Vyziva a transport latek



Prostredi, ve kterém bakterie rostou
a mnozi se, musi obsahovat :

« Zdroj uhliku — pro syntézu malych organickych
molekul, slouzicich jako skelet makromolekul

Zdroj dusiku — tvorba amino- a imino- skupin
Jako soucasti organickych latek

Zdroj energie — pro biosyntézu
nizkomolekularnich latek a biologickych
makromolekul, tvoricich strukturu bunky

Mineralni prvky

Rustové faktory — vyzadované organizmy, pokud
si je nedokazi syntetizovat
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Vyzivha hodnota zdroju vyzivy

Vyzivna hodnota zavisi na jejich fyzikalnim
stavu, chemickeé strukture a fyziologickych
vlastnostech bunky

Z fyzikalne chemickych vlastnosti je
molekuly, prostorova konfigurace, stupen
okysliceni, ...

Makromolekuly vystupujici jako zdroj musi byt
nejdrive rozstepeny na nizkomolekularni
latky

U nerozpustnych latek (tuk, celuloza,..) se
uskutecnuje rozklad na rozhrani latka-voda



Zdroje uhliku

— sacharidu
— lipidu

» aminokyselin

Zdroj uhliku = vychozi substrat

, ’ —— organickych bazi
pro biosyntézu

——» nukleotidu

_» bilkovin



Zdroje uhliku

* Rozdeleni bakterii podle uhlikaté vyzivy
* autotrofni — zakladnim zdrojem uhliku
je CO,
* heterotrofni — zakladnim zdrojem
uhliku je jakakoliv
organicka latka



Zdroje uhliku

« U bakterii neni autotrofie vazana jen na
fotosyntéezu.

 Existuji dva zpusoby ziskani energie -
fototrofie a chemotrofie a dva zpusoby
ziskavani uhliku — autotrofie, heterotrofie,
ktere jsou vzajemne kombinovatelne.

* Podle vyzivy Ize tedy organizmy rozdelit na
fotoautotrofni, fotoheterotrofni,
chemoautotrofni, chemoheterotrofni



Zdroje uhliku

» Fotoautotrofni — zelené rostliny, sinice - zdrojem
vodiku pro redukci CO, je voda, zelene sirné
bakterie (Anoxyphotobacteria) - zdrojem vodiku je
H,S nebo H,. Chlorobium muze vyuzivat jako
zdroj uhliku vedle CO,, | acetat (mixotrofie)

» Fotoheterotrofni — purpurove sirné (Chromatlum)
purpurové bezsirné (Rhodospirillum) vyuzivaji
jako zdroj energie svetelné kvantum (cyklicka
fosforylace) a zdrojem uhliku je organicka latka.
Purpurové sirneé mohou ve tme v pritomnosti
kysliku uskutecnhovat aerobni respiraci




Zdroje uhliku

» Chemoautotrofie (chemolitotrofie)— znama jen u
bakterii. Energie se ziskava oxidaci redukovanych
anorganickych sloucenin (siry, dusiku, zeleza,..) a
zdrojem uhliku je CO.,.

» Chemoheterotrofie — zdrojem uhliku a energie je
prakticky jakakoliv oxidovatelna organicka latka —
vétSina organizmu

» Bakterie metylotrofni — jako zdroj energie a uhliku
slouzi vetsinou jednouhlikaté slouceniny
obsahujici metylskupinu —CH, (metan, dimetyleter,
metanol).

Metylotrofie je obligatorni (Methylomonas) nebo
fakultativni (Hyphomicrobium)



Zdroje uhliku

« Zdroje uhliku vyuzivané heterotrofnimi organizmy

soli organickych kyselin (monokarbonovych s
nasycenymi i nenasycenymi vazbami;
monokarbonovych hydroxy- a keto-kyselin;
dikarbonovych s nasycenymi vazbami;
trikarbonovych hydroxykyselin)

sacharidy (monosacharidy - pentozy, hexozy;
disacharidy — sacharoza, trehal6za, maltéza,
celobioza, laktoza, melibioza; trisacharidy —
rafindza, melisitoza; polysacharidy)

lipidy

aminokyseliny, peptony, bilkoviny



Zdroje dusiku

Amonné soli, amoniak — pro vétSinu organizmu
— shadno se transportuji do bunky
(nejvhodnéjsi jako siran a fosfat nebo sul
organickych kyselin)

DusiCnany — vyuzivany houbami a nekterymi
kvasinkami nebo bakteriemi (nejprve nutna
redukce a amonneé soli)

Aminokyseliny

Mocovina — vyhradne jako zdroj dusiku u
urobakterii

Molekulovy dusik — vetSinou u bakterii a sinic



Zdroje energie

« Svételné kvantum — fototrofie

« Organické a anorganicke latky — chemotrofie (energie se
ziskava oxidoredukcnimi pochody, jedna latka je
oxidovana, druha redukovana)

akceptor elektronu a vodiku vznika
katabolizmem donoru - kvaseni (fermentace)

akceptorem elektronu a vodiku je molekulovy kyslik —
aerobni respirace

akceptorem elektronu a vodiku je kyslik v oxidované
anorganicke sloucenine anaerobni respirace
(sirany, nitraty, CO,, ...)
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Zdroje energie

V zavislosti na genetické vybave mohou chemotrofni
mikroorganizmy vytvaret energii jednim nebo vice
zpusoby

Jen aerobni respiraci (Pseudomonas putida)

Aerobni i anaerobni respiraci, ale ne fermentaci
(Paracoccus denitrificans)

Aerobni, anaerobni respiraci i fermentaci (Escherichia coli)
Aerobni respiraci a fermentaci (nekteré enterobakterie)
Anaerobni respiraci a fermentaci (Desulfovibrio)

Jen fermentaci (Clostridium)

Jen anaerobni respiraci (Methanobacterium)



Transformace energie (ATP) na jiné formy

Energii osmotickou — pri transportu latek pres
cytoplazmatickou membranu a osmoregulaci

Energii kinetickou — proudeni cytoplazmy a
pohyb bunky

Energii elektrickou — povrchovy naboj nutny pro
sorbci

Energii svetelnou — bioluminiscence u bakterii
(Photobacterium, Vibrio)

Energii tepelnou — zbytek nevyuzité energie



Zdroje mineralnich latek

« Kyslik a vodik — vyznamneé ovlivnuji celkovy
metabolizmus bunky. Nekteré organizmy vyzaduji
molekulovy kyslik a nekteré mohou vyuzivat molekulovy
vodik.

* Podle vztahu ke kysliku se organizmy deli na

striktni (obligatorni) aeroby — aerobni respiratorni
metabolizmus

striktni (obligatorni) anaeroby — rostou jen v
anaerobnich podminkach (i maly parcialni
tlak O, je pro né toxicky)

fakultativni anaeroby — maji metabolické drahy jak
pro respiratorni tak | fermentatorni
metabolizmus

aerotolerantni organizmy — maji fermentatorni
metabolizmus, rostou v pritomnosti O,, ale
nevyuzivaji jej



Zdroje mineralnich latek

Sira — sirany, thiosirany, sirovodik, S, — pri
oxidoredukcnich pochodech spojenych se zmenou rH

Fosfor — soli kyseliny fosforeCné — soucast NK, koenzymd,
fosfolipidu, makroergické vazby, ...

Draslik — v riznych reakcich, pfi syntéze bilkovin

Sodik — regulace osmotického tlaku, transportni systém,
ovlivauje aktivitu nékterych enzymu

HorCik — syntéza bilkovin, syntéza nebo hydrolyza ATP,
soucast chlorofylu

Zelezo — reaktivni misto v proteinech obsahujicich hem
(cytochromech, katalaze) a dalsich proteinech

Kobalt — slozka vitaminu B,
Vapnik — vyznam pri sporulaci
Zn, Cu, Mo, Ni, Se atd. sou€asti metaloenzymu



Rustove faktory

» Rustovy faktor — molekula (komponenta bunky), kterou
bunka nedovede syntetizovat ze zivin pritomnych ve
vnéjsSim prostredi

« Podle vztahu k rustovym faktord jsou buriky

prototrofni — vSechny potrebne slozky syntetizuji ze
Zivin

auxotrofni — nekteré molekuly nedokazi syntetizovat
a ziskavaji je z prostredi. Auxotrofie je
,prirozena” (organizmus nema odpovidajici
genetickou vybavu) nebo vznika z prototrofniho
organizmu ztratovou mutaci

* \Vyzadovany jsou predevsim vitaminy, aminokyseliny a

baze



Rustove faktory

Rustovy falktor

Funkce

Je vyuZivan baktériemi

Vitaminy skupiny B:
By — fiamin (aneurin)

Bs; — riboflavin (1akto-f1avin)l

B; — kyselina pantotenova

B; — cholin

B: — kyselina nikotinova
By — pyridoxin (adermin)
By — biatin

Biy — kyanokocbalamin

Kyselina listova

Kyselina lipcovi

Vitamin C — kys. askorbova
Vitamin E — tokoferol
Vitamin K — fylochinon
Organicka bize

Adenin

Xantin a guanin

Uracil

prekurzor TPP
prekurzor FMN, FAD
prekurzor koA

donor metylovych
skupin

prekurzor NADF,
NADP+

koenzym transamindzy

ucéast v procesech
karboxylace

slozka koridinového
enzymu

prekurzor koenzymu F
sloZka LTPP

regulace redoxpotenciilu

transport elektront

syntéza nulkleotidil

laktobaktérie, propionavé baktérie, stafylokoky
laktobaktérie, propionové baktérie, klostridie, streptokoky
laktobakteérie, hemolytické streptokoky, Proteus morganii,
Corynebacterium diphteriae

Streptococcus pneumoniae

laktobaktérie, Gluconobacter oxydans, Proteus vulgaris, Staphylococcus
gureus, Clostridium tetani, Shigellae dysenteriae

laktobakitérie, Stteptocacecus faecalis

laktobakterie, propionové baktérie, stalylokoky, g-hemclytické
streptokoky, Bacillus coagulans aj.

laktobaktérie, auxotrofni kmeny E. coli aj.

laktobaktérie ;
lakicbaktérie, korvnebaktérie
nélcteré laktobaktérie, Serratiac marcescens

mykobaktérie

nékteré laktobaktérie, Clostridium tetani, Shigelle boydii
Leuconostoc mesenteroides, Neisseria gonorrhoeae

nektere laktobalkiérie, Staphylococcus aureus, Shigella flexneri,
Clostridium tetani, 8~hemolytické streptokoky




Réstovy faktor

-~ Funkee

Amm};ysalim’
| Alanin

Kyselina asparagovs, cystein,

Iyzin, fenylalanin, prolin
| Arginin

Kyselina glutamova, valin
Tryptofan

Tyrozin, serin

Histidin

Je v-y.ui{v'én.;bak-tféﬂeﬁﬁ.

| synteza bilkovin

| Leuconostoc crematis
| 1od Leuconostoc

Lactobacillus cuse;

| Lactobacilug plantorum

Lactobacillus zylosus
Lactobacillus delbrueckii
nekferé streptokoky




Transport latek do bunky

* Protoze bunka je systém otevreny, musi
existovat rizeny, selektivni a obousmerny
transport mezi zakladni cytoplazmou a
vnejsim prostredim — barierou je
semipermeabilni cytoplazmaticka membrana

* Tri typy transportu

nespecificka prosta difuze
specificky prenos bilkovinnym prenasecem
pinocytoza (u bakterii neexistuje)



tyka |
mole
mole
tucic

Nespecificka prosta difuze

* Nespecificka difuze se

en maleho poctu
Kul a iontu (voda,
Kuly rozpustne v

h,ClLHCO,,NO5, ..)

* Rychlost je primo umerna
koncentracnimu (nebo
elektrochemickemu)
gradientu dane latky a

teplote i

Rate of Transport

Facilitated diffusion

ATt

External Concentration



Specificky prenos bilkovinnym prenasecem

» Usnadnena difuze — prenos specifickou
bilkovinou po koncentracnim gradientu (bez
dodani energie)

 Aktivni transport prostrednictvim vazebného

proteinu. Energii dodava ATP. Primarni
aktivni transport

 Aktivni transport vyuzivajici chemiosmoticky
gradient cytoplazmaticke membrany
(protonovy gradient). Sekundarni aktivni
transport

« Skupinova translokace je uskuteChovana
transportnim bilkovinou a prenos je spojen s
modifikaci prenasené latky (fosforylaci)



Usnadnéna difuze

« Transport je uskutechovan
O - specifickou bilkovinou, ale po
g @9 - . koncentracnim spadu dane
L latky
L« Rychlost je zavisla na
e koncentracnim gradientu,
poctu transportnich bilkovin a
teplote. Jedna molekula
e ko transportni bilkoviny muze
prenaset az 60 000 molekul
substratu za sekundu

« Transport funguje

obousmerne (do bunky i z
bunky)




Rate of Transport

Outside

External Concentration




Aktivni transport prostrednictvim vazebného
proteinu - primarni aktivni transport

Outside

Binding Transportni protein

protei————= o~ 0

« V periplazmatickém prostoru
se na velmi afinni vazebni
bilkovinu navaze prenasena

|
|
|
|
_.L_ - “"‘““_‘— Energy transducer

latka a preda ji na integralni
i) -- protein membranovy protein, ktery ji
T @ e prenese na vnitrni stranu
Inside W/ mem b ré n y

« Prfedanim energie (z ATP) na
transportni protein se
rozpadne komplex substrat-
bilkovina a substrat se uvolni
do zakladni cytoplazmy



Aktivni transport prostrednictvim vazebnéeho
proteinu - primarni aktivni transport

Substrale

« Transportni system je
znacne selektivni (vazebna
mista)

Bilkoviny prenasejici
anorganicke latky se take
oznacuji jako prenasece
(nosicCe), organicke latky jsou
transportovany permeazami
nebo translokazami

* Primarnim aktivhim
transportem je u E.coli
prenaseno asi 40% substratu

Binding site,

[ / .‘"
; |
i
LR B
INSIDE OF CELL{

Carrier
protein




Aktivni transport prostrednictvim vazebnéeho
proteinu - sekundarni aktivni transport

Uvnitr
_ Jom « Zdrojem energie pro transport je
L Uniport protonovy gradient
y . « Transport je uskutecnovan jedinym
{0 membranovym proteinem
ar « Transport iontu jde po koncentracnim
~ @ Symport gradientu, transport zivin protfi
i+ ) = koncentraCcnimu gradientu
gt y O - 1
- L - Symport — oba ligandy jsou
Q Uniport transportovany jednim smerem
o . * Antiport — ligandy jsou transportovany
> 0 opacnym smerem
e ) o « Uniport — pfenaseji se jen ionty
i Ly : - Je velice Casty u bakterii (u E.coli se
- as takto dostava do bufiky az 40%
H € .OH SUbStrétlil)
SL&:{ { ;; Sugar. Symport




Aktivni transport prostrednictvim vazebnéeho
proteinu — skupinova translokace

/ Lactose

P}Tuvate '_ B 1P _ '_ ' _ HPr

QOutside

Specifické pro kazdy prenaseny
cukr jsou enzymy Enz Il a Enzlll
vazané na cytoplazmatickou
membranu

Fosfotransferazovy systém pini
také regulaéni funkci (napf¥.
transport glukézy inhibuje
transport laktézy sekundarnim
transportem — glukozovy efekt ;
nebo inhibuje adenylatcyklazu,
ktera je nutna pro prepis
laktozového operonu, ....

Pfi skupinové translokaci nemuize
dojit k vytvoreni rovnovahy
prenaseného substratu na
membrané, protoze je chemicky
modifikovan

VétsSina substratu je prenasena
vice nez jednim mechanizmem
(galaktoza celkem 5)



Aktivni transport prostrednictvim vazebnéeho
proteinu — skupinova translokace

PLEP Pyruvate

EIX El -~ T

&% Transfer of
phosphoryl group
from EFI to HPr

e P

Transfer of
phosphorz Vl DL
from HPr to EIII

EIII, FEIII_~T

by = = @ Iransfer of phosphoryl
i oup from EIII to EII
adlleiLogl ucose Lo
f—::) 1m gluco e-G-I

Phosphorylation
of FI by PEP

Transportni systém uskutecCnuje
vedle prenosu i chemickou
modifikaci substratu

Prikladem je fosfotransferazovy
systém u bakterii zajistujici prenos
vétsSiny cukru

Zdrojem energie je obvykle
fosfoenolpruvat (PEP)

Z PEP je energie prenasena na El
a termostabilni bilkovinu HPr

Enzymy El i HPr jsou rozpustné
cytoplazmatické bilkoviny, nejsou
specifické a jsou pozadovany pro
fosrorylaci jakéhokoliv
prenaseneho cukru



Aktivni transport prostrednictvim vazebnéeho
proteinu — skupinova translokace —
fosfotransferazove reakce

Sugar-P

\

Enz},me. o

1. Krok — fosforylace Enz | z PEP za vytvoreni reaktivnino
fosfohistidyloveho intermediatu

2. Krok — preneseni fosfatu z Enz | na histidylovy zbytek HPr

3. Krok — Fosforylace Enz |ll. Ve stejném Case je prenesen
substrat na vnitrni stranu membrany a fosforylova
skupina je hned predana na substrat za vzniku cukr-P



Aktivni transport prostrednictvim vazebneho
proteinu — skupinova translokace —
fosfotransferazove reakce

In Qut

Specific components

Non-specific components

Glucose 6-P

<Z| Direction of transport



Aktivni transport prostrednictvim vazebnéeho
proteinu — prenos substratu z

perlplazmatlckeho prostoru u G- bakterii

* Periplazmaticky vazebny
eptidoglycan protein ma velkou afinitu
K substratu

* Membrane-spanning
kil protein je transportni
tunel

* ATP-hydrolysing protein
prenasi energii —
Merbrane- konformacni zména v

spanning

transporter kom pleXU

* U E.colije transport
maltézy prikladem ABC

systéemu (ATP binding

ATP ADP+P; cassette)

Periplasmic—

Periplasm— .
binding protein

ATP-hydrolyzing el

protein



LACTOSE LACTATE LYSINE™ GLUCOSE Extracellular

MALTOSE GLYCEROL

Periplasmic
LACTOSE  LACTATE" : LYSINE® GLUCOSE =2

encliici s
IZY"=""

ME
Inc

H!

e 1a-r HPr I-P- PYRLIWATE 3
IFB-Px 1EA IHPFPI I_IF’HOSF’HOENO_L_- ATE
PYRUWVATE

LACTOSE LACTATE" Na* LYSINE" GLUCOSE 6-P © . ADENYLATE

CYCLASE MALTOSE GLYCEROL 3-F

SYMPORT SYMPORT ANTIPORT UNIPORT PHOSPHOTRAMSFERASE SYSTEM BINDING PROTEIN FACI_LITATED
; DEFENDEMNT TRANSPORT DIFFUSION
Drriving AT, ApH apH Apl a PEP

force SECOMNDARY ACTIVE TRANSPORT SYSTEMS

ATP chemical
gradient
SECONDARY ACTIVE TRAMSPORT SYSTEMS




Sekrece latek u bakterii

« Sekrece neni jednotna (ani u eukaryot). Existuje
rada mechanizmu u jednotlivych organizmu i pro
sekretovane latky

« Rada mechanizmu je spole&nd pro eukaryota i
prokaryota vCetne Archaea

* Pro vSechny tri domeény je spolecny typ
transportéru oznaCovanych jako

- ABC (ATP binding cassette)

- Sec system (vyzaduje N-terminalni signalni
peptid ne sekretovanéem proteinu)



Sekrece latek u G- bakterii

ABC

Sec

Sekrecni systém | — VI

Tat

Sekrecni vacky a tvorba vnejsi membrany



Sekrecni system u G- Typ |
(T1SS-TOSS)

» Je to jednoduchy system zahrnuijici
3 proteiny
- ABC
- MFP (vazebny protein) VM
- OMP protein vnejSi membrany)

« SekrecCni system je nespecificky -
transportuje ruzné latky od iontu
pres polysacharidy az po bilkoviny
(kolicin V — E.coli 10kDa, adhezni
protein LapA Pseudomonas
fluorescens 900kDa, toxiny, lipazy ,
cyklickeé B-glukany,
polysacharidy, ...



Sekrecni system u G- Typ |
(T1SS-TOSS)

HiyA signal * ¢ . Sekrece, je rgal_izovén_a 3
s ToC  medium membranovymi proteiny —
HlyB a HlyD jsou na vnitfni
strané CM a TolC na vnéjsi
- strané CM
| eriplazma ©  Pripojeni signalni sekvence
| HIyA k C-terminalni sekvenci
« Spojeni HIyA s HlyB a HIyD a
vazba na ATP
* Na tento aktivnhi komplex se
navaze trimer TolC, tvofici
jednoduchy por
ATP « Hydrolyza ATP proteinem HlyB
umozni transport proteinu pres
nove vytvoreny kanal
« Po prfenosu se TolC odpoji a
kanal zanika




Sekrecni system u G Typ |l
(T2SS)

« Jde o dvoustupnovy, systém

VM

CM

'I
L
..............
i
L]

nejprve je bilkovina
transportovana do
periplazmatickeho prostoru a
potom do vnégjsiho prostredi

« \ procesu je vyuzivan Sec

Sec nebo
Tat

nebo Tat

U nekterych G- je tento system
modifikovan pro tvorbu pili



Sec draha cytoplazma Tat draha
post translacni

post translacni

SRP draha

kotranslacéni

Sec YEG translokon

r/\\_\ : Tat translokon

2 [popamal® =

vneéjSi prostredi




Sekrecni system u G- Typ |l
(T2SS)

 Transport do
periplazmatickeho prostoru :
SecB-dependentni draha,
SRP (signal recognition
particle) draha nebo TAT
draha

* Transport pres vnejsi
membranu zajiStuje komplex
proteinu - sekreton




Sekrecni system u G Typ |l
(T2SS) — SRP draha

vnéjsi prostredi

SRP draha je pravdépodobné
vyuzivana pro hromadeni a
zabudovani proteinu na vnitfni
strané CM

Protein SRP reaguje s
hydrofobni signalni Casti
nascentniho proteinu

Pro uvolnéni SRP je nutna

pritomnost GTP a receptoru
FtsY

Potom je nascentni protein
ulozen do translokonu, ktery
obsahuje SecA, SecY a SecG

Pro transport do vnéjsiho
prostfedi muze byt vyuzit
sekreton



Sekrecni system u G- Typ |l

(T3SS, TTSS)

Systém je vyuzivan predevsim pro

,<Jvorbu® bazalni ¢asti biciku

Slouzi také pro specifickou injekci

“patogennich proteint“ do

eukaryotickych bunék (predevsim VM
patogenni bakterie Y. pestis,

Y.enterocolitica, Y. seudotuberculosis,
patogenni serotypy E.coli)

Systém je zavisly na intracelularni
koncentraci Ca2+

Jednim z mechanizmu je lcrV (Low
Calcium Response)u Y. pestis, ktery
otevira kanal pro uvolnéni toxinu

Podobny je mechanizmus i Hrp
systému rostlinnych patogenu pro
uvolnéni harpinu

CM

Harpiny jsou termorezistentni proteiny, které po infiltraci do rostlin vyvolavaji odumfeni bunék.
Mechanizmus neni dosud znamy.

Systém pro
injekci



Sekrecni systemu G- Typ IV
(T4SS, TFSS)

« Je schopny trasportovat jak
proteiny, tak i DNA

« Predpoklada se, ze je zodpoveédny
za tvorbu sexualnich pili a bi¢ikd u

VM Archaea

« Popsan byl nejprve u
Agrobacterium tumefaciens
(pfenos T-DNA plazmidu Ti do

! rostlinnych bunék

""""""""""" - « U Helicobacter pylori prenos CagA
nebo - do epitealnich bunék

» Bordetella pertusis — prenos
: toxinu
CM E Sec - Legionella pneumophiola pfenos
: Tat icm/dot (intracellular
multiplication/defect in orgalelle
trafficking genes)



Sekrecni system u G Typ IV
(T4SS, TFSS) - Agrobacterium tumefaciens

* Pro prenos je nutny T pilus
* A - Agrobacterium tumefaciens
B - genom agrobakterie
C - Ti Plasmid
a- T-DNA , b- Vir geny
c- pocCatek replikace
d- prepis katabolickych
genu
D - rostlinna bunka
E - mitochondrie

F - chloroplast
G - jadro




Sekrecni systemu G- Typ V

(T5SS)

OznaCovany jako autotransportni

system

Vyuziva Sec systému pro prenos

pres cytoplazmatickou membranu

VétSina proteint prenasenych

timto systémem prednostné VM
vytvareji beta-barel, kdy C-

koncem se vkladaji do vnéjsi

membrany a dale jsou

transportovany do vnéjsSiho

prostredi

tzv. “two-partner” sekrece, pro

transport velkych “patogennich

proteint (100-500kDa)

Predpoklada se, ze zbytky

autotransportéru davaji vznik CM
porinim, které maji také strukturu

podobnou beta-barelu

autotransportér

",
N
nnnnnnnnnnnnnn
by

Sec,
Tat



Sekrecni system u G- Typ VI

a lidskych patogenu

Sekreéni systém zahrnuje nékolik
komponent v membrané a dva
proteiny ve vnéjSim prostredi (Hcp
a VgrG)

Proteiny sekretované typem VI
nemaji N-terminalni sekvenci a
pravdépodobné nemohou vyuzivat
Sec drahu

(A) Model, ve kterém Hcp (zluta) a
VgrG (zelena) jsou sekretovany
neznamym systémem pomoci
dosud necharakterizovanym T6SS
systémem. V prvni fazi sekrece je
retézec Hcp a VgrG prenesen
hexamernim centralnim kanalem
ClpV ATPazy (oranzova) A B
(B) Druhy model je znazorinuje

funkci ClpV ATPazy pfi oddéleni

tubula VipA (Cervena) a VipB

(modra), ktera je nutna pro prichod

malych VipA/VipB komplexu pres

ClpV po6r do vnéjsiho prostredi

T6SS byl popsan v roce 2006 u

Vibrio cholerae a Pseudomonas (T6 S S)
aeruginosa .

Podobny typ se vyskytuje i u e : '
nékterych zivoéisnych, rostlinnych '

Outer membrane

= =3 - -2

- W) ) =)

Inner membrane

T6SS components

T6SS components
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Sekrecni system u G- Tat
(Twin-arginine translocation)

Tat draha u mykobakterii

bunécna sténa

TatC TatB

signalni sekvence

cytoplazma T
pfenaseny prekurzor
'proteinu

« CM G- bakteriia v

tylakoidech Tat
translokaza je tvorena
3 membranovymi
proteiny TatA, TatB a
TatC



Sekrecni system u G- Tat

Nazev dostala podle dvou argininu (twin-arginin-transport). Ty se
nachazeji v signalnich sekvencich syntetizovanych proteinu

TAT draha neni zavisla na Sec proteinech. Prenasi sbaleneg i
nesbalené proteiny

Presny mechanizmus neni dosud znam. Predpoklada se, ze protein
TatA tvofri transportni kanal. Proteiny TatB a TatC vytvari komplex
obsahujici vazebné misto

Jakmile se objevi signalni sekvence dojde k interakci proteinu s
TatBC s naslednou vazbou na TatA. Po skonceni transportu do
periplazmatickeho prostoru cely komplex disociuje

Signalni sekvence je delSi (asi 38 AMK) nez u Sec (18-30 AMK)
Transport je pomalejSi Sec — sekundy, TAT — minuty

Transportni fetézec je brzy vysycen (snizeni rychlosti transportu),
proto je nutna koexprese TatABC operonu
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Vkladani bilkoviny porinu do vngjsi membrany

« Hydrofobni Cast spiraly
se vklada primo do
membrany (umisténi
Fetézcl na povrchu
membrany pripomina
destnik)

« Spousteci signal (nizke
pH nebo potencialovy
gradient) “stahne”
nektere amfipaticke
Sroubovice do a pres
membranu. Tim se por
otevre




Uvolnovani veziklu vnéjsSi membrany
G- bakterii
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Cast vnéjsi membrany G- bakterii
muze ,odstfizena“ za tvorby sférickych
struktur, které maji lipidickou
dvojvrstvu a uvnitr periplazmaticky
material.

Vezikly nékterych druht mohou
predstavovat faktory virulence nebo
vykazuji imunomodulacni efekt.

Také se predpoklada, Zze to muze byt
odpovéd na stresoveé faktory



Sekrece proteinu u G- bakterii
sekreton

Komplex 12 — 16 proteinu zajistuje transport
“novych” proteinu z periplazmatického prostoru
do vnejSiho prostredi

Pred transportem musi byt protein sbalen (pomoci
sekretonu)

Mechanizmus transportu neni dosud znam

V podminkach in vitro u E. coli predstavuji geny
sektretonu az 5% genomu !



Sekrece u G+ bakterii

Sekrece je jednodussi, protoze neni pritomna vnejsi
lipidicka membrana

Pro sekreci je nutna pritomnost N-terminalnich
signalnich sekvenci

Klasifikace signalnich peptidu je zaloZzena na typu
signalni peptidazy (SPazy), ktera je nutna k oddeleni
signalniho peptidu

Pro sekreci jsou obecne vyuzivany systemy Sec nebo
Tat

Pro nektere patogeny jsou typicke specificke transportni
systemy, které mohou prenaset pouze omezené
spektrum proteinu

Pro sekreci bakteriocinu jsou pritomné specifické ATP-
binding cassette (ABC transportery)



Sekrece u G+ bakterii

* Draha Tat je G+ odliSna od G- bakterii

* U G- bakterii je tvorena tfremi
komponentami — TatA, TatB a TatC

* Gram pozitivni bakterie maji pouze Tat A a
TatC. Protein TatA je bifunkCni a prebira |
funkci proteinu TatB
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Priklady proteinu vnejSi membrany
G- bakterii a jejich funkce

Protein Functions

OmpF (porin protein 1a) Diffusion channel for small molecules
Receptor for phage Tula, T2
Stabilization of cell surface structure

OmpC (porin protein 1b) Diffusion channel for small molecules
Receptor for phage Tulb, T4
Stabilization of cell surface structure

OmpA (protein 3a) Specific interaction with LPS
Receptor for phage Tull
Stabilizaticn of mating aggregates in

F-dependent conjugation

OmpB (porin protein) Diffusion channel for maltose, other metabolites

LamB (maltoporin) Specific porin for maltose, maltodextrin
Receptor for phage A

Murein lipoprotein Most abundant surface protein in E. coli, S.

(Braun's lipoprotein) typhimurium; major structural protein

Stabilizing cell surface

TonA Ferrichrome uptake
Receptor for phage T1, T5, 80, colicin M

PhoE (protein E) Anion-selective diffusion channels, induced

under phosphate limitation
Protein P Anion-selective diffusion channel in

FPseudomonas aeruginosa. Induced under
phosphate limitation



Model porinu skupiny OmpA-OmpF

Majority Moty
Conformer Conformer

VétsSina populace vytvari
protein se dvéma doménami (v
levo) a je dilezita pro vazbu na
peptidoglykan (C-terminalni
globularni doména obsahuje
peptidoglykan-vazajici motiv)
Mala cast populace vytvari
otevireny “B-barrel®. E.coli
produkuje trimerni poriny s
vysokou
permeabilitou.Fluorescentni
pseudomonady ztratily
vysokopermeabilni poriny a pro
né to jsou pouze nespecifické
poriny

Tato frakce vede také vytvareni
volné spojenych oligomernich
struktur


http://mmbr.asm.org/cgi/content/full/67/4/593/F3

Struktura porinu OmpF E. coli

* (A) - pohled na trimer shora.
SmycCka (modra) je vyznamna
pro interakci s dalSimi
monomery jednotky. Oranzové
zbarvene smycky vytvareji
kanal

* (B) - pohled na jednotlivé
monomerni jednotky

 (C) - pohled na monomerni
jednotku shora ukazujici “oCko®
nebo stahnutou oblast kanalu.
Ocko je tvofeno Glu117 a
Asp113 smycky L3



http://mmbr.asm.org/content/vol67/issue4/images/large/mr0430026002.jpeg

Struktura porinu PhoE E.coli

Asp Ser
Cly Ser
Sy Ala
Ala Phe Gln Lew. Thr Cly 1le
Asn Ser Thr Gl Thr Val Asn Gln Tle Gly Gl Gly Lys Leu
Asp Lys Asp Ala Pro Asp Asp Lys Gin Ser Pro Phe Glu Asp Asn Asn
Ser Asp Ser Gln Phe Asn Arg Lys Glu Arg Thr Ala Ile Glu Asp e
Met Gly Glu Gln Met Phe Asn Gln Asn Gly Met Asn Asp Asp Ser Asn
g Tyr Asp Ala Lys Asp Met Glu Asn Thr Thr Lys Lys Lys Leu Asp Asn
Outside Iis Glo Lys Thr Thr Thr Asn Cly Arg Gly Arg Thr Gly Val Len Asp
Met Ser Asgn Arg Trp Lys Lys Asp Asp Lys Thr Gln Lys Asn Gln Asp

Gly

+ Am Gin Cly Leu Arg Thr Asp Cly Asp yr As Asp Sly Asn ; e
NH: Gly e Thr Cly Gcly Asp Ile Gly Ser : Phe Lys COOo
Tnside Ala Asp Asn Leu Ser Tyr Phe Val
Glu Lys Asp Gln Phe Asp Phe Cly
Te Asn

A AL AV 4

* Model usporadani porinu PhoE ve vnejsi
membrane. Transmembranové segmenty
jsou ve forme skladaneho (-listu




Vytvareni porinu u Rhodobacter capsulatus

monomer



Krystalograficka struktura

« A -TolC trimer. Kazda podjednotka
ma jinou barvu. Nahore je 12ti
fetezcovy barel a kazda
podjednotka ma 4 retezce.Dole je
barel tvorici dlouhy periplazmaticky
tunel tvoreny 12 spiralami

* B — OM trimer bilkovinné trubiCky
biCiku faga T4 slouzici k injekci
DNA faga do buriky (kazdy
monomer ma jinou barvu). Dlouha
jehlovita struktura jde pres OM a
periplazmu do cytoplazmy (je
podobny (3-barrel). Helikalni tunel
TolC je vytvaren zcela odliSnym
zpusobem - jako B-helix. Ve
stfedni Casti je lysozymova
doména, dulezita pri vytvareni
otvoru v peptidoglykanu



http://mmbr.asm.org/content/vol67/issue4/images/large/mr0430026008.jpeg

Toxiny vytvarejici pory

Rada mikroorganizmu produkuje molekuly, které
Jsou oznacovany jako toxiny vytvarejici pory

Tyto molekuly vytvari v obalovych strukturach
bunky pory nebo kanaly

Vytvorenim poru nebo kanalu muze dojit ke
kolapsu iontoveho gradientu nebo vstupu

toxickych agens do bunky  vysledek —
poruseni nebo | odumreni bunky

Mezi tyto molekuly patri koliciny, a toxin,
0-endotoxin, proaerolyzin aj.



Koliciny

Kolicin | Receptor Translokace Cytotoxicka aktivita
c A Btu BOmpF, TolQRAB Tvorba kanalu
« E1 BtuB TolC, TolQRA Tvorba kanalu
- E2,E7,

E8, E9 | BtuB OmpF, TolQRAB DNaza
 E3, E4,

EG BtuB OmpF, TolQRAB RNaza hydrolyzujici 16S rRNA
- ES BtuB OmpF, TolRAB RNaza hydrolyzujici

antikodon loop tRNA

* N OmpF TolQRA Tvorba kanalu
- K Tsx OmpF,OmpA, TolQRAB Tvorba kanalu
« U,28b |OmpA OmpF, LPS, TolQRAB | Tvorba kanalu
« DF13 |IutA TolQRA RNaza hydrolyzujici 16S rRNA




Kolicin la

« Ma celkovou délku 210A a ma ffi
domeény

d -+ T — doména (translokacdni) —
cervena

R —doména (receptor binding) —
| modra

| -+  C — doména (channel-forming) —
- zelena — obsahuje svazek
10 a-helix prochazejici do
cytoplazmaticke membrany




O-endotoxin

* O-endotoxin je produkovany
Bacillus thuringiensis a je
toxicky pro Coleoptera

« Je tvoren 3 doméenami
(obsahujici — 7x helix
jedna je silne hydrofobni,
ostatni amfipaticke, 3x
skladany list, B-sandwich)




a-hemolyzin

« Patfi do skupiny dalSich toxinu, které
vytvareji dlouné segmenty (a-helix)
prochazejici do cytoplazmaticke
membrany (a-hemolyzin —
Staphylococcus aureus, aerolyzin —
Aeromonas hydrophila, antrax toxin
— Bacillus anthracis)

« a-hemolyzin je monomerni protein (33,2
kD, délce 100A, priimér 14-46A)
*a-hemolyzin vytvari heptamerni
transmembranovy kanal
*prostorové usporadani ve formé

destniku (monomery jsou spojené
vlasenkami)

*pory jsou vytvareny u erytrocytd,
lymfocytu a krevnich destiek —

vysledek rychly influx Ca?* -toxicky
efekt




Proaerolyzin

« proaerolyzin produkovany
Aeromonas hydrophila
vytvari heptamerni
transmembranovy kanal

* Proaerolyzin je tvoreny 3
retezci (g retezce  277-
287, 287-290, 302-410
zbytku)

* Pusobi na bunky stény strevni
(prujmoveé onemocnéni)




Amfipaticke sroubovice tvorici
iontové transmembranove kanaly

B = Puvodné objevené jako prirodni
R | sslog 1 bl peptidy s charakteristickou
SerNHy molekulou — polarni a nepolarni
_ QY cast
e *« Peptidy tvofi a-helikalni
e @P\S ) agregaty v membranach s
iontovym kanalem v centru
weae - ggregatu.

» Polarni zbytky jsou zodpovedne
za iontovy kanal, nepolarni

zbytky interaguji s hydrofobni

L eyt casti lipidické dvojvrstvy

Cecropin A

Lys-Trp-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Ile-Glu-Lys-Val-Gly-Gin-Asn-Tle-Arg-As sp-Gly-lle-Ile-Lys-Ala-Gly-Pro-Ala-Val-Ala-Val-Val-Gly-Gln-Ala-Thr-Gin-Tle-Ala-Lys NFH,
Melittin:

Gly-Ile-Gly-Ala-Val-Leu-Lys-Val-Leu-Thr-Thr-Gly-L eu-Pro-Ala-Leu-Ile-Ser-Tr rp-Jle-Lys-Arg-Lys-Arg-GIn-GIn-NH

Magainin 2 amide
Glylecf(,lnyys-Phc:—Lcu—l"Ils—Ser—Ala-Lys~Lys4 he-Gly-Lys-Ala-Ph e-Val-Gly-Glu-TIle-Met-Asn-Ser-INIH,



