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Z.akladni struktury

e Cytoplazmaticka membrana
e Nukleoid
e Ribozomy

* BunéCna sténa - obvykla

Cytoplasm with

Capsule Crtoplnmic ribosomes

Cell wall

Flagellum
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Dalsi struktury

e Organely pohybu
e Fimbrie

e Plazmidy

E.coli - imbne

o Kapsuly, shizy

e Inkluze

Parasporalni
inlkuze

B. thulgi@giergis

replikony

Streptococcus pneumoniae



Nejnové)si studie:

—nukleoid — geny pro rozd€lovani plazmidu (par loci), ATPazy
ParA —transport (1 proteini)

- biosenzory pro detekci latek
- organizace — HLP (HU)
(folding, domény, superhelicita)

- ribozom — degradace pi1 hladovéni, 70S odolava, podjednotky
50S a 30S nikoli

- CM — beta-barrel protein — VM G- bakt. (1 mitoch.)
cilové¢ struktury hostitelskych mitochondrii
- sup€rantigeny patogenu — imunostimulaéni exotoxiny,
20 SAgs u S. aureus



Cytoplazmatickd membrina

e Fluidni vrstva fosfolipidu (jednoduchy
fetézec, esterova vazba, glyceroldiester)

Archea - etherova v. !!
* Vnorené bilkoviny - mnoho proti Eucarya

 Semupermeabilni - transport

integral mem brane
proYesin

G- bunky cytoplazmaticka membrana + vnéjsi membrana!!




Lipidy - slozeni do ur€.miry podle vyZivy a typu prostiedi

Proteiny - mtegralni - hydrofobni vazby, cca 709, uvolnéni
rozpoustédly; periferni - elstat.sily, H-mustky - pro uvolnéni neni
nutno narusovat membranu

Lipoproteiny - lipid do periplazmy

Glykoproteiny a glykolipidy - orientovany cukernou slozkou vné
membrany

Lipopolysacharidy G- - Ag
Hopanoidy - hpidy u 509% bakt.
- obdoba euk. sterolu
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e Bilkoviny pevné€ vazané - enzymy (ATPaza,
nukleaza, fosfatazy), transportéry,
strukturalni. Volné bilkoviny - fosfatazy

e Inducibilni slozky membrany existuji, dokud

existuje spousteci faktor syntézy.

= bilkovinné spektrum promeénlivé

e Membranou obdany 1 nékteré typy mnkluzi
(elvkogen, PHB, S, plyn. vakuoly,
karboxyvzomy) - 1 vrstevna, nebiologicka!!

* Syntéza CM - inzerci



e Biogeneze membran — proteiny OmpS8
(napf. protein vnéjSi membrany BamA)

Obdoba u eukaryot:

« Beta — barrelove proteiny

— VM u G- bakt. (BAM komplex v
periplazmé€) a v mitochondriich eukaryot
(SAM v cytosolu = tim padem cil
bakterialnich toxinu a efektorovych
proteinul)

Porovnani se strukturné shodnymi organelami
eukaryot — evolucni studie, modely
patogeneze!!




Fostolipid

e 1) Fostatova skupina vazana na glycerol

e 2) 2 mastné kys.vazané na glycerol - 16-18C

- nevetvené, nasycené - sniZuji Hluditu

Zavislost na teploté

nenasycené - zvysuji

s A , , Phosphelipia
e Hydrofobni slozka - nepolarni s o s
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Funkce cytoplazmatické membrany

e Bariéra

e Transport - schopnost akumulace
809 mlk - aktivni prijem

e Tvorba a transformace energie -
elektrontransportni systém

~ = %{ ™ L ektoron
RS - vektorovy

metabolismus
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Permeabilita membriny

e pomérn¢ volné prostupuji malé, nenabité nebo
hydrofobni molekuly (O2, CO2, NH3 - ne NH4)

a voda
e ostatni - specifické mechanismy

e Msc channels - mechanosensitivni - reaguji na
zvySeni turgoru bunky zvétSenim velikosti poru -
adaptace na osmoticky stres - Mscl. - E. coli

e MIP channel (major intrinsic protein)

Aqgp - aquaporiny - voda a nenabité latky, 1
protein, u n€kt. bakterii, Z. coll - AqpZ.

Glp - transport glycerolu

Naboj CM a b.s. je odlisny, ale proménlivy v ¢ase



Priklady adaptability bakterialni bunky
- transformace strutur membrany

A) biogeneze membrany

Pt: Helicobacter pylori — p11 kolonizaci vkladani
do VM nebo sekrece z VM téchto slozek: LPS a
OM proteiny (pro adhezi a imunostimulaci)

- zmeény, remodelace OM profilu!!!

——— nheucinnost vakcin

- cilena lé¢ba — zasaZzeni mechanismi transportu,
kter¢ vice konzervované — beta-barrely,LP,LPS
a alterace permeability

- genomy minimalistu — neexprimuji vse



B)nadprodukce strutur pri nedostatku S

Lipoproteiny v CM maji ruzn¢ role

- rezistence na ATB, adheze, sekrece,
signalizace, vazba substratu — SBP proteiny
— pro transport peptidu, cukru a kovu.

Pt. hladovéni na Zelezo — statylokoky —

zelezem regulovane SBP proteiny
nadprodukovavany, aby se bunka vyrovnala
s nepriznivym prostredim




C) modifikace sloZzek membran patogeniu ¢i bunécnych
paraziti (vétS.proteiny)
proc: zefektivnéni prenosu a zvySeni schopnosti preziti

v ruznych bunkach eukaryot (nebo prokaryot)

e Studie na velmi uspéSném patogenu Yersinia — musi se
piizpusobit dvéma prostiedim — bunkdam vektoru a bunkam
hostitele!!! A zaroven vykazuje uspésny prenos

« Pi: v Celedi enterobakterii proteiny Ail, OmpX, PagC,
Lom.
konkrétné Ail — (fce: inhibice komplementu a zanétu,

adheze bakt.buniky na host.tkan) — shift ve stavb¢
homologu zpusobil proménu z enterobakterie na

systéemového patogena!!




Mezozomy

e Dernvaty membrany

e Vazou chromozomy, duplikuji se délenim

* Denvaty CM, viditelné po lehkém obarveni CM
e Pocet zavisi na metabolické aktivité

e Sidla enzyml membrany - DNA polymeraza na
1-4 mistech VM



Chromatofory fototrofu

e Denvaty membrany
e Chromatofory purpurovych sirnych bakterii

e Cylindrické vezikuly zelenych bakterii a
vicevrstevné tylakoidy Cyanobacteria (sinic)
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Bunécéna sténa 5 -2

N-acetylmuramic acid-N-acetylglucosamine C—COOH

* Peptidoglykan e =

Glykan - cukerna slozka, NAG, NAM
N-acetylgluk6zamin+N-acetylmuramova k.,

Peptid -

R-1,4-glykosidicka vazba — kostra = opakovani aminocukru
tetrapeptid - I-ala - D-glu - R - D-ala

R = DAP - pouze v b.s., taxonomicky znak u aktinobakterii, LL. DAP, meso DAP
G+ :R = lysin véts., tetrapeptidy spojeny pentapeptidem

G- wvzdy DAP a meso-DAP, tetrapeptidy spojeny primo D-ala na DAP




Peptidoglykan = uniformni disacharid

N-acetylgluk6zamin + N-acetylmuramova

CH 0K CiH, OH Vztah mez tvarem bunlky a

0 poctem disacharidovych jednotek

oA ,/ " v peptidoglykanu (10 - 65)

e HO-E-h " ————— Acidorezistentni
o mykobakteria, nokardie..
. Al nebarvitelné Gramem:
Tetrapeptid | N-glykolylmuramova
[-a D-AMK || o-Glu—sinH;)
Spojent: - DT (T} e o-ais CHEMOTAXONOMIE:
, |
“)Z(_hl_ N D-Ala L- DA Aminkokyselinové sloZeni
pozicl 3 o- S E_Jl: e (W] tetrapeptidu a mistku!!
L-Ala
!
co .
HO-C- M Streptomycety: 3 pozice
AcHM B ‘:”” H unikatni I-amino DAP kyselina
o o
D 00 .
: H ) o Sténa spory: jiné a unkatni
EH0H £, 0n sloZeni peptidoglykanu!




G+ : tetrapeptidy spojeny
pentapeptidem
G-_:tetrapeptidy spojeny primo
D-ala na DAP
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e Lysozym - $t€pi vazbu mez1 aminocukry;
= pusobi na hotovou sténu

e Penicilin - brani spojeni tetrapeptidii

o -
% s
= pusobi pfi syntéze stény - :

e Bacitracin - cyklicky polypeptid blokujici defosforylaci fosfolipidu,
potfebného pro transportni funkci béhem vystavby bunecné steny.




Taxonomicky vyznam

* Barveni bunécné stény
 Chemotaxonomie slozek stény a membrany

e FAME. prohil mastych kyselin - char.pro
jednotlivé rody, druhy az kmeny, zavisly na
kultivaci

- celobunéCny, ale hlavné z CM



Vyznam struktury peptidoglykanu v taxonomii bakterii
mdiaminopimelové kvseliny

Epiitomny pouze v bunééné sténé — pmkaz z celé bunky

m(3- bunééna sténa jednotného charakteru, bez DAP nebo stopy meso-

DAP

G+

mpiitomnost &1 nepritomnost DAP charakteristicka

mnapi. nokardioformni aktinomycety, myvkobakteria — meso-DAP
mstreptomycety — LL-DAP

mMicrococcaceae —bez DAP, L-lyvsin




Bacteriavs. Archaea!!

Archea - A
7 7 s o .
extrémni podminky: =

.

E
-
e

strukturni shody s
ale rozdilné chemické sloZeni =

e - rozdilna citlivost na ATB

« PEPTIDOGLYKAN
5 typti bunécné stény
* tRNA archei podobna eukaryoticke




isoprene chains

L-glycerol

S
cytoplasm

cell membrane

cell wall

Cytoplazmaticka membrana

Sulfolipidy, glykolipidy, nepolarni 1soprenoidni lipidy, fosfolipidy,

veétvene lipidy, mnoho proteini v membrané
FOSFOLIPID:
(1) chiralita glycerolu (L-glycerol; dano enzymy)
(2) etherove vazby - glyceroldiether, tetracther
= jin¢ chem.vlastnosti fosfolipidu '
(3) fetizky 1soprenoidiit namisto MK
(4) vétveni 1soprenoidu
Nepritomnost steroli




e Casto jednovrstevni - diglycerol tetracther

glycerolové jednotky na obou koncich MK = tvori lvrstvu

e L epsi prizpusobeni extrémum

- monolayer rezistentn¢€jsi k naruseni teplem

e Sulfolobus - 90°C a pH 2, vétvené
uhlovodiky a 2x tak dlouhé nez u bakterii




* Mykoplazmata
- bez b.s.

* Protoplasty
» Sferoplasty

Mylkoplazmata jsoun tvofena pouze plazmatickon membranon, chromezomem prokaryotiho typu, ribosomy a zikladni cytoplasmon;  fR e
postradaji pevnou bunéénou sténu ostatnich prokaryot. Jeou to nejmendi Zivé budky (cca 0,12 pm v primém) a obsahwji jen asi 20 %

DNA wve stovnani = E ¢, Tato geneticka informace se bliz minimalninm mnozstvi nezbytnémm k zajidténi zakladniho metabolického
vybaveni pro Zivot budlsy.



Tab. 1 - Klasifikace mykoplazmat nejmenéi zném}'/ mikroorganismus

Rse  Bacteria schopny samostatného Zivota
KImen: Firmicutes

Trida: Molicutes

Rad: Mycoplasmatales o, .

Celed: Mycoplasmataceas ° netvorl peptldoglykan

Hod: Mycoplasima

Druh: Mycoplasma predmoniae
Mycoplasma ggnitalium
Mycoplasma hominis P&
Mycoplasma p&natrans
Mycoplasma farfkgntans a dald

« V.S, D.S.
M. hominis vyvolava

Rod: Ureaplasma lidSkou prlmémi atypiCkou
Druh: Ureaplasma urealyticum .o .
(diive Ureaplasma urealyticum biovar 2) pneumonll (PAP) d Je
Ureap! ] i W oo
{dIﬁ?f j?;;;fggxf;; Eree.‘yﬂcum biovar 1) Ooznacovanec ]akO PPLO
Béhem evoluce se objevily mnohonasobné (pleur.Op neumoma-hke
redukce velikosti genomu a byl pozménén orgamsm)
i geneticky kod. Celkové tempo evoluce je e Stud;
necharakteristicky vysokeé. Jedinym tudium genomu

predpokladanym vyznamem redukce velikosti
genomu je evoluce Mollicutes na striktni parazity,
jejichz velka ¢ast metabolické maSinérie zakrnéla.

http://www.zdravotnickenoviny.cz/scripts/detail.php?1d=304611



Acidoresistentni bakterie
nebarvitelné Gramem

Bunécna sténa:

e Obsah hipidickych latek - hl.mykolové kyseliny (3-
OH mastmé kyseliny s dlouhym C fetézcem na
pozici 2). Délka retézce specificka.

e Pr: mykobakterie, nokardioformni aktinomycety,
korynebakterie

 Mykolyl-arabinogalaktan tvofi ipidickou bariéru -
brani penetraci kyseliny

e Odbarvovani 1)kyselym alkoholem (striktni)
2)slabou kyselinou (2.stupenl)




Z1ehl — Neelsenovo barveni

mi=pelné fixovany preparat

mprevrstvit Ziehl — Neelsenowvym karbolfuchsinem (koncentrovanym)
mzahiivat do vvstupu par 3-3 mun

moplachovat kyselvm alkoholem max. 13 sec

mdobarvit metylenovon modii

moplachnout vodou

Modifikace acidorezistentniho barveni (&asteéné a slabe
acidorezistentni bakterie)
mkvselv alkohol 12 nahrazen 1% kvselinon chlorovedikovon




Mycobacterium

acldorezistence 1.stupné€ - po l.obarveni bazickym barvivem

(fuchsin) se j1Z neodbarvi kyselinou ani alkoholem

Mykolové kyseliny s 60-90C

- rezistence vuci pronikani barviv, ATB, vysychani, fagocytoze

Barveni za horka - lipidy nepropousti barvivo, a nepravidelné
(nerovnomerng)

Gramovo barveni - viibec nebo $patné
Peptidoglykan:

- amidické skupimy na glutamatu 1 na meso-DAP, opakovani
peptidickych podjednotek

- pfitomnost 2 typu mezopeptidového spojenti
(D-ala + meso-DAP, meso-DAP + DAP - 70%, pouze zde)

- N-glykolylmuramova kyselina misto N-acetylmuramové




Mycobacterium

e Hydroftobni buné¢na sténa

- problém s transportem Fe (siderofory - chelatizuji Fe)
- exocheliny - extracelularni
- mykobaktiny - uvnitf bunilky

e Pomaly rust - 3-9 tydnu

- zpomaleni transportu pres hydrofobni povrch

- RN A-pol - nmiZsi reak¢ni rychlost,(pomalejsi syntéza RNA)
- nizky pomér RNA/DNA - pomalejsi syntéza protemnu



Mycobacterium

e Metabolismus
Vyuzivani riznych typt uhlovodikt
(halogenované, degradace polutantil)
Rust na CO2 a H20
Produkce karotenoidnich pigmenti
- bez nich - TBC
- fotochromogenni - jen na svétle (M. kansan)

- skotochromogenni - M. gordonae (pigment i ve tmg)



Usporadani bunécnych struktur v
cytoplazme
Na prostorové orientaci ma podil:
- uCast enzymu ATPaz ParA (transport NK, proteint)

- gradient membrany

Mobilizace struktur — fizeno IR zarenim, které
generuje exclusion zone (EZ) water

Specificke interakce molekul pritomnych v
obrovském mnozstvi za maximalni hustoty
cytoplazmy

Polarizace struktur cytoplazmy — dano actinovymi
centry a organizaci cytoplazm.membrany



Bunécln¢ struktury

e Trvalé

* Pozménéné napt.pi1 vstupu do hostitelske b.
(remodelace proteinu intracelularnich patogenu)

* Remodelace struktur pr1 bunééném déleni

SloZeni a 4D zavisi na bunééném stadiu
Metody studia:
X-ray crystalography
TEM
« Publikace 70 léta — rada struktur jako artefakty!!




(Genetickad mformace

e Velikost genomu:
yspeclalisté®: 1,5 MBp, ,generalisté®- T4 -8 MBp
* Slozky genomu. Replikony - oboji kruznicové 1 linearni
Chron %
Plazmovanéepizomy) - 0-n; F, R, 11, Col
Mobilni elementy: transpozony, inzercni sekvence

Bakteriofagy

e /pusoby pfenosu - transformace, konjugace, transdukce



Bakterialni
i chromozom
e Zpravidla cirkularni DNA Simallk 1DINA,, @ S Tinedm

(lineérni — Borrelia, Streptomyces, Coxiella; Penitr.

2 oddélené chromozomy — Rhodobacter sphaeroides

e FE. coli—4,7 .10° nukleotidu
e Primérna hmotnost: 5. 10— g DNA
* 0.58 Mbp Mycoplasma genitalium

4.4 Mbp Mycobacterium tuberculosis, E. coli
 Vazba na CM — mezozomy, d¢leni

* Replikace predchazi déleni bunky

* Vazba cca 10° mlk histon-like proteins - flexibilta



e G+C obsah (melting point):

28% (Clostridium) - 72% (Sarcina).

* Irekvence mutace

e NCBI - databaze sekvenovanych genomu
e Architektonicka organizace:

- kondenzace do kompaktni struktury,
HLP proteimy asociované s DNA,
napomabhaji skladani NK. Vysoce
konzervované u eubakterii (HU protein)

- topologicka organizace do domén,
specifica superhelicita domén



Vyuziti bakterialnich nukleoidu

e Modelové MO

 Integrace biosenzoru do NK — stabilita,
vysoke mnozstvi biosenzoru (mnoho bunék
v bunécne mase = citlivost)



Plazmidy

* Doplnkova genet. informace: Los= i W
F-plazmidy (fertilitni) B
Rezistence, - ATB, tézké kovy, UV |~ |
Metabolické dréhy (bioremediace) | -«
Prenos konjugaci, transformaci

Bakteriociny (ne— 1 konjugativni)
Kodovani faktoru virulence: adheziny, toxiny
hemolyziny, enterotoxmy

T1 —tumorindukujici plazmidy | = -, _
Kryptické, fazmidy, kosmidy { =1 o— &~
0/ ¢ N || e,
* 5-10% informace genomu |- gl . TSN
° r e \Y% I 4 rd i 72&{{\ -‘a‘«\\l,;\%,'
« Genetické inZenvrstvi - vektory )g@




» Rozd¢€lovani plazmidu:

- geny pro tento d€j na plazmidech 1 na
nukleoidu

- ATPaza ParA — presun plazmidu



Ribozomy
* Broteosynteza RNA - Bacteriavs. Archaea!
e 2 podjednotky -
Mg + energie (ATP, GTP) - podminka funkce
* TRNA + proteiny
e 70S = 30S + 508 (Svedbergovy jednotky)

(sedimentaci vedle hmotnosti ovliviiuje 1 konformace)
308S........... 1540 nukleotidu, 21 proteinu
508........... 2900 nukleotidu, 34 protemnt

e Selektivni pusobeni ATB pouze na bakteralni ribozomy

- né cilové misto

o Archea - odlisnosti, vetsi resistence (Kan, Ery)

(Proteosyntéza je inhibovana anisomycinem )



Kvantitativni a kvalitativni analyzy
ribozomu

e V realném cCase az 72 000 ribozomu

» Studie s antibiotiky (zabrana slouéeni podjednotek
30S a 508, zabrana vazby tRNA - aminoglykosidy)

* Iniciace degradace ribozomu pi1 hladovéni
bunky — voln¢ podjednotky 30 a 50S jsou
nachylnéjsi pro degradaci nez celistvy 70S





http://focosi.immunesig.org/physiobacteria.html
http://www.bact.wisc.edu/themicrobialworld/structure.html
http://www.ucmp.berkeley.edu/archaea/archaeamm.html
http://www.ucmp.berkeley.edu/archaea/archaeamm.html

