaplan, University (')'Rz?ﬁformaT

San Diego

PHB
kyseh.m'" polyhydroxymaselna

az: 60% susmy

Vldltelna ve svetelnem

'mikfos_ko'pu

Je to odpadni produkt
metabolismu uhlikatych latek
Vyskytuje se u aerobii: Bacillus, Pseudomonas




- | Poly-beta-hydroxybutyrate (PHB)
< | ina Rhodospirillum species.
| PHB i1s one type of PHA.——

o]

%JL

I0—T

Je neutralni —- COOH skuplny
jsou vzajemné estericky vazaneé!

-[CI-I CI-I CI-I C CI-I CI-I CH, C]
Ol-l O Cl'l-l o n

PHB a glykogen
JSOU.

osmotlcky a 1ontove neaktlvnl

VyskthJl se v bunce pr1 nadbytku zdroju
. uhliku a nedostatku zdroju dusiku.




Sira

viditelne kapenky

&

amorfni siry se vyskytuji P / ) .

ve skuping . Granu a bl,ementarm siry, Beggmtoa
Temné pola, 800x

chemolitotrofnich
sirnych bakterii schopnych |
-oxidace redukovanych sirnych sloucenin

(sirovodiku, thiosulfatu), je tedy

pro n€ zdrojem energie.




 Dale se vyskytuje u fototrotnich sirnych
bakterii — zelenych a purpurovych. Pro né
j1Z neni zdrojem energie (tyto prijimaji
energil transformaci slunecniho zafeni), ale
zdrojem elektronu v procesu fotosyntézy.
Oxidace sirovodiku primarné poskytuje
elementarni  siru. Kdyz je sirovodik
vycCerpan, sira je nasledne¢ oxidovana na
sulfat.




v
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Animal and
Plant Residue

4

Organic Sulfur
Compounds

Soil Minerals

H,S

Valatilation

Mineralization

e

Immaohilization
‘ £
& /
“¢$ %bﬁﬁ
Sulfides and ¥
".'* Elemental A
sulfur

Hydrogen Acid Rain 533[‘;,
Sulfide Dioxide
' l Industrial
Emissions

Fertibrer |
Faifiides

Sulfates
(80, *

Leaching

1 2450, 25 30,
Basas
MH,
%50,

Rainfa H;8, §0;
daposition, and Rainfall and  sulfates
absorblion over

oceans 'W&;ﬂ“ @
50, and sullstes




.. ? ' i i |
cylindrické aerosomy (45 — 200 nm) %%Q@m%-@é
nadlehcujici sinice a planktonni baktérfess s iy ¢ &&5
(cca u 50ti rodd bakterii; purpurove a *2=*
zelene sirne a halofilni Archea) @ 7

e

plyny vznikajicimi pii metabolismu —F &%

podle jeho intenzity bunka mnozstvi

plynu reguluje, ¢imz reguluje 1 svuyj
vertikalni pohyb.




~» U archei naptiklad napomahaji pohybu ve
~ vodé s extrémni salinitou.

* Mnozstvi plynu zavisi na teploté a VlSkOthe

' : Membrana 1€ Z ]edne Vrstvy bllkovm
nepropustna pro vodu. Tato rigindni struktura
vsak muze pri kritickem tlaku prasknout.

~« Siika Vakuolky Je genetlcky determlnovana

(V r.1994 znamo 14 genu)

Plynové vakuoly
Clark, Walsby 1979




Karboxizomy
 protahlé polyhedrické cisterny

 usnadnuyjici fixaci CO,,enzymy Calvinova cyklu

e syntéza hexdz u autotrofu chemohtotrofu a
fotolitotrofu.

e za vhodnych podmmek je Vy $i podet (1 10)

plu._,.:"q::. ey ]

< -
=

e nedéeli se

> A) Synechococcus carbdxysome
B) The same but negatively stained
. C) H. neapolztanus carboxysome

D) Negative stain of H. neapolitanus
q, carboxysome, you can even see

. RuBlsCO assemblies 1n31de

".1-

I [ .
. _-'I
B -J-.

-i
J




Chlorobioveé vacky

Jen zasobarny pigmentu — bakteriochlorofyl a
karotenoidy

Nikoli reakce a vazba svétla

PrenaSeny do chromatoforu, kde vlastni
fotosynteza

Pocet: 2-10




Magnetosomy

» krystaly oxidu zeleznato — Zelezitého (Fe;0,)
vytvarejici permanentni magneticky dipol a dovolujici
orientaci v magnetickém poli = magnetotaxe.

‘» v¢tSina bakterii s magnetosomy jsou vodni organismy
citlivé ke kysliku; tyto v

castice jim napomahaji - T
~ klesani v gradientu O, ) § C o

ve vodnim sloupci.

¥ ;
-
2 "
T o
-3 -
i
k. <
] £
3
-
El

» obaleny specialni

~ membranou umoznujici

precipitaci Fe;O,




b) bez membrany

Glykogenova granula — 20 — 100 nm, jedna bunka je
miuZe mit pouze s nebo bez membrany, v ramci rodu
I1ze oboji zaroven.

Krystaly — produkty metabolismu (oxalacetat)
et s

Parasporalni inkluze = bilkovina vznikajici D
=

pi1 sporulaci. Je to zbytkovy material by
nespotrebovany pri vzniku spor.
Bioinsekticidy — Bacillus thuringiensis — na moucne
ervy, i selektivni pisobeni (aZ na druhy)




Polyfosfatova granula
= volutin - pfi nadbytku ATP (moznost ulozeni velkého mnoZstvi P
pi1 nadbytku energie).

 Akumulace se déje z toho duvodu, ze v prostredi je Casty
nedostatek fosfatu (limitujici zivina).

 Je dobfte viditelny pod mikroskopem.
» AZ 500 molekul, nerozpustny ve vode¢.
 Nikdy neni zdrojem energie, jen fosforu.

* Pocet; 1 — mnoho, podle metabolismu.

 Vysoky pocet je v dobé pred prechodem do klidového stadia
(znamka sporulace).

e Slouzi jako: rezervoar fosforu, alternativni zdroj P (namisto
ATP) pi1 fosforylaci cukru pf1 jejich katabolismu, chelatacni
cinidlo divalentnich iontu, jako pufr pi1 alkalickém stresu a jako
regulator pii1 odpoveédich na stres




b)

Transport fosfatu do bunky se déje hlavné témito

dvéma mechanismy:
nespecificky transport

s nizkou afinitou

(konstitutivné exprimovany

transporter)

N
\\?W/(V
|
|‘| J ‘LH Outside
_//"J"V\\ " Trans-membrane

i L I MerPO,

specificky prenaSeC s vysokou afinitou pro fosfat:

prim. transport H2PO4- a HPO4 2-.
Komplex polyP vznika za silné energeticke dotace

pi1 nadbytku ATP (moZnost ul
energie ve form¢ P).

Vazba vyzaduje ATP

lozeni prebytku




» Produkty primarniho 1 sekundar.

- metabolismu. Produkovany v

zavislosti na stanovisti.

* Vyuzivaji se pi1 metabolismu

- nebo maji protektivni ucinek ¢1 jimny ekologicky
vyznam (inhibi¢ni ucinky). Pokud jsou produktem
primarniho metabolismu — jsou bezpodminecné

potreby (bakteriochlorofyl, karotenoidy).




e Protektivni uCinek — absorbuje svétlo o urCite vinove
delce, jsou syntetizovany az v ramci sekundarniho
metabolismu.

Pt: absorbce UV zareni, pufry pi1 ni¢eni kyslikatych
radikalta — to je dulezité napft. u patogenu: fagocyty na
n¢ nemohou toliko pusobit napr. peroxidem vodiku!

Pi: karotenoidy Streptococcus B — zavazny puvodce
pneumonii a meningitid u novorozencu;

zlaty karotenoid Staphylococcus aureus opét brani
proti oxidacnim reakcim imunitniho systému) ¢1 ma
jiny ekologicky vyznam (1nhibi¢ni antibioticke
ucinky exopigmentu).




 Bunka muze produkovat endo- (protektivni) 1
exopigmenty ruznych barev.

« Rada pigmenti vznika nadprodukci latek.
Pr: kolonie Azotobactera na manitolové pudé
po tydnu zcernaji (zprostredka) — na zakladé
nadprodukce tryptofanu

e Lokalizace (podle své ulohy): v cytoplazmeé, v CM
u fototrofu, v periplazmatickém prostoru,
(v bunécné sténe u kvasinek), jako exopigmenty —
ekologicky vyznam (inhibi¢ni agens, ATB).

@) -




Nejcastéji: karotenoidy — endopigmenty u vétSiny
bunék

» Bakteriochlorofyly a,b.c.d — anaerobni prostredi

__+ Prodigiozin — extracelularni, mikrobicidni uCinek
» — bakterie a plisné

Fenaziny— extracelularni, sek. metab.,
mikrobicidni uCinek — bakterie a plisne (Erwinia)

e Melaniny — hnéde, Cerne, tmave Cervene.
V zavislosti na dobé kultivace.

« Anthokyany — sek.metab., barva zavisi na pH, u 5
druhu bakterii

e Pi: Micrococcus flavocianus — 7zluty endopigment
a fialovy exopigment. Na MPA jen zluty endop.
Na glukozokvasniCnim agaru — oba pigmenty.




Struktury vn¢ bunky
 Kapsuly — mikro a makro

- dobte organizovang, rigidni, AMK nebo cukry
Bacillus — kyselina glutamova
Bacillus anthracis — poly-D-glutamova
 Slizy - polysacharidy

- 1épe odstranitelne, diftizni, neorganizovane

e S — vrstvy

- pravidelné organizovane proteiny a GP

Glykokalyx = kapsuly a slizy




Struktury vné€ bunécné stény

e ochrana pred fagocytozou §

« pred protilatkami

e pred vysychanim

« pred detergenty - E

e vazba na povrch predmétu, tvorba biofilmu

Biofilm structure
cartoon |

,,,,,,,,,,,,,







Pouzdro = kapsula

u temer vsech zastupcu Enterobacteriaceae
zreteln€ oddeluje bunku

ma antigenni_vlastnosti, znemoznuje detekovat
somaticky antigen. Charakteristicke pro virulentni
kmeny. Mira virulence: formy S, M a R

pusobi proti fagum, protilatkam a fagocytoze, jako
ochranna vrstva proti vlivum prostredi a proti
prvni vin€ imunitni odpovédi

je to vrstva dobre organizovancho materialu, ktery
nelze snadno odmyt z bunééného povrchu




- Kapsula - virulence

Jeden druh az 60 druhu
kapsulovych antigenu

e
el s &
T A ve Fiy
e e
: g ule
| Septum Wal |
. ” - :
P L ~ S ¥ ! -""1-"-.'--.,'..' e
i o 3 . s P : v

Bacillus anthracis
poly-D-glutamat

| Negatlvnl barveni - Streptococcus pyogenes

- TEM (28,000X). ' - Tvorba pouzdra ovlivnéna
Kapsula Kys. hyalurnova— PS slozenim media, prostredim




Mikrokapsula — do 0,2 nm

syntetizovana stale

pirekryva antigen bunécné stény a ma své vlastni

antigenni vlastnosti
SloZena z bilkovin, lipidu a polysacharidu
Neni to bariéra proti pruniku Zivin

Prukaz — ne mikroskopicky, pouze serologicky

Dukaz u vitalni bunky:

barvenim tuku, terCiky v mikrokapsule, ale barveny

1 _tukove kapénky v burce.




Makrokapsula

sloZzena z polysacharidu, bilkovin nebo
celulozy

minimalne dvakrat tlustsi nez bunka
velikost neni geneticky kodovana

Prukaz prosty: témér jednotne slozeni -
prevazuje bud’ pouze bilkovina nebo pouze
polysacharid. Lipidy jen do 1%.

Streptococcus — polysacharid

Bacillus anthracis — bilkovinna slozka kyseliny
poly-D-glutamove

Bacillus — k. glutamova

Streptococcus
Pneumoniae -




e S-vrstva - jeden druh bilkoviny

- druhove specificke
- monovrstva

- pravidelné organizovana vrstva
proteinu a glykoproteinu na povrchu bakt. bunky

e Sliz — ridky difizni neorganizovany material
- spojuje vice bunek, snadno odstranitelny,
nejcasteji polysacharid
- muze slouzit k pohybu ve vlhkem prostredi.




Glykokalyx

e netvori se v laboratornich podminkach za dostatku
Z1vin

= sit’ovina z vlaken polysacharidu a
slykoproteinu
e umoznuje adherenci, ktera je malo (za pomoci
kationtu, Pi: zub) az vysoce (za pomoci lektinu,
Pr: uretra) specificka

« Kationty umoznuji spojeni stejné nabitych bunck
a povrchu, elektrostaticke sily




*Prisedle mikroorganismy

POChVX * Trubkovity tvar

» A7 nékolik mikrometrii

 Bakterie se v trubce mohou
pohybovat

Pouze mechanicka funkce.

» geneticky kodovane

» vyhradné z polysacharidu
» chemicke slozeni a zbarveni druhové specificke

» glukoza + kyselina glukuronova (Sphaerotilus) u
jinych rodu napft. fukoza

» N¢kdy obsaZzeny hydroxidy kovii — v malém
mnozstvi (zbarveni; Fe, Mn, Cu; zavisi na druhu)

o Pi: Sphaerotilus, Leptothrix




s natans




Bakterialni cytoskelet

» tada vlaknitych proteinu nutnych pro regulaci
tvarovani bunky, polaritu bunky, bunécné
déleni a segregaci chromozomu a plazmidu

* jsou analogicke trem cytoskeletarnim strukturam
cukaryotni bunky (3D strukturou, biochemickymi
vlastnostmi)

* nedavne technologicke pokroky osvétlily vazby
mezi buneéCnym deélenim a segregaci chromozomu

. .(2006): Dynamic filaments of the bacterial cytoskeleton. Annu Rev Biochem.;75:467-92
*Yu-Ling Shih and Lawrence Rothfield (2006): The Bacterial Cytoskeleton.Microbiology and Molecular
Biology Reviews, p. 729-754, Vol. 70, No. 3




Puvod bakterialniho aktinového cytoskeletu

» v bakterialnich bunkach funguje analog tubulinu,
jmenovité FtsZ. (filamentous-temperature sensitive protein Z)

 u druhu (a u vice rodu) Bacillus subtilis objeven analog
aktinu - protein MreB , bez tohoto genu ztraci svuj tvar

* je slozen z paru polymeru; zbyva pochopit, zda MreB
formuje vlakna

 distribuce MreB genu v 1iS1 Bacteria ukazuji, ze
nesfericke bunky vlastni jeden nebo vice t€chto genu

L.J.F. Jones, R. Carballido-Lopez and J. Errington, (2001), Cell, 104, 913-922




» zkoumana podobnost

krystalicka struktura proteinu MreB (7. maritima) vs. aktin

- pomoci MAD (multiple anomalous dispersion), RTG, EM
- strukturalné jsou si podobné, 1 svou orientaci

- krystaly MreB formuji |

2 shod. podjednotky jako u aktinu

Thermotoga maritima

*F. van den Ent, L.A. Amos a J. Lowe (2007): Bacterial Origin of the
Actin Cytoskeleton. MRC-Laboratory of Molecular Biology, Cambridge (UK)

shttp://www.palacos.com/Kingdoms/Prokaryotes/Thermotogales.htm mreB; IF




e markantni rozdil mezi polymery MreB a F-aktinem:
- eukaryotni aktin tvofen 2 protofilamenty jemn¢
propletenymi do helikalniho vlakna
- bakterialni ,,aktin* sestava z paru rovnych protofilament

Srovnani protofilamnet

F-aktinu a proteinu MreB.

- Jsou znazornény tii
podjednotky obou polymert,
kazda ze Ctyf domén ruzné
barvy. Pod¢elne usporadani

~ je podobné




e dalsi podrobn¢ studovane
proteiny s vlastnostmi
aktinu jsou ParM (E. coli)
a MamK (Magnetospirillum
- magneticum) a

crescentin — podobnost

intermediannim filamentum

(Caulobacter crescentus).

Fig. 3 Crescentin colocalizes with the inner cell curvature near the

membrang. (&) Overlay  between cresce rtin-GFP (green) and the
membrane dye FM4-B4 (red) in live merodiploid creSgip creS cels
(B} Immuncfluarescence aver lay between cresce rtin (red) and DAPI (blue)

stainin [et=3 FPhoto eadrted couresy of Cell Press.
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.. - Yu-Ling Shih ond Lawrence Rothﬁeld (20006): The-Bacterial Cytoske-leton Microbiology and
- Molecular Biology Reviews, p. 729-754, Vol. 70, No. 3).




Caulobacter crescentus

+ strukturalni analog aktinu (MreB) - predurceni tvaru
bunck C. crescentus, Escherichia coli, Bacillus subtilis

 koordinuje bunéénou morfogenezi ve spojeni s MreC
proteinem obalujicim buiiku uvniti periplazmatického
prostoru

» v bunkach Caulobacter crescentus, je protein MreC
spojen s penicilin vazajicim proteiny (PBPs), ktere
katalyzuji inzerci intracelularné syntetizovanych
prekurzoru do bunécne sté€ny

ig. 2: Crescentin is reguired for the wibrioid and helical
shapes of C. crescerivs Scale bar, 2 pm.
Fhoto madnted coutesy of Call Press,




 MreC je podstatny pro
prostorovou organizaci slozek
holoenzymu periplazmy
syntetizujicich peptidoglykan
 MreB ridi ridi lokalizaci
prekurzoru peptidoglykanu

| ﬂﬂﬁndﬂizgﬁﬁ M v cytosolu

e FluorescenCni znaCeni Van
dokazuje, ze MreB a FtsZ, MreC
a RodA pusobi pri synteze PG.

 MreB a FtsZ jsou vyzadovany

pro morfogenezi polarni stelky.




» FtsZ (filamentous-temperature sensitive
protein Z) = protein bunécného déleni

* je vyzadovan pr@f}ijﬁgf@
peptidoglykanu vedouci K tvorbé mezivrstev,
reguluje tedy prodluzovani bunky zatimco
MreB je nutny pro rodluiovém

« Bakterialni cytoskelet a proteiny urcCujici tvar
bunécne stény jako MreC spolupracuji pri
lokalizaci komplexu koordinované
syntetizujicich bunécnou sténu




FtsZ reguluje prostoroveé umisténi enzymu MurG
produkujiciho lipid II (prekurzor peptidoglykanu).
Casn¢ umisténi FtsZ do kruhove struktury béhem
prodluzovani bunky je nasledovano prevedenim MurG a
presmérovani syntezy prekurzoru peptidoglykanu do
sttedu bunky. D¢&je se tak pred bunécnou konstrikci

s prispenim k elongaci bunky.

Z.a nepritomnosti FtsZ se enzym MurG neakumuluje
uprostred bunky a bunécna elongace pokracuje
inzerci peptidoglvkanu i po okrajich bunécné stény.
Bunka tedy k elongaci vyuziva systéem syntezy bunécne
stény zavisly i neavisly na FtsZ; duleZitost jednoho nebo
druhého rezimu zavisi na nacasovani usporadani FtsZ
béhem elongace bunky.




Vliaknité utvary na povrchu bunky

Frokaryote

-
" Flagallum
Spins

Filameant

Call

Membrana

Eukaryote

Flageliurm
Wavas

Microtubules

",
! \ Call membrana

Crozs-sachon of lagellum

Microtubules

94 2 array of

microiunulas




Pohyb bakterialni bunky

swimming motility — pohyb bicCiky, plavani
swarming motility — plazivy pohyb kolonii,
biciky, Proteus

twitching motility — trhavy, skakavy pohyb
gliding motility — klouzavy pohyb




Duvody pohybu bakterii

nejcastéjsi — pohyb ke zdroji zivin — po
koncentra¢nim gradientu

reakce na repelent

Intenzita odpovedi zavisi na poctu biciku, na
teploté a viskozité prostredi.

shlukovani bunék za ucelem vytvoreni plodnice
- Myxobacteria




Vnitrni faktory ovliviiujici pohyb

» pocet biCiku

» lokalizace biCikui na bunéfnem povrchu
(nejpomalej1 reaguji peritrichia, efekt rychly
u vibrii, v = nckolik mikrometru za
sekundu)

{1 :ﬁ =
peritrichous flagella

lllllllllllll

e dostatek redukénich ekvivalentu
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motility test medium
(polotuhé medium)




Bakterialni bicik

semirigidni vlaknita struktura tvorena
1 — 4 proteiny — globularni flagelin

podobna stavba u vSech dosud
zkoumanych druhu baktern

tloustka 13 — 20 nm
rychlost pohybu — 1 — 100 pum/s
atraktant — fyzikalni nebo chemicky faktor




supramolekularni komplex, nékolik retézcu bilkovin
- tvori jej vice jak 4 vlakna oproti fimbriim

molekul.hmotnost flagelinu vétsi nez pilinu

flagelarni antigen, tvoren specif. bilkovinami, nemiuze byt
zakryt kapsularnim ani somatickym antigenem

zaCina v CM (oproti fimbriim, kt. jsou strukturou B.S.)

delka biciku nékolikandsobné vétsi nez délka bunky

biCiky lze snadno odstranit sklem (pipeta, tyCinka)
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Komponenty bicCiku:

~» vzdybazalni télisko - S

u G- 4kruhy (CM, PG a VM) 9% — Aty
G+ - 2 kruhy v CM
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FLAGELLA&R FILAMENT
JK

] QUTER
MEMEHAANE

e vlastni vlakno|(jen to antigenem)
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Ultrastruktura b

1¢iku

3.34 The Ultrastructure of
‘egative Flagella. (¢) Negatively stained
from Escherichia coli (x66.000). Arrows
the location of curved hooks and basal
h) An enlarged view of the basal body of
Ii flagellum (x485,000). All four rings

and M) can be clearly seen. The uppermost
at the junction of the hook and filament.

) nm,




usporadani: taxonomicky znak

Structure Flagella Type Example

\/\/Q Monotrichous Vitrio ohiolarae
%@ Lophotrichous Bartonella baciliformis

Amphitrichous Spinllurn serpans

Paritrichous Escharichia coli




(c)

Figure 3.33 Flagellar Distribution. Examples of various pattg
flagellation as seen in the light microscope. (a) Monotrichous po
(Pseudomonas). (b) Lophotrichous (Spiriflum). (¢) Peritrichous
(Proteus vulgaris, x600). Bars = 5 um,




Pseudgmonas andropogonis ‘irillum




— Y

W . (A) Electron micrograph of Agrobacterium with cir
Nuiechment 1o the bacterial cell. (Courtesy of Dr. Shuhei

——

cumtrechital flagellation. (B) Arrows indicate the sites
Tanaka.)

of flagellar




1) polarné — 1 nebo oba poly

- monotricha (Pseudomonas):. pohyb dopredu: proti
sméru hodinovych rucicek. Otaceni bunky: po sméru
hodinovych rucicek.

- amfitricha (Spirillum)

- lofotricha (Spirillum)

2)  po celem povrchu — peritricha

(Proteus vulgaris, Agrobacterium).

* Pohyb dopredu: shlouceni biCikti a pohyb proti sméru
hodinovych rucicek.

« Diky naboji se nezamotaji.

» Rozpleteni = krouceni bunky na misteé.

e ,,Chce-1i*° se bunka pohybovat jednim smérem, namota
biCiky, ktere jsou ve sméru pohybu, na sebe a je tlaCena
biCiky druhe strany




Tumble

Run

Forward
Run

proti sméru

hodinpX@xh"
rucicek :
pO smeru

hodinovych
rucicek

shluk

rozpleteni |
biciku |

m Forward
(@)
(b)

Forward

Tumble

(d)

!‘?‘ Figure 3,37 Flagellar Motility. The relationship of flagel
rotation to bacterial movement. Parts (a) and (b) describe the me
monotrichous, polar bacteria. Parts (¢) and (d) illustrate the mov
of peritrichous organisms.




Prokaryota vs eukaryota

rotace biciku kolem vlastni osy — pouze u prokaryot
a vzdy 1 smérem

motor — jeho rotacni pohyb zpusobuje pohyb celého
biciku

pohan¢n proton motive force (pmf) — pohyb protonu
pres cytoplazmatickou membranu

vyjimka — alkalifilni bacily — pohyb iontu Na

= ., Na motive force*
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 vnéjsi faktory ovliviujici pohyb:

magnetické  pole Zemé  (zvl.struktury -
magnetosomy (Aquaspirillum) od dvou do
nékolika desitek, uvnitt ¢1 ve stiedu bunky, malo
v blizkosti jadra)

chemotaxe (odpovéd na zmény ve vnéjSim
prostiedi, funguje i pfi 1 c¢ Zivin, negativni
chemotaxe od barviva, rychlost pohybu umeérna
koncentraci barviva)

fototaxe (odpoveédi na svétlo je pohyb 1 rychlosti
nez pi1 chemotaxi)




Plazivy pohyb kolonii (swarming)

Proteus, Vibrio

pohyb indukovany kontaktem s tuhym
mediem

delsi bunky, vice bi¢ikl

oblak, roj bun¢k, ktery se pohybuje
koordinovanym pohybem

ma schopnost prerustat 1 vyvySené utvary na
mediu




Klouzavy pohyb (Gliding motility)

na pevnych povrsich

mechanismus nejasny

pmf patrn¢ zahrnuty

prizpusobeni — slizy, surfaktanty, struktury
podobn¢ motoru v BS, specif. membranove

komponenty, které tvori reverzibilni vazbu
se substratem, actine-like system




Gliding motility

« Makoto Miyata, profesor Osaka City University
zkoumal klouzavy pohyb Mycoplasma mobile. Za
pomoci cytoskeletarnich filament udrzuji
nesféricky tvar. (,,They look like schmoos that are
pulled along by their heads. How they are able to ghide
1S a mystery*.)

 Miyata, M., Ryu, W.S., and Berg, H.C. "Force and

velocity of Mycoplasma mobile gliding." J. Bacteriol.
184, 1827-1831 (2002).
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motility test medium, polotekuté
Pohyblivy kmen roste i mimo inokulaci — v celém mediu




Pozorovani pohybu biciku — visuta kapka
- dulezity dostatek kysliku

v temnem poli a intenzivnim svétle

Pozorovani biciku samotnych

— sveételny mikroskop po spec. barveni (obaleni biciku
vrstvou mofidla, znasobeni a zviditelnéni jeho prumeéru)

— elektronovy mikroskop — negativni barveni
otiskove preparaty po rychlem zmrazeni na -150 C




Tvorba:

¢ Samousporadavani — molekuly flagelinu jsou
stftedem vlakna transportovany na konec, vazba na
konci bez enzymi, dosyntetizuje se vZzdy do stejné
delky. Geny na s

| jCIl 20. (i

Figure 3.36 Growth of Flagellar Filaments. Flagellin subunits
travel through the flagellar core and attach to the growing tip.

e Pf.genl: HAP 1,2,3...




Mechanismus chemotaxe E. coli

. Regulace pomdci MCP Systému

MCP systéem —

methyl—'_accepting chemotaxis proteins

Q _ ; .
009 0%
© 0’ e
: |
MCPs =
| chew i
Chef :._. J
ATP he
F % S
t Opénlen in Wi




- Mechanismus chemotaxe — E.coli

/ Attractant —— o

Figure 3.41 The Mechanism of Chemotaxis in Escherichia coli. The chemotaxis system is designed to control counterclockwise (ccw)

and clockwise (cw) flagellar rotation so that £. coli moves up an attractant gradient by a sequence of runs and tumbles. See the text for a
description of the process.
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* po koncentracnim gradientu Zivin —
regulovana délka primeého a otacivého
pohybu za atraktantem

* rozeznava serin, aspartat, maltozu, ribozu,
galaktozu a dipeptidy, 200ms

e proteiny lokalizovany v sériich, nejCastéji
na tyCkovitych koncich




E.coli: MCP systém — methyl — acceptlng chemotax1s protein.

o Protem je Tizen methylacnim procesem
e System je vazan na CM

e vnitfni Cast protemu \ cytoplazme vneisi
cni ven '

AAID VAR &

« Na vnitini Cast proteinu (CheW) se vazi
enzymy cytosolu (proteiny ChE, ChA)

e na vngjsi se vaze atraktant




* Protein |CheA |- schopen |autofosforylace| v pripade, ze
na MCP neni navazan atraktant

« \Po vazb¢é atraktantu | predava protein _ CheA
fosfatovou skupinu proteinu CheB (methylesteraza)

* CheB enzym:

demethylace MCP systému

» Protein CheB predava fosfatovou

skupinu proteinu |CheY {

pohybuje se k biCiku, reakce
s proteiny na jeho zakladne,

nasleduje vrtivy pohyb biciku
(otaceni). Béhem 10s fosfat odstranén pomoci CheZ




. Aﬁtofosforﬂace CheA bez atr@ktantu

 Jinak predani fosfatove skupiny a
demethylace pomoci CheB |
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e Zadny pohyb nesmi trvat dlouho, pro spravnou
reakct musi bunka reagovat na aktualm podnét —
kratkodoba pamét’ receptoru '

e Pomocn¢ latky pohybu — slizy, surfaktanty

~*» Bez atraktantu — rovnovazny stav mezi
CheA a CheY — stridani

vrtivého a

electron acceptors
membrane

primocarcho e

kinase-off @ kinase-on
attractants

pohybu = o

. : PAS/FAD i
:;l:-lu"lu' E ﬂb E-
“CheB | MCP-like

& CheB | .
. signalin omain
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adaptation “CheW
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Figure 3.32  Flagella and Fimbriae. The long flagella and the
numerous shorter fimbriae are very evident in this electron micrograph
of Proteus videaris (x39,000)),




‘ PILI - fimbrie ﬁ

 slouzi k prenosu DNA konjugaci,
k prichyceni fagl, rizn€ velké, typicky u G-

e struktura B.S

e kiehke, lamave, ruzne morfologicke typy —
mnoho druhu

» duté, vzdy nepohyblivé trubicka
* jen G-, nekolik set ‘




| °.sta€b'a: »

3 4nebo 5 V,l‘éken Stqéeln}’/ch do spiraly ©

» pilin - rodové i'druhové specificky, linearni
sekvence protei QV}’/ch p'djednftek

. razm y: 2 3 il

e kratSi nez biCik, nejdelsi jg maximum
podelne osy bunky, ¥2-8 nm, délka 0,1 —

‘nékolik nm, 3-5,molekul ~ ‘

\ ’ ' A\ . Ve, r v 7 .
* na celem povrchu 1 jen na uréité &asti
Lbﬁﬁky P N J
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Hemaglutinace

. iInhibovana manosou (MSHA)
. neovlivnéna (MRHA)

fce :

uchyceni k povrchum (adheze k nenabitym
povrchum: G- drzi Iépe na podloznim sklicku
lehkou jemnou vazbou)

kontakt bakteriofaga

twitching motility




1.

kodovaneé chromozomalné-specificka adherence

specificka kolonizace u symbiontu, parazitu a
patogenu (koregulace s tvorbou toxinu u Vibrio
cholerae O1, E.coli — wuropatogenni P pilus,
adherentnce fimbrie + enterotoxin E. coli —oboji
kodovano plazmidem)

11.

sex fimbrie - kodovan¢ konjugativnim plazmidem
u donora DNA — lks, mustek pro plazmid (F pilus
u E.coli, konjugativni plazmidy salmonel)

barveni : kys.fosfowolframova zachova podobu f.,

kys. osmicCelova — f. ztlusti a zkrati




animace, pohyb biciku




Dékuji za pozornost




