Taxe bakterialnich bunéek
Vlaknité atvary na povrchu bunky

&
. ('

Bakterie detekuji 2% zménu koncentrace
Bakterie vyhodnocuji zménu gradientu koncentrace v prostoru i v Case

Chemotaxe je jednou z nejprozkoumanéjsich signalnich drah
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form sensing - komunikace mezi bakteriema - receptor, regulator odpovedi, prijem signalu 
Bakterie vnmaji pritomnost okolnich bakterii (je jendo jstli stejneho nebo jineho druhu)
 
Signalni molekuly mohou byt oligopeptidy (u G+) nebo N-acyl-homoserinlakton (u G-)


Duvody pohybu bakterii

nejCastejsi — pohyb ke zdroji zivin =
reakce na repelent

shlukovani bunék za ucelem vytvoreni plodnice —
Myxobacteria

Intenzita odpovédi zavisi i na teploté
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fototaxe je rychlejsi nez chemotaxe

vetsina bakterii je fotofobnich (na rozdil od sinic)



Signalizace O
rozpoznani vyznamnych a nevyznamnych signal

= sité pro regulaci prepisu genli nebo pro prenos signalu

- monitoring environmentalnich a vnitrobunécnych déju a
nasledna odpoveéed

- evoluce senzord, receptoru a prenasecu signalu — pro
maximalni citlivost a zaroven inhibice neustalé stimulace

- adaptace: na atraktant/repelent kovalentnimi modifikacemi

struktur receptoru m
senzory
- design chemoreceptoru konzervovany

chemoreceptor
—/

/

0
Nature. 2004 Apr 1;428(6982):574-8. O
From molecular noise to behavioural variability in a single bacterium. pFenaéeée signélu
Korobkova E1, Emonet T, Vilar JM, Shimizu TS, Cluzel P.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15058306
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Korobkova E[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=15058306
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Emonet T[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=15058306
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vilar JM[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=15058306
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shimizu TS[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=15058306
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cluzel P[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=15058306
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vypínání či zapinání exprese genů

sestává z membr.receptorů

u bakterii je to dvoukomponentni system
receptor = histidin fosforylaza


Differential gene expression
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spustí nebo zastaví transkripci příslušného genu


Organizace signalnich drah
=

(i) Pestra struktura signalnich protein(

(ii) Tok informace od N-konce senzoru k C-doméneé prenasece (N-to-C flow)
(iii) RGzné receptory se shoduji v senzorickych sektorech

(iv) Jeden signdl muze spoustét vice Urovni/drah odpovédi

(v) Posel signalni drahy cAMP (aktivator proteinkinaz) a cyklicky diguanylat
(vi) Souhra signalnich drah.

Experimenty: 3D a 4D struktury domén, charakterizace domén receptor

N 0
N~ N~~~
<? 1 N {\{/. T N
- N,‘,;, N N
/\’""'0 0 [ 0O
7~ o-P: ' S e o
5. 0 © 0
/,p o /;------/\ 0 p'::O
o 0 o \)0 0
cAMP N e
o
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tok informace je od N konce k C konci

jeden signal muze spoustet vice drah


Signalizace a chemotaxe o

* Vlyzkum v oblasti chemotaxe od.r 1880
» Sit chemotaktickych drah komplexni, adaptabilni, pamét...
* Analyza rusivych elementu spolu s analyzou podstatnych
signald
Regulace chemotaxe
e Spociva v samotné strukture a interakcich proteinu sité drah

 Chemoreceptory s promeénlivymi senzory (5 typu)

Senzory rozeznavaji serin,
aspartat, ribozu, galaktozu,
a redoxni reakce

Tsr, Tar receptor
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schopnost reagovat  pozitivne (atraktant)nebo negativne (repelent)


jeden typ dokaze rozeznat serin, druhy asparat, treti ribozu a galaktozu, dalsi dipeptid a dalsi redoxni reakce...


Low receptor density High receptor density
Loose clusters Compact clusters

Low cell density High cell density
Preference for serine Preference for aspartate

Prostorova organizace
senzoru

Proteiny chemotaxe a pohybu
rozmisténé do klastra.

Kryoelektronova mikroskopie

Receptory funguiji jako signalizujici di- nebo
trimery; amplifikuji a integruji chemotaktické
signaly.

Chudé medium — vysoka hladina exprese
receptort a jinych chemotaktickych proteina.
Zvysuje hustotu a kooperaci receptort.

Regulace preference ligandu.




Current Biology
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většina struktur pro přežití bakerií je na pólech


Chemotaxe — strukturné-funkcni vztahy

Vysoce konzervované chemoreceptory — Bacteria, Archaea
e Studie: E. coli a salmonela
- multimer na jednom nebo obou pdlech bunky
* Tisice regulacnich proteinu a proteinu pro prenos signalu
* Objevena diverzita od modelovych MO
- velikost a topologie chemoreceptoru
- modus signalu

- pritomnost pridatnych proteinu prenasejicich signal

x’ )
CheW){ CheA y

Flagellar
&

Y

Chemoreceptors

Motor




Regulace pomoci MCP systému
MCP = ,methyl accepting chemotactic
O protein®
vazi se na néj proteiny CheA a CheW —
enzymy cytosolu
CheA = autofosforylujici membranova kinasa
( CheA-P)
CheA-P prenasi fosfat na CheY
CheY-P = pohyb biciku CW
CheZ - fosfatasa, desfosforyluje CheY-P =
pohyb biciku CCW

'y O

CW = TURBLENG
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složenoz CHe proteinů

CheW = receptor, spolupracuje s CheA (to je kináza) - ta reauguje tím, že se autofosforyluje--> P předá dále na protein s označením Y, který pokud je fosforylovan, navaže se na DNA tak, že rotace bičíku je PO směru hodin.ručiček-->bakterie stojí

CheZ - odebírá fosfát z Y --> Y je nefosforylované --> bičík se otáčí PROTI směru hod.ručiček


wild type
(RP437)

/

Chemoreceptors

Flagellar Motor Alternates Between CCW and
CW Rotation — Cells Run and Tumble

AcheZ
(RP1616)

/ Flagellar

Chemoreceptors Motor

CheY Remains Phosphorylated, Flagellar Motor
Rotates CW — Cells Tumble Exclusively

Swim/Run

(Counter-Clockwise)

Tumble

(Clockwise)




Transmembrane
chemoreceptors

ALLFACTANTS m—

N

Flagellum

Outer membrane

Peptidoglycan layer

Cytoplasmic
membrane

Nature Reviews | Microbiology




=
Prokaryota vs eukaryota-

rotace biciku kolem vlastni osy
— pouze u prokaryot

pohanén proton motive force (pmf) — pohyb protonu pres
cytoplazmatickou membranu

Sperm

cterium

Attractant -, =

e e ---T:..‘-- R O
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bičík z flagelinu, hnací síla=pmf

točí se kolem vlastní osy

User
Lístek s poznámkou
hnací motor=ATP, bičík je z tubulinu

pohyb=ohýbání


Vnitrni faktory ovlivnujici pohyb

e pocet biciku O

e |okalizace biciku

e dostatek redukcénich ekvivalentu

monotrichous

’

laphotrnchous

(B

amphitrichous

\.

peritrichous

Structure Flagella Type

/\/@ Menatrichaus
% Lophotrichous
= \_____‘ Armphitrichous

Paritrichous

i

Example

Vifrdo oholeras

Bartornelia baciffiforrmis

Spirillurm serpens

Eschearichia coli
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bič kolem celé bunky --> bunka se pohybuje pomaleji
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pohyb bunky k zivine neni nikdy primocary a nikdy neni souvisly

faze plavání a faze vznášení se


\

No attractant present: Random movement Attractant present: Directed movement




Bakterialni bicik

e semirigidni vlaknita struktura

1 — 4 proteiny — flagelin

Filament

 podobna stavba u vsech dosud

Lring

P ring

zkoumanych druht bakterii
* tloustka 13 —-20 nm g
e 1-100 um/s . G-
* atraktant— faktor .

motility test medium
(polotuhé medium)
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Komponenty biciku:

FLAGELLAR FILAMENT

HOOK

AL
* vzdy bazalni télisko — . — 4
| BEARING' ]Eﬁg‘msmc.ﬁ.u
G' 3 krUhy (CM, G d VM) g /]mﬁé‘ﬁﬁh’é“‘”
7
G+ 2 kruhy
L “STATOR"
* hacek (hook) CONCEPTUAL DIAGRAN OF THE

e vlastni vlakno

e Bazalni télisko zustava po odstranéni bicikového vlakna,
to je do 20 az 30 min dosyntetizovano
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v cyt.membrane, peptidoglykanu, vnější membráně


INATURE'S OUTBOARD MOTOR |

Despite the intricacies of the bacterial flagellum, biclogists are unravelling its workings and making great headway in understanding
how the nanoscale appendage evolved

FLAGELLA

G- typ B.S.

e B.S. ne tak pevna, navic
\i‘ | .

FLMEL[IN Vnéjgll membréna - VI,C
diskU

L pruh - vnéjsi membrana
P pruh — PG bunécné steny

......
A Al AT W

BACTERIAL
CELL WALL
_J- y /] !:: | . W > n.:}d'? - _;:-'T‘_J.;'-'."“".T-‘". 1 :| ...........
Y 2 | q oo —— 84— | el e =
INNER MEMBRANE kg % A | s rull LT I
L e | ; ) e ™ %”ﬂ %ﬂﬂw’ i
MOTOR COMPLEX]  '®e® | @& | e e 4 ..................
PROTEIN xS ‘I
EXPORT SYSTEM




Flagellum

Flagellar hook

—

Peptidoglycan —

Plasma membrane —

Flagellum in a Gram-positive bacterium

Flagellum

—0uter membrane

= Peptidoghycan

—Periplasmic space

Plazma membrane

Ba=al plates

Flagellum in a Gram-negative bacterium

‘-’?’.
I




Filament .S. - kluzné lozisko -
tam se otaci osa, hacek pro ohyb

Biological education. Microbiology. Gram-positive bacteria.

Flagellum of gram-positive bacteria

Flagellum

Peptidoglycan
layer

Periplasmic
space

. memsrane (00O0NOCARENOUAXRNN

nnaaan |II II:' | llllllll

(Cell Membrane)




|

membrane

— Peptidoglycan

membrane

mREMNA

Ribosome
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samouspořádání, a od konce... molekuly flagelinu jsou vnitřkem transportovány na konec biciku


Selfassembly....




e supramolekularni komplex
 molekul.hmotnost flagelinu vétsi nez pilinu
* flagelarni antigen
e zacina v CM (oproti fimbriim)

» délka biciku nékolikanasobné vetsi nez délka bunky

* biciky Ize snadno odstranit sklem
PO PR o
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bunek se nesmim dotknout sklem --> sklo láme bičíky!!


Ultrastruktura biciku




usporadani: taxonomicky znak

Structure Flagella Type Example
Menatrichaus Vibro choleras
%@ Lophotrichous Bartonella bacilliforms
Armphitrichous Spinillurm serpans

Paritrichous Escherichia coli




Pseudomona
S

Proteus vulgaris =

(c)

Figure 3.33  Flagellar Distribution. Examples of various patte

flagellation as seen in the light microscope. (¢) Monotrichous po

(Pseudomonas). (h) Lophotrichous (Spirillum). (¢) Peritrichous
Spiri lum (Proteus vulgaris, x600). Bars = 5 um.

277



Pozorovani pohybu biciku —
visuta kapka

Agrobacterium

- dllezity dostatek kysliku

v temném poli a intenzivnhim
svetle

Pozorovani bicikli samotnych - S—

— svételny mikroskop po
spec. barveni (obaleni
biciku vrstvou moridla,
znasobeni a zviditelnéni
jeho primeéru)

' -’E‘&&

— elektronovy mikroskop —
negativni barveni

otiskové preparaty po
rychlém zmrazeni na -150 C

Spirillum volutay




Pohyb bakterialni bunky

spojeno s pohybem po tkanich/sliznicich

* swimming motility — pohyb biciky, plavani =
e swarming motility — plazivy pohyb kolonii, biciky, Proteus

e twitching motility — trhavy, skakavy pohyb — pf. Neisseria gonorrheae,
Legionella pneumophila

* gliding motility — klouzavy pohyb

twitching motility -
Legionella pneumophila

Motility medium Terasovity rlst — stfidani fazi
Proteus
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test pohybu se testuje na polotuhých médiích

pohym se pozná podle toho, že organismus je narostlý i mimo vpich


Plazivy pohyb kolonii (swarming)
=

Proteus, Vibrio

pohyb indukovany kontaktem s tuhym médiem
delSi bunky, vice biciku

oblak, roj bunék, ktery se pohybuje koordinovanym
pohybem

ma schopnost prerustat i vyvySené utvary na médiu
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plavání maji vsechny bunky s bicikem

plazeni je char.jen pro nektere rody - Gama a Alfaproteobakterie (proteus, salmonella)-->umoznuje jim to lepsi adherenci k  hostiteli

plazivy pohyb je davan do souvislosti s infencemi v urogenital.traktu

plazení - je potreba tuhe medium a jine bakterie-je potreba spolecenstvi, jedna bunka neni schopna se plazit
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S-engine

Pili pull by

disassembly

Klouzavy pohyb (Gliding motility) === ¥ ==

;o ’ = 0
, v s ':_-" o » - i f-' PPTI
na pevnych povrsich (= N ! Caoy
. . ’ Ll ‘-1 y ;¥ *IF:'I 1
mechanismus nejasny R e R
pmf patrné zahrnuty 4 USRS

prizpusobeni — slizy, surfaktanty, specif. membranové komponenty, které
tvori reverzibilni vazbu se substratem, actine-like systém

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
glide is a mystery“.)

Direction of cell gliding A-engine

Slime

ribbons
ot push by

4 secretion

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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není zatím znám mechanismus, jak k němu dochází

proton multi force (PMF)  je asi taky hnací silou


Klouzavy pohyb - tvorba
plodnice myxobakterii

# 3 .—_‘\
Binary -
fission
(nutrients
plentiful) n
—
B Slime trail ' \
Myxospores Vegetative cells e
- &
?:;:!r:':me | 4 Gliding when
vegetative f nutrients are
- '\ depleted
cells once A
nutrients are Myxospores —l
resiored 1 - '-_-;j; , .-"n,}\"i_
ﬂ . 'I lr':’ - --:-_". . | ) $ ::I.
|
Myxospores T
\ B yuospor Mound of cells N "

Ningd
ilg

s Spnranglum

Fruiting body

(a)

) Formation of
fruiting body

(k)
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při nedostatku živi u myxobakterií --> vytvoří plodnici --> přežije díky ní nutriční stres


Biciky archebaktérii

- strukturni a funkéni podobnost bakterialnim bicikdm °

Rozdily =
- pohon ATP (mechanismus neznamy)

- bicik nema centrdlni dutiny — nemoznost dorustani od konce
- koordinovany pohyb vice filament

Flagellum Archaellum Type IVpilus

J
_ 1 | —~ L L]
L L

Revea\w the Seuets of Motility in Archaea

ease Paul Preuss 520-486-6249 - FEBRUARY 14, 2013
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archealni bicik nema duty střed --> k jeho skladani nedochazi od konce ale od zakladu


PILI - fimbrie

RUzné velké, typicky u G-
struktura B.S, stovky

duté, vzdy nepohybliva trubicka - 3, 4 nebo 5 vlaken
stocenych do spiraly — protein pilin®

kratsSi nez bicik
- 02-8 nm, délka 0,1 — nékolik nm, 3-5 molekul

* Fce: prenos DNA konjugaci, prichyceni fagt
Pohyb (twitching motility); adheze k nenabitym povrchim
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pomocí plazmidu
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zakladni stavebni jednotka...oligomerni pilinové proteiny


P gne . B
"::*5:‘-;'..

Figure 3.32  Flagella and Fimbriae. The long flagella and the
numerous shorter fimbriae are very evident in this electron micrograph
of Proteus vulgaris (x39,000),

22.10.2015




PILI — fimbrie - typy

V4 V4 V4 A4 @
e kodované chromozomalné

» specificka kolonizace u symbiontd, parazitl a patogent

Pr: Vibrio cholerae O1, E.coli — uropatogenni P pilus,
adherentnce fimbrie + enterotoxin E. coli)

e sex fimbrie - kddované konjugativnim plazmidem u donora
DNA, mustek pro plazmid (F pilus u E.coli, konjugativni
plazmidy salmonel)

barveni :
- kys.fosfowolframova
- kys. osmicelova
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umoznuji trhavy pohyb!! (4.typ pohybu)


Curli ©

* Proteinové komponenty Enterobacteriaceae
* forma amyloidnich vlaken (strukturou);
* Objeveny 1980

* Adheze na povrchy, agregace bunék, formovani biofilmu,
invaze do hostitele

* Indukuji zanét

H{' Barnhart MM, Chapman MR. 2006. \_,

Annu, Rev, Microbiol, 60:131-47
A_| Barnhart MM, Chapman MR. 2006.
| Annu, Rev, Microbiol, 60:131-47

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16704 339
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u Enterobakterii

slouz k agregaci, adhezi, formování


Vlaknité utvary na povrchu bunky

Frokaryote

Eukaryote

\” Sl _> Flagellum N Flagelum
° b i é Ilk .-“‘-._ spins Waves
L] L] L] L] ‘&
* fimbrie, pili ! i
Microtubules

]
1 [

D

I "

I |

4 N,

i

: ! \ Cell membrane

i i
1 -

1

' e eemmemmmeeamemememeemean

! Cross-section of flagelium

'

i E

Mambrana

eemea.., Propeller like
ee-zz===" motion

back and forth

passive part
in motion

Bacterial Flagella

0 2005 HowStuffWorks




RC - photosynthetic
reaction center

o m:.'l@*m EI;;] electron transfer

[Redox
sensor =9

N SRI, SRII - photoreceptors

Htrl, Htrll - signal
transducers

Flagellar motor l

PYP - photoactive yellow
protein (negativni
fototaxe -

Halorhodospirum
PHOTOMOVEMENT of BACTERIA and ARCHAEA .
halophila)

Wouter D. Hoff
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pohyb bakterií indukován světlem

fototaxe má 2 mechanismy spuštění: odpověd spustena bioenergetickymi nasledky fotosyntezy
 nebo odpoved spustena fotoreceptory
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fotosynteticke reakční centrum=RC


=

Vnejsi struktury bakterialnich bunek vs.
bunky hostitele — adheze, invaze a
remodelace hostitelskych bunek

Jak jsou indukovany zmeny nekterych struktur
bakterialni bunky, a jak tyto struktury pusobi na
prestavbu bunky eukaryotickée
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Virulencni faktory 
struktury ktere umoznujji patogenum dostat se do hostitele, prekonat jeho Imun.systen, kolonizovat ho a vyuzivat bunky hostitele

vetsina je kodovana plazmidama


Eukaryoticky cytoskelet a
jeho modifikace vlivem patogenu

Tendence — vzdy vhodna nika pro preziti
Ovlivnén viry i bakterialnimi patogeny

Cytoskelet hostitele slouzi k:

- prilnuti, vstup do bunék, pohyb uvnitr a mezi bunkami,
formovani vakuol a remodelace




Medscapes www.medscape.com

Fimbrie sensu stricto
. Fibrily
= Fimbrie typu 4

i _[Philippines Ii

T \L ey

S Auabla ’ : .
21% \

7

[ Lowrisk: <82 [l Imemadiate risk: 8200 [l Hgh risk 20-90%,

&

Sourca: J Travel Mad & 2005 International Sociely of Travel Meadicine

Percentage incidence of travelers’ diarrhea caused by enterotoxigenic Eschericia
coli.

Produkee LT a ST
@ enterotoxing

? ETEC
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4 typy: virulencni faktory BS, na fimbriich (antigeny), afimbrialni struktury
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BFP = pilusy tvofici svazky (,,bundle forming pilus®); Tir = receptor intiminu
(..translocated intimin receptor®); IP3 = inozitoltrifosfat; PKC = proteinkinaza C.
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mechanismus ucinku viz obr.

prujmovite onemocneni u deti, ve vyssich davkach i u dospelych
 jejim vlivem dochazi k lézím a k polymerizaci aktinu a myosinu --> prestavba cytoskeletu

User
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tato bakterie vytvari tzv. Intimni adherenci = prilne velice blizko

premisteni receptoru Tir ke stene streva --> prestavba aktinu a myosinu --> tvoorba podstavce --> pohyb bakterie, kolonizace

tati bakterie vylucuje EspC protein --> produkce toxinu


Enteropathogenic Escherichia coli: unravelling pathogenesis

Huiwen Deborah Chen. Gad Frankel *

Figure 1

(a) Gross localised perturbation of brush border architecture. Original magnification: 3000=._ (b) Electron
micrograph of cultured human intestinal mucosa infected with EPEC, illustrating the key features of A/E
histopathology. Bacteria are intimately attached to cup-like projections of the apical enterocyte
membrane. At regions of attachment, localised destruction of microvilli (MV) and disruption of
cytoskeleton were observed. Magnification: 45,000x. Reproduced from Knutton et al. (1987), with
permission from ASM press.

22.10.2015




=
Enteroagregativni E. coli

e plazmid pAA s molekulovou hmotnosti 60 MDa az 65 MDa, ktery
koduje fimbrie agregativni adherence
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prujem a zvysena teolota, deti  i dospeli

ke kolonizaci dochazi diky AGREGATIVNI ADHERENCI

tato E coli donuti enterocyty k tvorbe slizu --> 
tato E coli donuti enterocyty ke 


TVATFNSIK .}
.'u..--pr""—-

=
™

.
./ EspC cleavage sites™
*.".'P".ms ARLMVHTVATFNSIK..)




~
\hnsﬁtelska' tkan \-D

fimbrie

#_

‘ VM \
exotoxiny

(« hemolyzin) /’

membranové
vazané
toxiny

(p hemolyzin ‘l\

siderofor

Komplex lipopolysacharidy
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Nejvyznamngjsi virulenéni faktory u extraintestinalni E. coli.
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Lístek s poznámkou
tato e coli neni primarne ve strevech!! casto jsou v mocovych cestach, v krvi

zpusobujou novorozenecke meningitidy a hraji roli  v nozokomialnich nemocich

maji hodne virulencnich faktoru - biciky, fimbrie, produkce exotoxinu, membr.vazanych toxinu, syderofor (vaze zelezo z host.bunek - toto zelezo potom stimuluje rust bakterii)



Intracellular bacteria
Extracellular Salmamella endenica
@ Shigeila spp.

bacteria
EFEC or EHEC
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Review Article Manipulation of host-cell
pathways by bacterial pathogens

Amit P. Bhavsard, Julian A. Guttmani-2 & B. Brett Finlay®
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Lístek s poznámkou
do bunky endocytozou

User
Lístek s poznámkou
do bunky pomoci podstavců


Volutin @

Saccharomyces cerevisie

anutir@

ZvétSeni 1000x
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Lístek s poznámkou
CVIKO...toto bychom meli hledat a videt :)
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Lístek s poznámkou
polyfosfatova granula


Saccharomyces cerevisie

Tukové kapénky
Tuk v membranach

Bacillus cereus CCM 2010

ZvétSeni 1000x



User
Lístek s poznámkou
barveno barviven SUDAN, zbarvi se do ruzovocerven

bud tuk v membranach nebo tukove kapenky


Glykogen

» Bacillus cereus CCM 2010

Glykogen (hnéda zrnka)

Saccharomyces cerevisie

ZvétSeni 1000x




Pouzdra

Azotobacter vinelandii CCM 289

pouzdro

ZvétSeni 1000x
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