Bakterialni genom v populaci bunek

e \/ztah mezi:
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Bakterialni genom Tre oA mtecte

e Haploidni = T4

Pary bazi A-T, C-G: e g _

o N&které bakterie — méné nez 200 kbp |4 i N o S ‘ﬁ,“:?_ gase pai

e Jiné 12 000 kbp z . = Nitrogeaus base

e Prvni sekvenovany: i
Haemophilus influenzae { .,

(1995 by The Institute for Genomic Research)

Pocet genli: 575 — 5500..

High coding densities....

(Clovék 3 mld bp a 23 000 gen() sacorial o sukarya

chromosome chromosome

e VeétSinou cirkularni = replikace zacina i konci na jednom misté
e Reprodukce — asexudlni = déti jsou klonem rodicd...
e Zmeéna sekvence —rekombinaci nebo mutacemi




Genom koduje, ale vyviji se, méni se...

e Po nékolika miliardach let evoluce
adaptace na vSechny niky
e Adaptace a) evolucni; b) regulace metabolizmu v daném momenté
— c) mnozeni mutovanych b.s vyhodnou mutaci
e Adaptaci bunécnych struktur a metabolickych drah

- masa bunék, frekvence mutace a frekvenci prenosu genetické
informace

— vyvoj struktur enzymu
- vyvoj ochrannych latek
chranicich proteiny a NK
(unikatni chem.struktury
pr: dipikolinova, HU proteiny

dinosaurs, birds; insects, 240 mya_'- —
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Co genom koduje?

struktura (chem. povaha)

funkce struktury, vektor drahy — metabolicke, signalni...

regulace procesu

- bunécného déleni (binarniho i asymetrického)
- bunécného cyklu a diferenciace bunky
- polarizaci buriky a procesu

Nekteré procesy shodné s eukaryoty
Jiné unikatni pro bakterie
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Studie — zobrazovaci techniky? Strukturni studie? In vivo? In

vitro?
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Nature Reviews | Microbiology

Provazanost — elementy cytoskeletu a bunecna organizace,
segregace NK a déleni bunky...



Geneticka informace

e Velikost genomu:
,specialisté”“: ~¥1,5 MBp, ,,generalisté”- ~4 — 8 MBp
e Slozky genomu:
Chromozom —1-2 Replikony — oboji kruznicové i linearni
Plazmidy — (integrované=epizomy) — 0-n; F, R, Ti, Col
Mobilni elementy: transpozony, inzercni sekvence
Bakteriofagy

e Zpusoby prenosu
— transformace, konjugace,
transdukce




NG Nukleoid

e Zpravidla cirkularni DNA 3mlk DNA, 2 jsou linearni
(linedrni — Borrelia, Streptomyces, Coxiella; Paitrificans
2 oddélené chromozomy — Rhodobacter sphaeroide
e E.coli—4,7.10°nukleotidd
e Prdmérnd hmotnost: 5. 101> g DNA
e 0.58 Mbp Mycoplasma genitalium
e 4.4 Mbp Mycobacterium tuberculosis, E. coli
e Vazba na CM — mezozomy, déeleni
e Replikace predchazi déleni bunky
e Vazba cca 10° mlk histon-like proteins — flexibilta
e G+C obsah (melting point): 28% (Clostridium) - 72% (Sarcina).
e Frekvence mutace
e NCBI —databaze sekvenovanych genom

o : i ‘ E\b
o
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A GFP-based bacterial biosensor with chromosomally
integrated sensing cassette for quantitative det7ction
of Hg(ll) in environment....



e Architektonicka organizace:

- kondenzace do kompaktni struktury, HLP proteiny asociované
s DNA, napomahaji skladani NK. Vysoce konzervované u
eubakterii

e Superhelicita = nadsroubovicové vinuti

e Relaxovana podoba DNA - spotreba ATP
zavity pritazeny:

e negativni s.
(fyziologicky stav)

zavity rozvolnény:

e pozitivnis.

e enzymy topoizomerazy
— inhibice kumarinova atb.

POSITIVE SUPERCOILING RELAXED DNA NEGATIVE SUPERCOILING



Transkripce

RNA-polymeraza — 5 proteint (1 z nich o faktor)
Syntéza 1 mRNA trva 1 min, nejsou postranskripcni upravy

RGzna hladina mRNA = rizna hladina proteint

Evolucne konzervovane, A ,.eam Nontemplate strand downstream
PO dobna euka ry otické g% . o...o.o..o.o,op.o.o.o.o.oo,o,.e'. AT ). %12
Kryo-elektronova em

mikroskopie

Jak se lisi od archealni?
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Replikace

Replikator na CM, dva komplexy DNA polymerazy (dvojice) se pohybuji od

smérem od sebe...
Prodluzovani bunky

Nova replikace jesté pred uplnym rozdélenim bunky..

Srov.s bunkou eukaryotickou?

- mitdza...

Origin of

Replication Replisome

Terminator
Y sequence

DMA Qrigin
replicates. J

DNA replication

continues |
bidirectionally. A
DNA starts *

next round. 5 %

Septum forms.\ﬁ

=

Division into
two cells.

Fluorescence microscopy:
E. coli cells with fluorophores
labeling Ori and Ter

Lau et al (2003) Mol. Micro. 49:731
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Jak bakterialni bunky transportuji proteiny a
DNA?

e Nékolik mechanismu transportu
- proteinovych komplexd, vezikul( a NK

e Prostorové i casove regulovano — tato vSestrannost zabezpecuje
morfologickou potazmo fyziologickou diferenciaci v procesu bunécného
cyklu!

e Bunécna organizace v bunce:

a) staticka — skupina protein( precizné lokalizovana, promény jen na bazi
podjednotek (integralni membr.proteiny...)

b) proménliva — diky cytoskeletu a pohybu proteint , diffusion-and-
capture” (Rudner, 2002), sité dynamickych interakci

e Velka uloha polymerizacnich proteinli — pohyb a lokalizace MML

12



Zvlastnosti genomu néekterych bakterii

13



Deinococcus
radiodurans

|I .
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Objeven 1956 (Arthur W. Anderson) — maso po radiaci...

Prezil radiaci, ktera je 3000x silnéjs nez hodnota, ktera by
usmrtila ¢lovéka

lonizujici zareni — zlomy obou retézclt NK

Reparace

2 linearni chromozomy, megaplazmid a maly plazmid
DlUvod odolnosti: Tetrady?? Dvojity genom??

14



Azotobacter vinelandii

Schopen fixace dusiku

Metabolizuje mnoho uhlovodiku, org.kys a alkoholU
PocCet chromozomu zavisi na fazi bunécného cyklu
Exponencialni faze: 2-4 kopie

Stacionarni faze — 50-100

15



Buchnera spp.

Vnitrobunécni symbionti msSic (mutualismus)

velikost genomu — 7x mensi nez genom E. coli !!

640 kbp

Chromozom + 2 plazmidy

PocCet chromozomu vsak zavisi na vyvojovém stadiu msSice

16



Agrobacterium tumefaciens

e Gramnegativni, pohyblivé

e Nadory rostlin

e Prirodni geneticky inzenyr transformujici svou DNA do bunék rostlin
e 5,7 Mbp

e 1 cirkularni + 1 linearni chromozom a 2 plazmidy

e Tumor Inducing plasmid — zodpovédny za virulenci




Epulopiscium spp.

Fig. 2 Brown
Surgeonfish

e Strevni symbionti rybek Acanthuridae.
e Neékteré bunky delsi nez 0,5 mm!
e DAPI barveni NK

e real-time PCR —tisice kopii genomu??

e Adaptace vzhledem k velikosti bunék??

18



Plazmidy

e Doplnkova genet. informace:
F-plazmidy (fertilitni)
Rezistence, - ATB, tezké kovy, UV
Metabolické drahy (bioremediace)
Prenos konjugaci, transformaci e\
Bakteriociny (ne— i konjugativni) 5 ‘ ,
Kodovani faktort virulence: adheziny, toxiny o —

hemolyziny, enterotoxiny

Ti =tumorindukujici plazmidy
Kryptické, fazmidy, kosmidy

e 5-10% informace genomu

e Genetické inzenyrstvi — vektory

e 100x mensi nez nukleoid




Ribozémy

A RO RNA — Bacteria vs. Archaea !!

2 podjednotky —
Mg + energie (ATP, GTP) — podminka funkce
rRNA + proteiny

70S = 30S + 50S (Svedbergovy jednotky)
(sedimentaci vedle hmotnosti ovliviiuje i konformace)
308S........... 1540 nukleotidu, 21 proteinu
50S........... 2900 nukleotidu, 34 proteinu

Selektivni plusobeni ATB pouze na bakterialni ribozomy — jiné
cilové misto

Archea — odliSnosti, vétsi resistence (Kan, Ery)

(Proteosyntéza je inhibovana anisomycinem )
20



Ribozom

e Pritomnost antibiotik v prostredi?
e Okamzik bunécného cyklu?
e Hladovéni bunék — degradace ribozomu...

21



http://canalbg.spb.pt/docs/CanalBQ_0009-18-26.pdf
focosi.immunesig.org/physiobacteria.html

www.bact.wisc.edu/
http://www.ucmp.berkeley.edu/archaea/archaeamm.html

H Heller, M Schaefer, & K Schulten, Molecular dynamics simulation of a
bilayer of 200 lipids in the gel and in the liquid-crystal phases, J. Phys.

Chem. 97:8343-60, 1993
http://micro.cornell.edu/research/epulopiscium/bacterial-genomes
http://pbil.univ-lyonl.fr/R/pdf/bgs.pdf

http://www.tigr.org

http://www.]gi.doe.gov

http://www.ornl.gov

http://www.ncbi.nlm.nih.gov



http://focosi.immunesig.org/physiobacteria.html
http://focosi.immunesig.org/physiobacteria.html
http://www.bact.wisc.edu/themicrobialworld/structure.html
http://www.ucmp.berkeley.edu/archaea/archaeamm.html
http://micro.cornell.edu/research/epulopiscium/bacterial-genomes
http://micro.cornell.edu/research/epulopiscium/bacterial-genomes
http://micro.cornell.edu/research/epulopiscium/bacterial-genomes
http://pbil.univ-lyon1.fr/R/pdf/bgs.pdf
http://pbil.univ-lyon1.fr/R/pdf/bgs.pdf
http://pbil.univ-lyon1.fr/R/pdf/bgs.pdf
http://www.tigr.org/
http://www.jgi.doe.gov/
http://www.ornl.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Inkluze

Zasobni latky
Produkty metabolismu
ulozené nepotrebné latky

Bez membrany nebo s membranou

----- neni dvojvrstvou fosfolipidu.

Membrana jednovrstevna

féhaziny

23



Pr: 2 modely formovani inkluzi PHA

a
(2} Periplasm
Granule-associated proteins
Bl FHA synthase
_é _% . F
' A Phasin
o oo Cytoplasm * O eua depolymerase
) . ® Fnar
FHA sy'r;!il:ase lsbi:smc:ated PHA production u‘
with membrane begins
Growing granuke buds
from membrane and other ﬁ
proteins attach =
< v " |
(b} s
;

. ' ' ~ 4‘EI~,|. Mature granule

| B :
e L — N d5))
PHA production creates Molecules adopt e
amphiphilic enzyme-polymer energetically-favourable
complexes micelle structure Granul; 3:;::: ;': other
phos pholipids attach

amphiphilic properties of the

SV”thase_‘po'\]’cmer complex cause The two proposed mechanisms for PHA granule production. (a) The
fo\:;ﬁagt;)oor:yomer e, T budding model, in which early PHA synthesis is associated with the
e — with. cytoplasmic side of the membrane. (b) The micelle model, in which PHA
continued polymerisation, and synthase is initially dispersed within the cytoplasm.

begin to take the form of a spherical

micelle/nanoparticle http://pubs.rsc.org/en/content/articlehtm|/2010/sm/b927559b 24



Pr: Syntéza triacylglycerolu a vznik inkluze

Mycobacterium, Rhodococcus, Nocardia a Streptomyces
Periplasm

Cytoplasm

WEDGAT associated with
the membrane produces
small ipd droplets (SLDs)

SLDs form oleogenous layer
and are coated by

phos pholipids

Mature granule

The mechanism of TAG and WE formation in bacteria. The
key enzyme, WS/DGAT, remains in the cytoplasmic side of
the cell membrane throughout the process, in contrast to

PHA synthase, which becomes incorporated in the boundary
layer of the granule.

25



Funkce a podoba

e V cytoplazmé v podobé granul nebo kapének

e Svym charakteristickym vzhledem uvnitf bunék napomahaji
identifikaci

e Produkce rekombinantnich proteinu
LZabaleni” a stabilizace proteinu

nahromadéni
: JaC promote Lactose or o
._— lacs gene IFTG }. ‘ ._ 'S'

f-galactosidase

Lactose or _ o
IFTG 3 ( _ {:}O

Desired proteins

(a)

(b}

2 promaote
._— dene ta be
expressed



Imobilizace molekul v inkluzich

Regulatory protein

—

Celbspecific ligands HI PHA synthase
Cytokines

Antigens
— Phasin
Antibodies ’

Immeobilisation

A

Fluorescent proteins
Streptavidin — > Oleosin
Inorganic compounds e
Phos pholipid
Functional enzym ) B
ERAEE — :] PHA depolymerase
. i
protein =

of interest

granule-associated
L } proteins

y

fusion protein

Following growth in conditions suitable for
PHA synthesis... 27



e Rozvoj vyuziti inkluzi jako
katalyzatorl v pridmyslu a biotechnologiich ,surové inkluze“

e Aktivita enzymu je v nich vysoka!
e |nkluze jsou snadno odstranitelné

e \lyhoda:
- vysoky obsah proteinu

- moznost agregace i rekombinantnich proteinu (enzymu) bez
jejich inaktivace

28




a) obdané membranou - 1 vrstva fosfolipidl (az na
plyn.vakuoly)

i inlkuze
‘B. 1 ‘..'

29



polyfosfat a =
\ magnetozomy

sira

Kok z Itaipu Lagoon,
Brazilie

polyhedral carboxysomes

from H . neapolitanus,
M¢titko: 100nm

CHaH CHCH CHAOH CHEH
Ry Ry Sy H/*_\H S

'I_r_'.jwt Lo g}i_u_n CH L WO L g L™
I I 1

H OH H OH H H H CH

glykogen o0



HI 9% H  H H o H T H o-1,6 linkage

Nonreducing ends

y g HO—CH, HO—CH, HO— cm HO—CH, HO—CH,
HA 2 H O.H O H OH
OH H OH H BH H OH H BH H OH H
HO
H OH H OH H oH H QH
- 1 4 linkage

Structural features of glycogen

membranovy 160 — 300 nm, az 50 % suSiny
pocet 1-10
rozpustny polymer glukozy
a-1,4 vazby a a-1,6 vétveni na kazdem 8-10tém
monomeru
Mulze a nemusi mit membranu
Ve svetelném mikroskopu neni viditelny:
Barveni Lugolovym roztokem

31
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(I‘.H;GH
—t) H H o
ifﬁ “\.! o
? c/ \?_C/
H OH
[I}HgﬂH CHa CH,0H CHLOH
R W i—u H H HooH H
VQ \I 1r_I:,-»"E xl I,«'H \.i I/H "\I
GJ\QH H/‘u H\QH H/'x f\{.‘rH H/‘H- --’\EI'H H/H
| -
H UH H EIH H DH H OH
Glycogen

Bakterialni glykogen je silné vétveny.

Slouzi jako pohotova rezerva.

Nachazi se
predevsim v
bunkach bacilu
a enterobakterii!




R O
el
Rhodobacter sphaeroides

San Diego

PHB

Kyselina polyhydroxymaselna

az 60% susiny
viditelna ve svetelném
mikroskopu

Je to odpadni produkt

Vyskytuje se u aerobu: B

Samuel Kaplan, University SFCatifornia-

acillus, Pseudomonas
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| Poly-beta-hydroxybutyrate (PHB)
| in a Rhodospirillum species.
| PHB is one type of PHA. —

I0-1

(0]
A

Je neutralni

-[-CI-I-CI-I-CI-I-C-CI-I-CI-I-CI-I-C]-
2 21 2 T
OH o OH o n

PHB a glykogen

jsou
osmoticky a iontové neaktivni,

vyskytuji se v bunice pri nadbytku zdroju uhliku a
nedostatku zdroju dusiku.
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Sira

e viditelné kapénky

amorfni siry
chemolitotrofni Granuéggmentarm S|ry, Beggrrcrtoa
sirné bakterie Temné pole, '800x

oxidace redukovanych sirnych sloucenin
je tedy pro né zdrojem energie.

eOxidace sirovodiku primarné
poskytuje elementarni siru
*sira je nasledné oxidovana na sulfat




e Dale u fototrofnich sirnych bakterii
— zelenych a purpurovych

e neni zdrojem energie, ale zdrojem elektronu
v procesu fotosyntézy.




r"r

-

cylindrické aerosomy (45 — 200 nm) ‘;‘g@%ﬁé@mm@@g

. sinice a planktonni bakterie SR RBDB G OB

. (cca u 50ti rodu bakterii; m@ﬁ;’&@%@{i‘pg
. purpurové a zelené sirné a halofilni Archég)==
. plyny vznikajici pfi metabolismu "
. u archei napomahaji pohybu ve vodé
. mnozstvi plynu zavisi na teploté a viskoz
. Membrana z jedné vrstvy bilkovin

_....-__

ynove vakuoly , ar Walsby 1979



Karboxizomy

protahlé polyhedrické cisterny

usnadnuijici fixaci CO,

syntéza hexoz

za vhodnych podminek je vyssi pocet (1-10)
nedéli se

A) Synechococcus carboxysome

B) The same but negatively stained
C) H. neapolitanus carboxysome

D) Negative stain of H. neapolitanus
carboxysome, you can even see
RuBisCO assemblies inside

38



Chlorobiové vacky

® Jen zasobarny pigmentl — bakteriochlorofyl a
karotenoidy

e Nikoli reakce a vazba svétla
e Prenaseny do chromatoforu, kde vlastni fotosyntéza

v Chlorosome light-harvesting antenna complex
e Pocet: 2-10 00000000000000,,
OO(VX\ O O e ey «\g« A
K&Vp\ >(/ SH00 \\/}Xﬁ\/) zo
B IR >3 @
O/ \(>/\{\<\2\>\<\ (/a\\/\\{\”x\_ //<//
LLEOOOEEEDOODOOCONEEETs \MA/O

seplate OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO”OQ
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Magnetosomy

krystaly oxidu Zeleznato — zelezitého (Fe,0,)
orientace v magnetickém poli = magnetotaxe

vodni organizmy citlivé ke kysliku
obaleny specialni

membranou umoznujici

precipitaci Fe;0,




b) bez membrany

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

Krystaly

BIOINSECT
Parasporalni inkluze = bilkovina vznikajici o
pri sporulaci. *; ®

- Zbytkovy material nespotrebovany pfri vzniku spor.

Bioinsekticidy — Bacillus thuringiensis — na moucné cervy, i
selektivni pusobeni (az na druhy)

41

Crop is infected by Past dies when feeding on
Eurgpean com borer any plant part



Polyfosfatova granula
= volutin - pri nadbytku ATP

« Je dobre viditelny pod mikroskopem
« Az 500 molekul, nerozpustny ve vode

* Nikdy neni zdrojem energie

Akumulace z jakého duvodu??

 Pocet: 1 — mnoho, podle metabolismu.

_..'-_\g‘h"" '\{&l

s’

T Al
e O S,

CDL};’L}[E'DHCEEI'{UH? di ptheriae
in a Chinese letter arrangement
exhi {If ng meraﬁmmanc granul es g

n>
44 "

L

o <?

§

-~

* Vysoky pocet je v dobé pred prechodem do klidového stadia

« Slouzi jako:

rezervoar fosforu, alternativni zdroj P (namisto ATP) pfi fosforylaci
cukrt pfi jejich katabolismu, chelatacni Cinidlo divalentnich iontu, jako
pufr pfi alkalickém stresu a jako regulator pfi odpovédich na stres
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b)

Transport fosfatu do bunky se dé€je hlavne temito

dvéma mechanismy:
nespecificky transport

specificky prenasec s vysokou afinitou pro fosfat: prim.

transport H2PO4- a HPO4 2-

Komplex polyP vznika za silné energeticke dotace pri

nadbytku ATP

Vazba vyzaduje ATP

\\\ﬂ%}\f(v Inside

| ‘| |‘ L Outside

[‘//\ %:H Trans -membrane
— | merPO,

Dimeric
ATP binding
protein
Cytoplasmic
associated
proteins

K[\/’lx,& Outside

T~ Phosphate
binding
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B Pigmenty

Produkty primarniho i sekundar.
metabolismu. Produkovany v

zavislosti na stanovisti

Pokud jsou produktem primarniho metabolismu - jsou
bezpodminecné potreby (bakteriochlorofyl, karotenoidy)

Vyuzivaji se pri metabolismu nebo maji protektivni ucinek ci jiny
ekologicky vyznam (inhibicni ucinky)
Protektivni ucinek — absorbuje sveétlo o urcité vinové délce, jsou

syntetizovany az v ramci sekundarniho metabolismu.
44



Pr: absorbce UV zareni, pufry pri niceni kyslikatych radikalt — to
je dulezité napr. u patogenu: fagocyty na né nemohou toliko
pUsobit napr. peroxidem vodiku!

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

zlaty karotenoid Staphylococcus aureus opét brani proti
oxidacnim reakcim imunitniho systému) ¢i ma jiny ekologicky
vyznam (inhibi¢ni antibiotické ucinky exopigmentu)
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e Bunka muze produkovat endo- (protektivni) i exopigmenty
rdznych barev

e Rada pigmentt vznika nadprodukci latek.

Pr: kolonie Azotobactera na manitolové pudé po tydnu
zCernaji (zprostredka) — na zakladé nadprodukce
tryptofanu

e |okalizace (podle své dulohy): v cytoplazmé, v CM u
fototrofu, v periplazmatickém prostoru, (v bunécné sténé
u kvasinek), jako exopigmenty — ekologicky vyznam
(inhibicni agens, ATB).

<
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Nejcastéji vyskytujici se pigmenty:

karotenoidy — endopigmenty u vétsiny bunék
bakteriochlorofyly a,b,c,d — anaerobni prostredi
prodigiozin — extracelularni, mikrobicidni ucCinek — bakterie a plisné

Fenaziny— extraceluldrni, sek. metab., mikrobicidni uc¢inek — bakterie a plisné
(Erwinia)

Melaniny — hnédé, Cerné, tmaveé Cervené - v zavislosti na dobé kultivace
Anthokyany — sek.metab., barva zavisi na pH

Pr: Micrococcus flavocianus — Zluty endopigment a fialovy exopigment. Na
MPA jen zluty endop. Na glukozdkvasni¢nim agaru — oba pigmenty

pH prostredi? Kultivacni medium? Stari kultury?
Endopigment? Exopigment?

Mikrobicidni? Protektivni? 4



Uprava a vyuziti bakterialnich pigmentd

e Potravinové doplnky — karoteny - retina, antioxidanty (melanin)
e Barviva v potravinarstvi

e A jako prirodni barviva textilii — akrylova vlakna, hedvabi, bavina
(vydrzi min), PE (min), ...

— vétsSina syntetickych barviv obtizné degradovatelna a toxicka! (obsah
karcinogennich dioxini®)

Testy toxicity!

Pr: Zlutooranzové, Cervené a rlizové pigmenty Chryseobacterium
sp., Serratia marceseus, and Chromobacterium violaceum

e Neékteré pigmenty fluoreskuji —znaceni Ab

e Oznaceni patogenniho

organlsmu
()

IeG
_}II SPDP Linker Protei




Struktury vneé bunky
)

receptor —

e Kapsuly — mikro a makro receptd <cw
- dobre organizované, rigidni, AMK nebo cukry
Bacillus — kyselina glutamova

Bacillus anthracis — poly-D-glutamova

e Slizy - polysacharidy
- |épe odstranitelné, difuzni, neorganizovaneé

Glykokalyx = kapsuly a slizy

e S—vrstvy
- pravidelné organizované proteiny a GP




Struktury vneé bunécn

D~
n
e~k
(D¢
=
<

e ochrana pred fagocytozou
e pred protilatkami

e pred vysychanim

e pred detergenty

e vazba na povrch predmetu, tvorba
biofilmu

Biofilm structure
“|cartoon
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Glykokalyx

* netvori se v laboratornich podminkach za dostatku zivin

= sit'ovina z vlaken polysacharidu a glykoproteint
« umoziuje adherenci, ktera je malo az vysoce specificka

« Kationty umoznuji spojeni stejne nabitych bunek a
povrchu

51
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Pouzdro = kapsula

e zretelné oddéluje bunku

e vrstva dobre organizovaného materialu, ktery nelze
snadno odmyt z bunécného povrchu

e ma antigenni vlastnosti
e formyS,MaR

e Funkce???

antigen-
binding
variable site

~ region o

light .~
chain

constant
heavy reglon

chain

Schematic design of an Immunoglobulin (IgG)



Pouzdro = kapsula

u témeér vSech zastupcu Enterobacteriaceae
zfetelné oddéluje bunku

ma antigenni vlastnosti, znemoznuje detekovat somaticky
antigen. Charakteristické pro virulentni kmeny. Mira
virulence: formy S, M a R

pusobi proti faglm, protilatkam a fagocytdoze, jako
ochranna vrstva proti vlivim prostredi a proti prvni viné
imunitni odpovedi

je to vrstva dobre organizovaného materialu, ktery nelze
snadno odmyt z bunécného povrchu
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Kapsula - virulence

Hyaluronic acid
cell Capsule

Septum wal Jeden druh az 60 druht
\ kapsulovych antigenu

S
S B

Negativni barveni - Streptococcus pyogenes Bacillus anthracis
TEM (28,000X). poly-D-glutamat
Kapsula — kys. hyalurnova- PS

Tvorba pouzdra ovlivhéna
slozenim media, prostiedint’



Mikrokapsula — do 0,2 nm

syntetizovana stale

prekryva antigen bunecne steny a ma své viastni
antigenni vlastnosti

Bilkoviny, lipidy a polysacharidy
Neni to bariéra proti pruniku zZivin
Prukaz — pouze serologicky

Dukaz u vitalni bunky: barvenim tuku, terciky
v mikrokapsule, ale barveny | tukové kapenky
VvV bunce.
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Makrokapsula

sloZzena z polysacharidu, bilkovin nebo

celuldzy _
minimalné 2x silnéjsi nez bunka Streptococcus
velikost neni geneticky kddovana Pneumoniae -

Prikaz prosty: témér jednotné slozeni
Streptococcus — polysacharid

Bacillus anthracis - bilkovinna slozka kyseliny poly-D-glutamové
Bacillus — k. glutamova

57



a) Gram-negative Archaea ) Gram-negative Bacteria

__._|'|||l HII{I”“..I"IHI Outer membrane

£ Peptidoglycan

Cytoplasmic
............................ membrane

‘?? S-laver fh Lipopolysaccharide
e (Glyca)jprotein

s . Membrane protein iI Membrane lipids
,.-"‘:-J

-71 - F
""'r'

.J |' 1'-1'

| oo mm e
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« S-vrstva - jeden druh bilkoviny
- druhové specifické
- monovrstva
- pravidelné organizovana

ool L
p1 =]

hexagoral

it
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http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1554451605010094

Sliz

e Sliz - ridky difdzni neorganizovany material

- spojuje vice bunék, snadno odstranitelny, nejcasteji
polysacharid

- muze slouzit k pohybu ve vihkém prostredi.
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Pochvy

geneticky kodované
vyhradné z PS

e Prisedlé MO
e Trubkovity tvar

e A7 nékolik mikrometru
e Pohyb

chemické slozeni a zbarveni druhové specifickeé

glukoza + kyselina glukuronova (Sphaerotilus) u jinych rod(

napr. fukoza

Nékdy hydroxidy kovia — v malém mnozstvi

(zbarveni; Fe, Mn, Cu; zavisi na druhu)

Pr: Sphaerotilus, Leptothrix







Bakterialni cytoskelet

 vlaknité proteiny

tvar bunky
polarita
bunécné déleni a segregace chromozomu a plazmidi

* |sou analogicke cytoskeletarnim strukturam eukaryotni bunky
(3D strukturou, biochemickymi viastnostmi)

. . (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 63


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Michie%20KA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22L%C3%B6we%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

Bakterialni cytoskelet
- souvislost s bunecnym delenim

porovnani s eukaryoty — meidza, mitdza!!
Bakterie — déleni bunék...

Rozdil iniciace morfologickych zmén:
- ty€inkovité bunky — klasika + variace (Caulobacter)
- kokovité buriky!!!

Usporadani prstence FtsZ — rodina protein( FtsZ = divizom

- témér vSechna prokaryota

- vyjimky: ......

- mutace FtsZ proteint
FtsZ mUzZe byt cilové misto pro ATB!!
Elongace bunky — tyCinky — multiple locations FtsZ kruhu; koky — ze stredu

- autolyziny — hydrolyza beta 1,4 glykosid.v., diry zaplnény pridatnym mat.
— nutna regulace — jinak programovana bunécna smrt!!! 64



Puvod bakterialniho aktinového cytoskeletu

e analog tubulinu = FtsZ - prodluZ. buriky, protein buné&&ného déleni
(filamentous-temperature sensitive protein Z)

- jen strukt. podobnost (20% N-konec,nikoli C- konec)
- vyzadovan pro start Casné syntézy PG vedouci k tvorbé mezivrstev
reguluje tedy prodluzovani bunky

e udruhu Bacillus subtilis (a u vice rodu) objeven
analog aktinu = MreB - determinace tvaru buriky, prodl.stélky

- kokovité bunky - chybi homology MreB genu; vyjimky...

- crescentin...

distribuce MreB genu v fiSi Bacteria ukazuiji, Zze nesférické bunky vlastni jeden
nebo vice téchto genl

e Elektronova kryotomografie

65
L.J.F. Jones, R. Carballido-Lopez and J. Errington, (2001), Cell, 104, 913-922



e zkoumana podobnost
krystalicka struktura proteinu MreB (T. maritima) vs. eukaryoticky aktin
- pomoci MAD (multiple anomalous dispersion), RTG, EM
- strukturalné jsou si podobné, i svou orientaci

- 2 shod. podjednotky jako u aktinu

Thermotoga maritima

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

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


http://www.esrf.eu/UsersAndScience/Publications/Highlights/2001/life-sciences/LS10.html
http://www.esrf.eu/UsersAndScience/Publications/Highlights/2001/life-sciences/LS10.html
http://www.esrf.eu/UsersAndScience/Publications/Highlights/2001/life-sciences/LS10.html
http://www.esrf.eu/UsersAndScience/Publications/Highlights/2001/life-sciences/LS10.html
http://www.nature.com/emboj/journal/v22/n19/full/7595414a.html

markantni rozdil mezi polymery MreB a F-aktinem:
- eukaryotni aktin tvoren 2 protofilamenty jemné
propletenymi do helikalniho vlakna
- bakterialni ,aktin“ sestava z paru rovnych protofilament

Srovnani protofilamnet

F-aktinu a proteinu MreB.

F-actin 67



« dalSi proteiny s vlastnostmi
aktinu:
ParM (E. coli)
MamK (Magnetospirillum B
magneticum)

@@@"'@ (? @_.I __E—Magnemsnrm

MamK hlameni

 podobnost
intermediannim filamentim
crescentin —(Caulobacter crescentus).

Crescentin-GFP#

Fig. 3 Crescentin colocalizes with the inner cell curvature near the
membrane. (&1 Overlay between crescentin-GFP (green) and the
membrane dye Fhd-B4 (red) in live merodiploid crei-giy crel cels.
(B Immunofluorescence overlay between crescentin (red) and DAP] (hlue) 68
stainings. Fhoto eairted couresy of Cell Press,




Spherical/Coccoid

1 Stage

— O-GD-0F

synthesis activity hemisphere
i

Rod (rare

2 Stages

)
I: elongation | G \ ' '

pole formation

Rod (common)

3 Stages

I: sidewall

\ ]
" ‘_ - ;
- ! | l]’ ,
elongation \ \ / l! ! L
II: preseptal —
elongation \ 7 \ "

- -8 ))

pole formation

 Formovani divizomu:
1) Polymerace tisicu mlk FtsZ
2) Formovani prstence
3) Pridatné proteiny — min 1
- ZipA (gamma-proteobact.)
- FtsA (Firmicutes)

4) Nasledovani replikace DNA
(nukleoidy blokuji usporadavani
FtsZ kruhu pred segregaci kopii
NK)

- oscilace proteint MinC a
MinD, inhibuji FtsZ assembly,
zalezi jak dlouho jsou u polu
buriky)

5) Determinace tvaru buriky
- MreB, MreC, MreD, Mbl

Bakterialni cytoskelet a proteiny urcCujici tvar bunécné steny jako MreC spol%gracuji
pfi lokalizaci komplext koordinované syntetizujicich bunécnou sténu



MreC
prostorova organizace slozek
syntetizujicich peptidoglykan

MreB ridi ridi lokalizaci
prekurzoru peptidoglykanu
v cytosolu

Dk: fluorescencni znaceni

MreB a FtsZ jsou vyzadovany
pro morfogenezi polarni stélky
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* MreC je podstatny pro
prostorovou organizaci slozek
holoenzymu periplazmy
syntetizujicich peptidoglykan

 MreB 1idi 1idi lokalizaci

prekurzoru peptidoglykanu

J Mﬁndﬁzgﬁﬂ M v cytosolu

* Fluorescencni znaCeni Van
dokazuje, ze MreB a FtsZ, MreC
a RodA pusobi pi1 synteze PG.

 MreB a FtsZ jsou vyZzadovany
pro morfogenezi polarni stelky.
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Syntéza peptidoglykanu (volimer et al. 2008)

Peptidoglycan
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-extr.nydrofob.
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 FtsZ
- prostorové umisteni enzymu MurG
- lipid Il (prekurzor peptidoglykanu)
- casné umisteni FtsZ nasledovano prevedenim MurG

= presmeérovani syntézy prekurzoru PG do stfedového
prstence b.s. bunky pred bunecnou konstrikci = elongace bunky

« Za nepritomnosti FtsZ:
- enzym MurG se neakumuluje uprostred bunky
= bunécna elongace pokracuje inzerci PG i po okrajich

= bunka k elongaci vyuziva system syntezy bunecné steny
zavisly i1 neavisly na FtsZ

 dulezitost jednoho nebo druhého rezimu zavisi na naasovani
usporadani FtsZ behem elongace bunky. 73



* FtsZ reguluje prostorove umisténi enzymu MurG
produkujiciho lipid IT (prekurzor peptidoglykanu).
Casné umisténi FtsZ do kruhove struktury béhem
prodluzovani bunky je nasledovano prevedenim MurG a
presmérovani syntézy prekurzoru peptidoglykanu do
sttedu bunky. D¢je se tak pred bunécnou konstrikci
s prispénim k elongaci bunky.

» Za nepritomnosti FtsZ se enzym MurG neakumuluje
uprostred bunky a buné¢na elongace pokracuje
inzerci peptidoglvkanu i po okrajich bunécné stény.
Bunka tedy k elongaci vyuziva systém syntézy bunécné
stény zavisly 1 neavisly na FtsZ; dilezitost jednoho nebo
druhého rezimu zavisi na nacasovani usporadani FtsZ
béhem elongace bunky.
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Yu-Ling Shih and Lawrence Rothfield (2006): The Bacterial Cytoskeleton Microbiology and
Molecular Biology Reviews, p. 729-754, Vol. 70, No. 3).
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http://mmbr.asm.org/cgi/content/full/70/3/729?view=long&pmid=16959967
http://mmbr.asm.org/cgi/content/full/70/3/729?view=long&pmid=16959967

Caulobacter crescentus

« MreB - tvar bunék
C. crescentus, Escherichia coli, Bacillus subtilis

* ve spojeni s MreC proteinem obalujicim buniku uvnitr
periplazmatickeho prostoru

« v bunkach Caulobacter crescentus, je MreC spojen
s penicilin vazajicim proteiny (PBPs)

o Fig. 2: Crescertin is required for the wibrioid and helical
www.yale.edu/jacobswagner/research.htin [ttty 12
Fhoto mofrted courdesy of Call Fress.
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Caulobacter crescentus

o strukturdlni analog aktinu (MreB) - predurCeni tvaru
bune€k C. crescentus, Escherichia coli, Bacillus subtilis

* koordinuje bunécnou morfogenezi ve spojeni s MreC
proteinem obalujicim bunku uvnitt periplazmatického
prostoru

v bunkach Caulobacter crescentus, je protein MreC
spojen s penicilin vazajicim proteiny (PBPs), ktere
katalyzuji inzerci intracelularné syntetizovanych
prekurzoru do bunécné stény

10 days | Owvernight

* Fig. 2: Crescentin is required for the wibricid and hg9 |
www.yale.edu/jacobswagner/research.htin |[JiS=rt g4 Z
Fhoto eadnted coutesy of Call Press.
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