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Abstract: Bacterial competition, defined as a local neighbour interactions, can lead to competitors coexistence, bacterial community
self-organization or as travelling waves of species dominance in ecological niches. Bacteria have developed many mechanisms to commu-
nicate and compete. Kin discrimination mechanisms in bacterial populations allow species to distinguish a friend from a foe in bacterial
environment. Type Vb and VI secretion systems (TVIbSS and TVISS) play crucial role in this phenomenon. A contact-dependent growth
inhibition (CDI), primarily found in Escherichia coli strains, utilities CdiB/CdiA protein of type Vb secretion system, described also as
two-partner secretion (TPS) system, to inhibit growth of non-kin strains, where cell contact is required. Presence of an intracellular small
immunity protein (Cdil) protects E. coli cells from autoinhibition. Other bacterial competition system, primarily found in nodulation
process of Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii strain, engages type VI secretion system. The structure of TVISS is more complicated
and comprises the series of proteins with structural homology to bacteriophage tail proteins and membrane proteins which builds the
core of the system (Tss proteins). Meanwhile, other proteins of the TVISS was described as associated proteins (Tag proteins). Important
proteins for TVISS are haemolysin coregulated protein (Hcp) which has hexameric, tubular structure and VgrG protein (valine-glycine
repeat G) which play a dual role in the process: as a chaperone protein in secretion of effector toxin or/and as a secreted toxin itself.
Despite the structural differences of both secretion systems they show functional homology in competition phenomenon and govern the
social life of bacterial community.

1. Introduction. 2. Contact-dependent growth inhibition. 2.1. Structure o CDI machinery. 2.2. Effectors of CDI system. 3. Type VI secre-
tion system. 3.1. Structure of type VI secretion system. 3.2. Effectors of type VI secretion system. 4. Membership to polymorphic toxins
system. 5. Role of the systems in bacterial biology. 6. Conclusions

SYSTEMY SEKRECJI TYPU VB ORAZ VI
JAKO CZYNNIKI KONKURENC]I BAKTERII GRAM-UJEMNYCH

Streszczenie: Konkurencja bakteryjna, zdefiniowana jako lokalne oddzialywania, moze doprowadzi¢ do koegzystencji konkurentow,
samoorganizacji spolecznosci bakteryjnej lub rozkltadu dominacji gatunkéw w niszach ekologicznych. Bakterie wyksztalcily wiele mecha-
nizméw komunikacji i konkurencyjnoséci. Dyskryminacja krewniacza pozwala gatunkom na rozréznienie komérek krewniaczych od nie-
spokrewnionych w $rodowisku bytowania. System sekrecji typu Vb oraz VI (SSTVb i TSSVI) odgrywaja istotna role w tym zjawisku. System
inhibicji wzrostu zaleznej od kontaktu, odkryty w Escherichia coli, wykorzystuje biatka CdiB/CdiA przynalezne do SSTVb, opisywane
réwniez jako dwu-partnerski system sekrecji, do inhibicji wzrostu niespokrewnionych szczepow i wymaga kontaktu komdrek. Obecnosé
wewnatrzkomorkowej, malej proteiny immunoprotekeyjnej (Cdil) chroni komoérki E. coli przed autoinhibicja. Inny system konkurencji
bakteryjnej, poczatkowo opisany w procesie nodulacji Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii, angazuje system sekrecji typu VI. Struktura
TSSVI jest bardziej skomplikowana i zawiera w sobie szereg bialek homologicznych do ogonka bakteriofagdw i bialek membranowych
budujacych rdzen aparatury (bialka Tss). Cze$¢ bialek wchodzacych w sktad TSSVI opisano jako biatka akcesoryjne (biatka Tag). Waznymi
dla funkcjonowania TSSVI sg heksamery Hep (haemolysin coregulated protein) oraz biatka VgrG (valine-glycine repeat G), ktére odrywaja
podwdjna role: biatek chaperonowych dla sekrecji toksyn i/lub wlasciwych toksycznych efektoréw. Pomimo znacznych réznic w budowie,
oba przedstawione systemy wykazuja homologiczng funkcje w zjawisku konkurencji i reguluja interakcje spotecznosci bakteryjnych

1.Wstep. 2. Inhibicja wzrostu zalezna od kontaktu. 2.1. Budowa biatkowej aparatury systemu CDI. 2.2. Efektory systemu CDI. 3. System
sekrecji typu VI. 3.1. Budowa systemu sekrecji typu VI. 3.2. Efektory system sekrecji typu VI. 4. Przynaleznos$¢ do systemu polimorficz-
nych toksyn. 5. Znaczenie systemow w biologii drobnoustrojéw. 6. Podsumowanie
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1. Introduction

Bacteria exist in the environment in the form of
complex communities, inside which numerous interac-
tions are observed — from cooperation to competition
for living space and access to nutrients [43, 83, 102].

The best-known example of the coexistence of micro-
organisms is the biofilm. It is a complex structure in
which the cells are surrounded by a matrix consisting
mainly of polysaccharides, proteins and DNA. The bio-
film matrix is a protective barrier — it slows down the
diffusion of antibiotics, protects against physical fac-
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tors and ensures adequate humidity of the cells’ living
environment [97]. A biofilm community may consist
of both bacteria belonging to one species and agglo-
merates which combine organisms belonging to many
species [84, 119]. In addition, biofilms can be created
by prokaryotic and eukaryotic microorganisms [14, 13].

The phenomenon of Quorum Sensing (QS) should
be mentioned as a kind of behaviour classified as coope-
ration. It is the ability of bacteria to “communicate”
through signal chemical molecules (autoinducers). An
increase in the concentration of autoinducers, in res-
ponse to the growing population of microorganisms in
the biofilm, triggers the activation of appropriate signal-
ling pathways, which is the basis for bacterial coloniza-
tion of subsequent biotic and abiotic surfaces 74, 97].

Bacteria, like higher organisms, constantly compete
with each other and, according to research, competi-
tion among them occurs more often than cooperation
[34]. In an unfavourable environment where access to
nutrients is hindered, microorganisms use numerous
mechanisms to secures an advantageous position for
themselves [102]. Bacterial competition may be rela-
ted to the phenomenon of kin discrimination, because
the cooperation of the bacterial population is desirable
between related cells [63]. The term kin discrimination
describes the ability of bacteria to distinguish cells of
an unrelated strain from those belonging to the same
or very closely related strain and induce changes in the
functioning of an unrelated organism [109], such as
swarming growth inhibition [4] or inhibition of growth
[10]. Kin discrimination combined with bacterial com-
petition is an interesting mechanism which requires
contact between cells through specialized proteins
building two systems of secretion: contact-dependent
growth inhibition (CDI) and type VI secretion system
(TVISS). This phenomenon is based on the elimina-
tion of unrelated strains, i.e. ones sensitive to protein
toxins transported by the systems mentioned above
directly into the cell [63, 116]. Several other examples
of interactions between bacterial cells are mentioned in
the literature, for which direct contact is an important
factor, among others: C-signalling in Myxococcus xan-
thus or single-stranded DNA transport with the rela-
xase enzyme bonded covalently at the 5’-end through
a Type IV secretion system [21, 52].

2. Contact-dependent growth inhibition

The term contact-dependent growth inhibition
(CDI) was presented by Aoki etal. in 2005 [10]. It refers
to the phenomenon exhibited by the strain Escherichia
coli EC93, which is characterized by the ability to inhibit
the growth of other E. coli strains in liquid culture. This
phenomenon is conditioned by the operation of gene
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expression products of the cdiBAI operon [10]. The
CdiA and CdiB proteins belong to the type Vb secretion
system (TVDbSS), also referred to as the two-partner
secretion system (TPS) [107, 117]. The Gram-negative
bacteria secretion system classified as a V-type system
consists of five sub-classes: types from Va to Ve. Prote-
ins belonging to these subclasses are structurally simi-
lar to each other, all of them have a protein transport
channel with a 8-barrel structure[107].

The genes of the cdiBAI operon in the E. coli EC93
strain are expressed in a constitutive way. This system
operates with high efficiency - a single cell of the domi-
nant strain is capable of the reversible inhibition of the
growth of even hundreds of unrelated strain cells loca-
ted in its environment [10, 12]. The cdiBAI operon, after
being introduced into the laboratory strain of E. coli
K-12, changes the CDI- phenotype to CDI + [10].

2.1. Structure o CDI machinery

The first of the proteins encoded by the cdiBAI ope-
ron (CdiB) is an extracellular protein of about 64.5 kDa.
It adopts the structure of a 3-barrel, and its function
is to secret and present at the CdiA exoprotein on the
surface of the cell which attacks bacteria. The antibac-
terial toxin is the CdiA protein. It is a protein of about
319kDa. At its carboxyl-terminus the CdiA protein
possesses a domain which constitutes the toxin pro-
per — the CdiA-CT region (C-terminal CdiA) [11]. The
amino-terminus of the protein synthesized by various
strains of E. coli, with a length of about 2,800 amino
acids, has a high degree of phylogenetic similarity, while
the CdiA-CT region (approx. 250-350 amino acids) is
diverse from strain to strain [7]. The CdiA-CT toxin
most often exhibits nucleolytic activity. This regions are
separated from each other by the conservative VE(NN)
motif. The Cdil immunoprotein conditions the pro-
tection against auto-inhibition. It recognizes the CdiA
toxin specific for itself and inhibits its action by binding
toit [11, 42]. In the studies carried by Tana et al. (2015)
the structure of the Cdil protein of Neisseria meningiti-
dis MC58 strain was presented. This protein has a struc-
ture which is homologous to the RNA binding proteins
belonging to the Whirly family. It was also suggested
that the immunoprotective activity of the Cdil protein
may result from restricting the access of the CdiA toxin
— EndoU ribonuclease — to the RNA molecule [103].
Research results indicate that the formation of a bond
between CdiA and Cdil proteins is stabilized by various
mechanisms: by f-augmentation, in the course of which
the toxin extends the f-hairpins domain to form an
antiparallel 3-sheet with the fragment of the immuno-
protective protein [72, 73] or complementarity resulting
from shape and charge [72].
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The CdiB protein allows for the introduction of theCdiA1l toxin into the
attacked cell. If the toxin is recognized by the Cdil' immunoprotective
protein, its inactivation follows, which indicates cell kinship. In the absence
of kinship, the Cdil* immunoprotein is unable to bind the toxin and growth
is inhibited. At the same time, the formation of a complex between the
CdiA'and Cdil proteins provides the cell with autoimmunoprotection.

The CDI system used by E. coli strains came to be
called the E. coli - type CDI. A generalized flowchart
of this system is presented in Figure 1. Identical or very
similar systems can also be found in other pathogenic
strains. Among others, the Dickeya dadantii 3937 strain
[8] and the Enterobacter cloacae and N. meningitidis [46].
species can be mentioned. Also, the genus Pseudomonas
possesses a gene operon in its genome, responsible for
inhibiting growth conditioned by E. coli - type system.
In a study by Mercy etal. (2016) on the model strain
Pseudomonas aeruginosa PAOL, it was observed that this
system plays a role in the process of adhesion, biofilm
formation and competition. The uniqueness of the CDI
system in microorganisms of the Pseudomonas genus
results from the variability of the motifs separating the
amino and carboxyl terminal ends of the toxic CdiA
protein. The bioinformatics analysis indicated that it is
possible to distinguish five classes of this motif: WVHN,
VE(NN), LYVT, DAMYV and NEALV [71].

The CDI system characteristic for the genera Burk-
holderia, Ralstonia and Cupriavidus has been termed
a Burkholderia — type CDI. The genus Burkholderia has
an operon in its genome consisting of bcpAIOB genes
[77]. In addition to the CDI-specific proteins (BcpA-
-CdiA, BcpB-CdiB and BcepI-Cdil), this operon enco-
des a small additional BcpO lipoprotein. Its function
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has not been fully explained but it is required for secre-
tion of the BcpA toxin by the Burkholderia thailandensis
E264 strain. An additional difference is the occurrence
of the NxxLYN motif instead of VE(NN) in the BcpA
toxin, and the toxin itself has RNase activity [6, 53].

Another type of a CDI system is the one present in
Xenorhabdus doucetiae, called the cdiBCAI-type. The
in silico comparative analysis indicates that such an
operon often occurs among environmental bacteria.
The gene cdiC, characteristic of this type, encodes
a homologue of the C protein (belonging to acetyltrans-
ferases) functioning as a toxin activator. The cdiBCAI
operon encodes the CdiA toxin in which a conservative
VE(NN) motif occurs [78].

It should be noted that in the genomes of bacteria
that have an E. coli - type CDI system, repeated sequen-
ces called orphan fragments often occur. They encode
CdiA-CT toxins and Cdil protective polypeptides, and
their function and importance have not been explained.
A hypothesis has been postulated whereby they can
constitute a substitute “arsenal” activated under specific
conditions. It refers, in particular to cdil genes, as their
nucleotide sequences seem to encode fully functional
proteins [11].

2.2. Effectors of CDI system

The effectors of the CDI system are characterized
by a diversified mechanism of antibacterial activity. In
the case of the E. coli strain EC93, CdiA most proba-
bly exhibits the ability to create pores in the cell wall
of the attacked bacteria [47]. In turn, other bacteria
produce CdiA-CT toxins, which generally possess
nucleolytic activity [118]. A more detailed analysis of
the region responsible for toxicity indicates that it can
be divided into two parts: a carboxyl terminus, which
is a nucleolytic enzyme - a toxin that becomes severed
before translocation — and an amino terminus playing
a key role in nuclease transport [111, 117]. The CdiA-
-CT toxin synthesized by E.cloacae degrades ribo-
somal RNA [18]. In contrast, the toxin described for
the E. coli 536 strain (UPEC536) is a tRNAse which
requires activation by the presence of Oacetylserine A
(CysK) sulfahydralase. This is the first known toxin
for whose activity an additional factor is required [30].
More recent research findings show that the activity
of CDI toxins can also be regulated by other factors.
An example could be CdiA synthesized by the E. coli
strain EC869. This strain produces CdiA with tRNase
activity, for whose activation the Elongation Factor Ts
(EF-Ts) is necessary. In addition, this toxin binds to the
Elongation Factor Tu (EF-Tu). It is a GTP-dependent
tRNase, which, as the authors point out, suggests that
tRNA is degraded by the above toxin only in the pre-
sence of the GTP + EF-Tu-tRNA complex [47]. Batot



TYPE VB AND VI SECRETION SYSTEMS AS COMPETITION AGENTS OF GRAM-NEGATIVE BACTERIA

etal. (2017) presented the crystal structure of the CdiA
toxin complex and the immunoprotective protein deri-
ved from Yersinia kristensenii. The toxin produced by
the above bacterium was qualified as part of the RNaz
A superfamily [16]. Meanwhile, CdiA synthesized by
Xenorhabdus doucetiae is an Mg** — dependent DNase
[78]. Also the CdiAs described in D. dadantii [111] and
the toxin CdiA-CTOo,, synthesised by the E. coli strain
EC869 [72] are DNases. In the latter case, we deal with
DNase dependent on Zn** [72].

The mechanism of action of the CDI system is
based on the ability of the CdiA protein to extend over
a distance of several hundred A, and then become
bound to the target cell by interacting with its extracel-
lular receptor. The earliest studies have shown that this
receptor is the BamA protein (also known as YaeT or
Omp85) [9]. AcrB, which is part of the inner membrane
and component of the efflux pump which guarantees
multidrug resistance, is also involved in the transport
of toxins [9]. Transport of the toxin through the outer
membrane of the cell occurs freely, whereas its trans-
location into the cytoplasm requires energy supply
[85]. It has been shown that the inhibitory activity of
the E. coli CDI system is directed only towards stra-
ins belonging to the species E. coli which are unable
to block the toxin action by the Cdil protein (unre-
lated strains). Meanwhile, interspecific competition is
not conditioned by this mechanism. An E. coli strain
EC93 does not cause growth-inhibiting effects on other
y-proteobacteria, including: Salmonella enterica serovar
Typhimurium, Citrobacter freundii or Proteus mirabi-
lis. This may result from polymorphisms occurring in
the 6th and 7th extracellular BamA receptor loop [89].
Interestingly, CDI proteins also mediate in BamA-inde-
pendent aggregation of E. coli cells. This is the result
of the interaction between homologous CdiA prote-
ins, because the expression of this protein is necessary
for cell aggregation [88]. Recent studies have shown
that the CdiA proteins of E. coli strains can be divided
into three classes which have an affinity for various
surface receptors: 1) the first class is CdiA proteins
homologous to those which are synthesized by E. coli
EC93, and which use the BamA protein as the receptor,
2) the second class includes proteins which recognize
the heteromeric OmpC-OmpF porins as the receptor,
3) the third class effectors include the CdiA proteins
recognizing the Tsx nucleoside transporter. Specificity
to recognized receptors is determined by the CdiA
region of about 300 amino acids, located between the
regions of the FHI-1 and FHI-2 peptide repetitions.
This region is characterized by similarity in the range
of 24-27% between particular classes and has a conser-
vative central element FHI-1 [19, 87]. A very unusual
CdiA-CT transport system has been described for
the E. coli 536 strain, in which the N-terminus in the
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CdiA-CT domain interacts with the pilus [17]. It was
also shown that in the genus Burkholderia, loops 6th
and 7th in the BamA receptor differ significantly com-
pared to E. coli, and the possible receptor in this system
is a lipopolysaccharide (LPS) [53].

3. Type VI secretion system

The type VI secretion system (TVISS) is a protein
apparatus responsible for the secretion of protein toxins
by Gram-negative bacteria [95]. According to Records
(2011), the first information about this system comes
from the 1970s, when Roest et al. identified in the
genome of Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii a set of
genes responsible for inhibiting the ability to effectively
grow nodules on pea roots. The term imp (impaired in
nodulation) was used for these genes. Their nucleic acid
sequence did not show homology to any genes known
at that time. In 2003, the analysis of the supernatant
from a R. leguminosarum culture allowed to conclude
that the imp] gene is necessary for the secretion of the
RbsB protein of about 27 kDa with amino acid signal
sequences at its amino-terminus. Soon after, similar
observations were made for other organisms, including
Vibrio cholerae and P. aeruginosa as well as Edwardsiella
tarda, a bacteria pathogenic for fish [82].

3.1. Structure of type VI secretion system

The type VI secretion system is characterized by
a more complex structure compared to the type V
secretion system [40]. The operon encoding the TVISS
apparatus may consist of a different number of genes
depending on the species. The basic set of proteins,
referred to as the core component, is encoded by
thirteen genes. These proteins are necessary to create
a functional system. In addition to the core component,
the TVISS operon is often equipped with additional
genes encoding accessory proteins, which can perform
three basic functions: 1) they are components essential
for the proper synthesis of the TVISS secretory device,
2) they are regulatory components — acting at the trans-
criptional or posttranscriptional stage — regulating gene
expression or TVISS activity and 3) are TVISS effectors
or immunoprotective proteins [29, 123].

The proteins forming the TVISS core are termed Tss
(Type six secretion), while for the accessory subunits
the term Tag (Type six associated gene) is used [90].
The core component genes (tssA-M) are found in the
genomes of 25% of all known Gram-negative bacteria,
with particular emphasis on proteobacteria. TVISS
gene loci can create additional phylogenetic sub-clas-
ses. A cluster was found in the genomes of the pro-
teobacteria (T'VIS'), a cluster distinctive for the genus



364

tssB

tssJ tssK tssL  tssM tssA A

tssC
vipB

DAWID GMITER, GRZEGORZ CZERWONKA, WIESLAW KACA

tssD
hep

tssH tssl

tssE clpV vgrG

tssF  tssG

DD B[ >DD D DD D

Membrane complex

Bacteriophage tail-like structure

<€

>

Core Component of Type VI Secretion System

Fig. 2. Cluster of 13 genes being part of the core component of the type VI secretion system

Francisella (TVISY) and Bacterioidetes (TVIS™). The
tssE, tssG, tss] and tssH genes do not have homologues
in TVIS", whereas in TVIS™ there occur no equivalents
of tssA, tss], tssM i tssL. The cluster TVIS' has been cha-
racterised the best [55]. The tssA-M genes are further
divided into the following groups: the first one (tssA-I)
encodes proteins that form a structure similar to the
tail of a bacteriophage, together with a structure that
resembles a basal plate. It is responsible for introducing
the effector into the attacked cell. The second group are
proteins encoded by tssI-M genes which build the basic
membrane complex [20, 123] (Fig. 2).

One of the components of the TVISS apparatus inc-
luded in the structure resembling a bacteriophage tail is
the TssD protein, also referred to as Hcp (Haemolysin
coregulated protein). This protein was first described
in 1996, and the lack of signal sequences in its struc-
ture allowed for proposing a new mechanism of pro-
tein secretion [20, 82]. The secretion of the Hcp protein
depends on other proteins encoded by TVISS genes.
The Hcp protein forms a hexametric structure in the
shape of a ring with the inner diameter of 4.0 nm (40A)
and the outer diameter equal to 8.5 nm (85A) [82]. Hep
hexameters have the ability to create nanotube-like
structures, through which TVISS effector proteins are
delivered to the interior of the targeted cell. The nano-
tube is also an important chaperone protein for TVISS
effectors, providing protection against degradation [90].

Hcp proteins are a means of transport for toxins
and at the same time are secreted into the interior of
the targeted cell themselves. Thanks to this, in many
cases they show additional biological functions [79,
82], among others they may constitute effector proteins
[90]. Nanotubes consisting of hexameters are structu-
rally similar to the main proteins in the tail of A bacte-
riophage, and their internal and external diameters are
almost identical to the tail tube of the T4 phage. Hcp
also show similarity of the amino acid sequence to the
gene product 19 (gp 19) of the T4 phage [58]. Gp19
proteins polymerize to form a channel through which
the bacteriophage supplies its DNA to the interior of
the bacterial cell [24]. Similarly, the internal ring of Hcp
hexameters binds TVISS effector proteins [114].

As mentioned above, the Hcp proteins are not only
the element that builds the TVISS apparatus but are

also secreted by all bacteria possessing TVISS inside
the attacked cell [80]. On the one hand, Hcp proteins
perform only the function of receptors and chapero-
nes for toxic products of operons. This mechanism is
observed, among others, in the case of P aeruginosa
and Hcp proteins encoded by genes located within the
first HSI genomic island. P. aeruginosa has three such
islands whose genes code for secreted Hcp proteins
(Hcp secretion island I, HSI-I) and allow the secre-
tion of at least three toxic effector proteins referred to
as Tsel-3 (Type VI Secretion Export 1-3) [100]. On
the other hand, many bacteria, e.g. those belonging to
the Enterobacteriaceae family, have in their genome
genes encoding Hcps with C-terminal Extension Toxins
(Hcp-ET). Such types of toxins are called “evolved” Hcp
and are assigned, among others, to the activity of DNase
or phospholipase [64].

The type VI secretion system also engages structures
with high similarity to the structures characteristic for
bacteriophage tails, such as gp18 proteins, which form
protect for gp19 proteins. By shrinking, these proteins
allow for the protrusion of the tail tube and introduction
of the phage DNA into the cell of the attacked bacteria
[24]. The type VI secretion structures, having a high
resemblance to the theca of the phage tail, are structures
created by the VipA and VipB proteins (TssB and TssC)
[101]. The structure created from VipA/B proteins has
a diameter of 10 nm (100A), which makes it possible for
the Hcp nanotubes to hide in it [82]. The VipA/B struc-
ture allows the Hcp nanotubes to penetrate through the
membrane of the attacked cell. The VipA/VipB struc-
ture undergoes decomposition with the participation
of the ClpV protein (encoded by the tssH gene). This
protein exhibits the AAA + ATPase function (ATPase
Associated with Diverse Cellular Activities) [23, 15]. As
indicated by Broms etal. (2013), interactions between
the VipA and VipB proteins enabling the creation of
a functional theca for the Hep nanotubes play a key role
in the activity of the type VI secretion system [23].

Another important element of the type VI secretion
system being a component of a structure resembling
a bacteriophage tail is the TssI protein, also called VgrG
(Valine-glycine repeat G). Its domains are similar to
those of the gp27 and gp5 proteins which build the
centre of the T4 phage tail base plate [15]. The VgrG
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protein is the end of the Hep nanotube and enables wall
penetration for the bacterium invading the cell [98].
The VgrG domain similar to the gp5 protein has a rigid
and p-twisted helical structure, forming a needle-like
element [41]. In many cases, it was observed that onto
the VgrG “needle” an additional protein possessing
a PAAR domain, which is a toxic effector, may be
anchored [99, 41, 22, 28]. In this case, we refer to VgrG,
which are the chaperones of the proper TVISS effectors
[80]. In addition, as in the case of Hcp, the “evolved”
VgrG with the toxic domain at the C-terminus was
isolated [80]. An example of “evolved” VgrG are two
proteins synthesized by the Agrobacterium tumefaciens
C58 strain which controls the secretion of two toxic
effectors with DNase activity (Type VI DNase Effectors,
Tde): Tdel and Tde2 with high specificity [22].

Additional elements forming the base plate which
occurs in the apparatus of the type VI secretion system
are TssEFG proteins. These proteins are recruited by
the TssK protein into the TssJLM membrane complex
[75]. The membrane complex is evolutionarily similar
to the subcomplex associated with the type IVb secre-
tion system (TIVDSS) and consists of three conserved
domains: the lipoprotein membrane Tss] as well as the
TssL and TssM proteins anchored in the cell wall [76].
The biogenesis of the TVISS apparatus begins with the
formation of the membrane complex TssJLM [75]. The
TssM protein is an ATPase belonging to the IcmF family
(Intraellular Multiplication Protein F). The Walker A
motive which is present in this protein, is vital in the
process of ATP hydrolysis by TssM, which provides the
energy for the interactions of the Hcp protein with TssL
(this protein belongs to the ImcH/DotU family) and its
secretion [67].

Similarly, as in the case of CD], also the activity of
effectors of the type VI secretion system is inhibited
by immunoprotective proteins. An example may be
furnished by the Tse2 effector used by P aeruginosa
described above. This effector acts as an inhibitor of
cell proliferation, and its activity is inhibited by the
highly stable binding of the Tsi2 immunoprotective
protein (Type VI Secretion Immunity 2) [61]. The pre-
sence of the pair: toxin/immunoprotective protein has
also been established in species such as V. cholerae [31,
51], P. mirabilis [4] or Pseudomonas protegens [115].
A schematic representation of the TVISS apparatus is
presented in Figure 3.

3.2. Effectors of type VI secretion system

The variety of the TVISS effectors is much greater
than in the case of the CDI system. The effectors can be
divided into those which are a mechanism of bacterial
competition, and the ones which influence eukaryotic
organisms [2, 29]. In addition, the effectors transpor-
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A VipA/VipB Effector
VorG protein

Membrane
complex

Fig. 3. Diagram of the structure of the type VI secretion
system apparatus

Hcp and VgrG proteins form a structure similar to the bacteriophage tail,

which through VipA/VipB structure contractions can be translocated

inside another cell. An additional effector protein may be attached to the
VgrG protein.

ted by this system are described as specialized effectors
— already described “evolved” Hcp and VgrG, as well
as such effectors that interact directly with Hcp and/or
VgrG, often through the PAAR domain (cargo effec-
tors) [35 ]. On account of the mechanism of action,
four major classes of effectors and immunoprotective
proteins which inhibit them have been described:
1) effectors Tae with amidase activity (Type VI admi-
dase effectors) and Tai immunoprotein (Type VI ami-
dase immunity), 2) effectors Tge with glucose hydrolase
activity (Type VI glycoside hydrolase effectors) together
with Tgi immunoproteins (Type VI glycoside hydrolase
immunity) - the target for the activity of both groups is
peptidoglycan, 3) effectors with lipase activity (Type VI
lipase effectors, Tle), which hydrolyse phospholipids in
the cell membrane, along with protective proteins Tli
(Type VI lipase immunite), 4) and effectors Tde with
DNase activity (Type VI DNase effectors) and their Tdi
immunoprotein (Type VI DNase immunity) [35].
One of the toxins which belongs to the Tae group
is the above-mentioned Tsel effector encoded in the
P, aeruginosa genome within the first island coding Hcp
proteins which undergo secretion. Tsel is an amidase
which specifically recognizes the y-D-glutamyl-meso-
2,6-diaminopimelic acid (D-Glu-mDAP). The active
site of Tsel is easily accessible and the enzyme exhibits
in vitro activity. In in vivo research has shown that this
enzyme is more active against Gram-negative bacteria
than Gram-positive bacteria [91, 27]. Subsequent toxins
which belong to the Tae group, whose enzymatic activity
is directed towards peptidoglycan — Ssp1 and Ssp2 pro-
teins, are produced by the opportunistic human patho-
gen Serratia marcescens. Both proteins are inhibited by
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immunoprotective proteins encoded by rap genes loca-
ted in the environment of genes coding the toxins [32].

The activity of another group of TVISS effectors,
Tge, was demonstrated on the example of a strain
belonging to the P, protegens species [115]. Antibacterial
effect of this type of effector may occur in the case of
P, protegens i.e. towards Pseudomonas putida. In addi-
tion, the structure of the effector complex with its speci-
fic immunoprotective protein obtained by NMR shows,
that the enzymatic activity is inhibited by binding the
immunoprotein to the active location [115]. Also the
previously mentioned Tse3 toxin belongs to the group
of Tge toxins and shows mureidase activity [91].

Examples of toxins included in the Tle can be enzy-
mes belonging to the PLA and PLA ,with phospho-
lipase A, and A, activity, respectively. The Tle toxins
are widespread amongst pathogenic bacteria. A fur-
ther example of such an effector is PIdA synthesized
by P. aeruginosa. This protein is the effector of the type
VI secretion system, whose components are coded on
the second island of secreted Hcp proteins [92]. Entero-
aggregating E. coli strains can synthesize the Tlel toxin
with phospholipase activity of type A and A, which
is an effector used in competition with other bacteria.
The activity of the Tlel effector is inhibited by the Tlil
immunoprotein, through the formation of complexes
ata 1:1 ratio. The transport of Tlel is possible through
protein interactions with the C-terminus of VgrGl,
which has a domain similar to transthyretin [33].

The effectors belonging to Tde were first described
by Ma etal. (2014) on the example of the A. tumefa-
ciens strain C58 [66]. This effector exhibits DNase
activity and ensures that A. tumefaciens strains have an
advantage in both intra- and interspecific competition.
Nucleolytic activity is due to the presence of the HxxD
motif and is inhibited by a specific immunoprotective
protein called Tdi. In addition, the above toxin is cha-
racterized by the lack of significant homology to other
bacterial DNases [66].

The toxin secreted by TVISS, which does not belong
to any of the above groups, is the Tne2 toxin with the acti-
vity of NADase (Type VI NADase effector). This toxin
is one of the two which is synthesized by the strain P, prote-
gens, the first one is RhsA which exhibits nucleolytic acti-
vity. A specific immunoprotective protein corresponds
to the Tne2. Significantly, the genes encoding toxins with
NADase activity are widespread amongst both Gram-
-negative bacteria and Gram-positive bacteria. In the
second case, the secretion of toxins takes place with the
participation of the type VII secretion system (T VIISS),
which is specific for Gram-positive bacteria [104].

Another example of TVISS effectors is RHS (Rear-
rangement hotspot) toxins. These toxins are widely
distributed among Gram-negative bacteria. The genes
which encode them can be found in the genomes of
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such species like E.coli, P.mirabilis, P.aeruginosa,
S. marcescens and others. [56, 54, 65]. Similarly to the
CdiA protein, also RHS toxins consist of the conserved
N-terminus, which consists of YD repeats defining the
presented group of effectors, and the C-terminus con-
stituting the toxic domain. There occurs a conservative
PxxxxDPxGL motif between these regions. The toxic
activity of the C-terminus domain is inhibited by a spe-
cific immunoprotective protein [54]. Studies conduc-
ted by Alcoforado Diniza etal. (2015) on the example
of S. marcescens indicate that RHS toxins are the main
effectors of the secretion system conditioning intra-spe-
cific bacterial competition. S. marcescens Db10 can syn-
thesize at least two toxins belonging to the RHS group
(Rhsl and Rhs2). The Rhs2 protein is a DNase, whereas
in the case of Rhsl the presence of a toxic domain with
an unknown mechanism of action has been demon-
strated [1]. RHS proteins very often also have a PAAR
domain, which allows for the recognition of toxins by
the type VI secretion system, its binding to VgrG and
translocation to the inside of the attacked cell [65].
One of the factors controlling the operation of TVISS
is Quorum Sensing [101]. On the example of the B. thai
landensis, it has been demonstrated that the strains
having a mutation in the receptors of QS auto-indu-
cers, exhibit reduced expression of TVISS effectors and
immunoprotective proteins, resulting in the arrest of
their proliferation during cell culture cultivation in the
presence of parental strains possessing a fully functional
QS system [68]. In the case of V. cholerae C6706 TVISS
it remains under the control of QS and the global regu-
lator TsrA — mutations in the tsrA and luxO genes cause
increased expression of the genes encoding structural
elements of the TVISS apparatus. This effect is depen-
dent on the HapR regulator, which binds to the promo-
ter region of genes encoding TVISS components [122].
Interestingly, QS can regulate the expression of
various copies of clusters coding TVISS to various
degrees, which takes place also in the case of P. aerugi-
nosa PAOL1. This strain has three clusters of TVISS (H1-
3) genes. The H1 cluster codes the previously described
Tsel-3 toxins [48]. As shown, H2 cluster genes undergo
increased expression (regulated by the QS systems of
the Las and Rhl type) during the transition from the
logarithmic phase of growth to the stationary phase.
In addition, the inhibition of the expression of the H2
cluster is effected in the presence of iron ions [96].
The results of previous studies using the P. aeruginosa
PA 14 strain show, that the three H1-3 clusters encoding
TVISS are also regulated by QS, but in a different way.
In the case of PA14, the expression of H1 is suppressed,
whereas the expression of H2 and H3 is increased as
a result of the action of the LasR regulators and the
MviR transcription regulator [60]. The PAO1 and PA14
strains differ in the number of the copies of genes enco-
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ding TVISS elements [60], and the specific organiza-
tion of the H2 cluster is a characteristic feature of the
PA14 strain [48]. It is worth mentioning that individual
copies of P. aeruginosa also remain under the control of
the RsmA and AmrZ global regulators [3].

Different regulation of two different clusters of
TVISS genes by QS is also observed in the case of Vibrio
parahaemolyticus. This species has clusters called
TVISS1 (VP1386-1414) and TVISS2 (VPA1024-1046).
The expression of TVISS1 is inhibited and of TVISS2
induced by OpaR - a regulator dependent on popu-
lation density [110]. The research results of Zhang
etal. (2011) show, that TVISS can also be regulated by
environmental conditions. On the example of Yersi-
nia pseudotuberculosis, which has 4 clusters of TVISS
genes in its genome, their different thermoregulation
was demonstrated, whereas only the expression of the
TVISS4 cluster was positively regulated at 26°C. In
addition, there was elevated expression of this cluster
in response to the action of YpsI and YtbI homoserine
lactones synthases. Such conclusions were based on the
use of strains bearing the deletion of the genes enco-
ding the above synthases, whereas the effect of deleting
the ypsI gene was stronger compared to the ytbl gene
deletion [121]. The type VI secretion system controlled
by homoserine lactones, has also been described in the
case of the strain Aeromonas hydrophila SSU [50].

The factor conditioning cross-species competition
based on TVISS may be the growth environment, which
was presented on the example of experiments with
a strain of P, aeruginosa in competition with a strain
of A. tumefaciens. In laboratory conditions, the domi-
nant strain was P. aeruginosa, whereas in the conditions
imitating the natural environment A. tumefaciens domi-
nated [49]. The type VI secretion system is also regu-
lated by the very presence of competitors. Studies by
Lazzaro etal. (2017) show that the S. marcescens Db10
strain adjusts the level of TVISS genes expression to
the potential of competitors. Expression is intensified
in the presence of strong competitors and silenced in
a situation of a relative balance between competitors [57].

Interesting research results were also presented by
Weber etal. (2009). Using the example of the Vibrio
anguillarum strain NB10, they showed that TVISS pro-
teins can indirectly regulate the expression of EmpA and
PrtV proteases, which resulted from a direct, positive
effect on the expression of the stress response regulator
- RpoS - and the QT - VanT system regulator [112].

4. Membership to polymorphic toxins system
The type Vb and type VI secretion systems, deter-

mining the competition requiring contact, can be attri-
buted to the so-called polymorphic toxin systems (PTS)
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— arelatively recently isolated group of protein antibac-
terial toxins. The following factors determine whether
a given toxin belongs to PTS:

Homologous structure: toxins belonging to PTS
consist of two parts: the amino-terminus and the carbo-
xyl-terminus, which constitutes the toxin proper. Both
fragments are separated from each other by a conserva-
tive amino acid motif. The amino-terminus is the frag-
ment with a high degree of phylogenetic similarity, and
often plays a role in the transport of the toxic region,
which is strongly varied between particular species, but
also between strains.

The presence of protein constituting an immuno-
protein: this protein inhibits the toxin, thereby pro-
tecting the cell from autoinhibition, but also from the
toxin introduced by another cell belonging to the same
species/strain. The immunoprotein is an inhibitor only
for the toxin specific to itself. The interspecific diversity
of protective proteins, corresponds to the diversity of
toxins [120, 46].

The group of polymorphic toxins includes CdiA
toxins, as well as some effectors secreted by the type
VI secretion system — RHS and evolved Hcp/VgrG.
Another example of PTS are the products of maf
(multiple adhesin family) genes presented in the
genus Neisseria [46]. Maf genes are found within the
pathogenicity island of IHT-G ( Island of Horizon-
tally Transferred DNA-G). It has been demonstrated
that the mafB gene encodes a functionally active toxin.
This toxin possesses EndoU ribonuclease activity. The
gene placed directly behind mafB - mafl — encodes
an immunoprotective protein. The MafB toxin is spe-
cific to the genus Neisseria. A characteristic feature
of this system is that the MafB protein has a globu-
lar structure. An additional mafA gene encoding for
the lipoprotein embedded in the outer membrane, is
often found upstream of the gene encoding the MafB
toxin. Its function has not yet been determined. The
nucleotide sequence of this gene has no similarity to
the nucleotide sequences of the genes of other secretion
systems [44,45]. Similarly, for the genus Myxobacteria
a cluster of genes coding toxins from the PTS group has
been described. These are toxins transported between
cells by means of exchange through the outer mem-
brane (Outer Membrane Exchange, OME). The cluster
was named sitBAI. The SitA protein is a polymorphic
toxin whose activity is inhibited by Sitl. SitB acts as
a supporting protein, and plays a significant role in the
functioning of SitA. The toxic domain of SitA protein
is located at the C-terminus of the protein [108]. Poly-
morphic toxins may also show a “distance” effect, i.e.
they are secreted into bacteria’s environment and dif-
fuse in it. Few bacteriocins can be mentioned here: coli-
cins and soluble pyocins (Soluble pyocins, S-pyocins)
(120, 46] (Fig. 4).
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Fig. 4. Polymorphic toxin systems

The effectors of the CDI and TVISS system belong to the group of polymorphic toxins, which are characterized by homologous structure and the pres-

ence of an immunoprotective protein in cells. For the operation of CDI and TVISS effectors, direct contact of cells is required, and the exchange takes

place using the secretion apparatus of these systems. Although the toxins encoded by the sitBAI operon are also exchanged as a result of cell contact,

secretion occurs according to the Outer Membrane Exchange mechanism. Bacteriocins are released into the environment. The mechanism of secreting
toxins from the Maf family is unknown.

5. Role of the systems in bacterial biology

The E. coli strain EC93 uses the CDI system effec-
tively, as a mechanism which ensures its advantage in
intra-species competition. This strain is the main iso-
late from rat faeces [10]. It is suggested that the CDI
system is used to eliminate competing cells. However,
this only applies to related strains [89] and it has not
been demonstrated that CDI is important in interspe-
cific competition. On the example of B. thailandensis,
it has been observed that competition and kin discri-
mination conditioned by the CDI system, regulates the
biofilm structure [7]. Studies also show that CDI can
shape the biofilm structure independently of growth
inhibition processes [37, 88], by inducing cells aggre-
gation which express genes encoding identical CdiA
proteins [88]. It has also been shown that the BcpA
protein determines cell operations [37], and the bcpA-
IOB gene cluster is a cellular communication media-
tor [38]. Similar observations have been made on the
example of P. aeruginosa, a bacterium which has two
copies of genes encoding CDI system proteins. Altho-
ugh studies have shown, that the expression of none of
them is related to the first stages of biofilm biogenesis,
as in the case of Escherichia and Burkholderia, they are
nonetheless important in bacterial competition, as they

allow for excluding unrelated strains, as demonstrated
on the model of deletion strains competing with a wild
strain. Importantly, the research on CDI in the case
of P aeruginosa showed for the first time, that this
system is an important virulence factor in the processes
of respiratory infection [70]. The question about the
role of CDI in bacterial biology still remains unanswe-
red. Recent studies using the E. coli strain EC93 indicate
the importance of the cdiBAI cluster in the stabiliza-
tion of the genetic element — the conjugative plasmid.
The plasmid, which in natural conditions disappeared
after the occurrence of approx. 50 cell divisions, was
maintained in 60% of cells from the EC93 strain popu-
lation for twice as long after the incorporation of the
cdiBAI genes into it [86].

Numerous reports indicate, that TVISS is an ele-
ment of bacterial competition, both intra — and inter-
specific [92, 26, 106, 2, 81, 62]. The fact that TVISS
effectively delivers toxic effectors between cells of dif-
ferent strains, may result from the fact that unlike CDI,
this system does not require a surface receptor to trans-
locate toxins. Using fluorescence microscopy, Gerc et al.
(2015) studied the dynamics of the biosynthesis of the
TVISS apparatus on the example of S. marcescens Db10.
The results of these experiments showed, that an attack
with the use of TVISS does not require prior induction
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with cellular contact [39]. Such observations indicate
the essence of TVISS in competition for the ecological
niche colonization. However, it is important to bear in
mind that the use of TVISS comes at a high cost for
the cell, which means that it becomes more sensitive
to attack from competing cells [59].

Like CDI, TVISS is not just a simple competition
system but also plays an important role in the socio-
-biology of bacteria and in the phenomenon of kin
discrimination. Studies using mathematical models in
combination with in vitro experiments indicate, that
bacterial competition based on TVISS largely shapes
the interaction of cells and may be an important mecha-
nism that indirectly - through the elimination of unre-
lated strains — leads to the development of the interac-
tion of related cells [69]. The type VI secretion system
is also involved in the formation and maturation of bac-
terial biofilm and in the communication between cells
in the biofilm, as illustrated by the example of P, fluo-
rescens MFEO1 [36] and in the case of the Acidovorax
citrulli strain xjl12, where it has been observed that the
presence and functions of genes encoding TVISS core
affect biofilm formation [105].

An interesting example of kin discrimination
conditioned by TVISS is the Dienes phenomenon of
P. mirabilis strains [113]. This phenomenon consists
in the creation of a macroscopic borderline, called
a demarcation line, between unrelated strains of P. mira-
bilis during the swarming movement. The recognition
of the kin between strains results from the TVISS-
-dependent exchange of the IdsD protein encoded by
the idsABCDEF operon. This protein, after penetration
into the cytoplasm, is able to form complexes with IdsE,
which provides information about the kinship of stra-
ins. Unrelated strains — those for which the IdsDE com-
plex is not created, compete with each other [25, 93].
One possible effector of the competition is the proteins,
coded by the idrABCDE operon, which are also trans-
ported by the TVISS apparatus [113, 94]. The Ids and
Idr proteins are an example of non-canonical TVISS
effectors, which suggests a wide range of TVISS acti-
vity. As has been proven, in competition between the
P. mirabilis strains forming the demarcation lines also
Primary hcp-vgrG Effector operon (Pef) is involved,
whose activity is inhibited by a specific immunoprotec-
tive protein [4, 5]. This suggests, that the Dienes pheno-
menon is most likely to be conditioned by many inde-
pendent mechanisms.

6. Conclusions
The contact-dependent growth inhibition system

(CDI) and the type VI secretion system (TVISS), deter-
mine the bacterial competition and the phenomenon
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of kin discrimination amongst Gram-negative bacteria.
Importantly, despite the numerous structural similari-
ties and homologous biological function, the molecular
mechanisms of the two systems is clearly different. It is
also puzzling, that these two systems belong to a group
of polymorphic toxins, which appear to be evolutiona-
rily related. The wide occurrence of both systems, the
presence of many types of toxic effectors and immu-
noproteins specific to them, but also the fact that indi-
vidual species and even strains exhibit the expression
(under strict control of many factors) of both systems
suggests that the above mechanisms play a huge role
in the socio-biology of bacteria. So far, the research
has focused mainly on explaining the mechanisms of
CDI and TVISS activity, and the question about their
significance for population still remains unanswered.
An interesting direction seems to be the research aimed
at clarifying the hierarchy of the action and potential of
both systems in arrangements using large populations,
going beyond the previously studied mutant-parent
strain or two competing strains/species systems. This
direction fits in the recently growing interest in the
bacterial population understood as a closely depen-
dent “cell community”. There is also a possibility of the
practical application of the knowledge gained from the
study of the above relationships, i.e., in the design of
new methods of detecting and differentiating micro-
organisms and methods of their eradication, which
could replace antibiotics of ever diminishing efficacy.
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SYSTEMY SEKRECJI TYPU VB ORAZ VI JAKO CZYNNIKI
KONKURENC]I BAKTERII GRAM-UJEMNYCH

Dawid Gmiter*, Grzegorz Czerwonka, Wieslaw Kaca

Zaklad Mikrobiologii, Instytut Biologii, Uniwersytet Jana Kochanowskiego w Kielcach

Wplyneto w kwietniu, zaakceptowano w sierpniu 2018 r.

Streszczenie: Konkurencja bakteryjna, zdefiniowana jako lokalne oddzialywania, moze doprowadzi¢ do koegzystencji konkurentéw,
samoorganizacji spotecznosci bakteryjnej lub rozktadu dominacji gatunkéw w niszach ekologicznych. Bakterie wyksztalcily wiele mecha-
nizméw komunikacji i konkurencyjnosci. Dyskryminacja krewniacza pozwala gatunkom na rozrdznienie komorek krewniaczych od
niespokrewnionych w srodowisku bytowania. System sekrecji typu Vb oraz VI (SSTVb i SSTVI) odgrywaja istotng role w tym zjawisku.
System inhibicji wzrostu zaleznej od kontaktu, odkryty w Escherichia coli, wykorzystuje biatka CdiB/CdiA przynalezne do SSTVb, opisywane
réwniez jako dwu-partnerski system sekrecji, do inhibicji wzrostu niespokrewnionych szczepéw i wymaga kontaktu komoérek. Obecnoéé
wewngtrzkomorkowej, malej proteiny immunoprotekcyjnej (Cdil) chroni komorki E. coli przed autoinhibicjg. Inny system konkurencji
bakteryjnej, poczatkowo opisany w procesie nodulacji Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii, angazuje system sekrecji typu VI. Struktura
SSTVT jest bardziej skomplikowana i zawiera w sobie szereg biatek homologicznych do ogonka bakteriofagéw i bialek membranowych
budujacych rdzen aparatury (biatka Tss). Czes¢ biatek wchodzacych w sktad SSTVT opisano jako biatka akcesoryjne (biatka Tag). Waznymi
dla funkcjonowania SSTVI sg heksamery Hep (haemolysin coregulated protein) oraz biatka VgrG (valine-glycine repeat G), ktére odrywaja
podwdjna role: bialek chaperonowych dla sekrecji toksyn i/lub wlasciwych toksycznych efektoréw. Pomimo znacznych réznic w budowie,
oba przedstawione systemy wykazuja homologiczng funkcje w zjawisku konkurencji i reguluja interakcje spotecznosci bakteryjnych.

1. Wstep. 2. Inhibicja wzrostu zalezna od kontaktu. 2.1. Budowa biatkowej aparatury systemu CDI. 2.2. Efektory systemu CDI. 3. System
sekrecji typu VI. 3.1. Budowa systemu sekrecji typu VI. 3.2. Efektory system sekrecji typu VI. 4. Przynalezno$¢ do systemu polimorficznych
toksyn. 5. Znaczenie systemow konkurencji w biologii bakterii. 6. Podsumowanie

TYPE VB AND VI SECRETION SYSTEMS AS COMPETITION AGENTS
OF GRAM-NEGATIVE BACTERIA

Abstract: Bacterial competition, defined as a local neighbour interaction, can lead to competitors’ coexistence, bacterial community
self-organization or rearrangement of species dominance structure in ecological niches. Bacteria developed many mechanisms to
communicate and compete. Kin discrimination mechanisms in bacterial populations allow species to distinguish a friend from a foe
in bacterial environment. Type Vb and VI secretion systems (TVIbSS and TVISS) play a crucial role in this phenomenon. A contact-
dependent growth inhibition (CDI), primarily found in Escherichia coli strains, utilizes CdiB/CdiA protein of type Vb secretion system,
described also as two-partner secretion (TPS) system, to inhibit growth of non-kin strains, where cell contact is required. Presence of
an intracellular small immunity protein (Cdil) protects E. coli cells from autoinhibition. Other bacterial competition system, involved
mainly in the nodulation process of Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii strain, engages type VI secretion system. The structure of
TVISS is more complicated and comprises a series of proteins with structural homology to bacteriophage tail proteins and membrane
proteins, which build the core of the system (Tss proteins). Other proteins of the TVISS have been described as associated proteins
(Tag proteins). Important proteins for TVISS are also haemolysin coregulated protein (Hcp), which has a hexameric, tubular structure,
and VgrG protein (valine-glycine repeat G). VgrG plays a dual role in the process: is a chaperone protein in the secretion of effector toxin
or/and is secreted as a toxin itself. Despite the structural differences between these secretion systems, they both show functional homology
in the competition phenomenon and govern the social life of bacterial community.

1. Introduction. 2. Contact-dependent growth inhibition. 2.1. Structure of the CDI system. 2.2. Effectors of the CDI system. 3. Type
VI secretion system. 3.1. Structure of the type VI secretion system. 3.2. Effectors of the type VI secretion system. 4. Members of the
polymorphic toxin system. 5. Role of the competition systems in bacterial biology. 6. Conclusions

Stowa kluczowe: inhibicja wzrostu zalezna od kontaktu, konkurencja bakteryjna, system sekrecji typy Vb, system sekrecji typu VI

Keywords:

contact-dependent growth inhibition, bacterial competition, type Vb secretion system, type VI secretion system

1. Wstep

Bakterie bytuja w srodowisku w postaci ztozonych
spolecznosci, wewnatrz ktdrych obserwowane sg liczne
interakcje — poczawszy od wspdlpracy, a konczac na
konkurencji o przestrzen zyciowa i dostep do skltadni-
kow pokarmowych [43, 83, 102]. Najlepiej poznanym
przykladem wspdlistnienia mikroorganizmow jest bio-

film. Jest to skomplikowana struktura, w ktorej komorki
otoczone s3 macierzg sktadajacg sie gtéwnie z polisacha-
rydow, biatek i DNA. Macierz biofilmu stanowi bariere
ochronng - spowalnia dyfuzje antybiotykéw, chroni
przed czynnikami fizycznymi oraz zapewnia odpowied-
nig wilgotnos¢ srodowiska zycia komorek [97]. Na spo-
tecznos¢ biofilmu mogg skfada¢ si¢ zar6wno bakterie
nalezgce do jednego gatunku, jak i aglomeraty skupia-

* Autor korespondencyjny: Dawid Gmiter, Zaktad Mikrobiologii, Instytut Biologii, Wydzial Matematyczno-Przyrodniczy, Uniwersytet
Jana Kochanowskiego w Kielcach, ul. Swigtokrzyska 15, 25-406 Kielce; tel: 41 349 61 22; e-mail: gmiterd@gmail.com
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jace organizmy nalezace do wielu gatunkow [84, 119].
Ponadto, biofilm moze by¢ tworzony przez mikroorga-
nizmy prokariotyczne i eukariotyczne [13, 14].

Jako zachowanie zaliczane do kooperacji wymie-
ni¢ nalezy zjawisko tzw. ,wyczuwania kworum’, czyli
Quorum Sensing (QS). Jest to zdolnos¢ ,komuni-
kowania si¢” bakterii poprzez sygnalowe czasteczki
chemiczne (autoinduktory). Wzrost stezenia autoin-
duktoréw, w odpowiedzi na rozrastajaca si¢ populacje
drobnoustrojéw w biofilmie, powoduje uruchomienie
odpowiednich szlakéw sygnalizacyjnych, co stanowi
podstawe dla kolonizacji przez bakterie kolejnych
powierzchni biotycznych i abiotycznych [74, 97].

Bakterie, podobnie jak organizmy wyzsze, stale ze
sobg konkuruja i jak wskazuja badania, konkurencja
wystepuje wsrod nich czesciej niz kooperacja [34].
W niekorzystnym dla siebie srodowisku, gdzie dostep
do skladnikéw pokarmowych jest utrudniony, drobno-
ustroje wykorzystuja liczne mechanizmy majace zapew-
ni¢ im przewage [102]. Konkurencja bakteryjna powia-
zane moze byc¢ ze zjawiskiem dyskryminacji krewniaczej
(kin discrimination), poniewaz kooperacja populacji
bakteryjnej jest pozadana pomiedzy komoérkami spo-
krewnionymi [63]. Termin dyskryminacja krewniacza
okresla zdolnos¢ bakterii do odrdéznienia komorek
szczepu niespokrewnionego od tych nalezgcych do tego
samego, lub bardzo blisko spokrewnionego, szczepu
i wywotania zmian w funkcjonowaniu niespokrew-
nionego organizmu [109], takich jak zahamowanie
wzrostu rozpelztego [4] lub inhibicja wzrostu [10].
Ciekawym mechanizmem jest dyskryminacji krewnia-
czej polaczona z konkurencjg bakteryjng wymagajaca
kontaktu komoérek poprzez wyspecjalizowane biatka
budujace dwa systemy sekrecji: system inhibicji wzro-
stu zaleznej od kontaktu (Contact-Dependent Growth
Inhibition, CDI) oraz system sekrecji typu VI (Type VI
Secretion System, TVISS). Zjawisko to opiera si¢ na
eliminacji szczepow niespokrewnionych, tj. wrazliwych
na biatkowe toksyny transportowane przez powyzsze
systemy bezposrednio do wnetrza komorki [63, 116].
W literaturze wymienia si¢ kilka innych przykladéw
oddzialywan pomiedzy komdrkami bakteryjnymi, dla
ktérych waznym czynnikiem jest ich bezposredni kon-
takt, m.in.: C-sygnalizacja u Myxococcus xanthus lub
transport jednoniciowego DNA z enzymem relaksaza
zwigzanego kowalencyjnie na koncu 5” poprzez system
sekrecji typu IV [21, 52].

2. Inhibicja wzrostu zalezna od kontaktu

Termin inhibicja wzrostu zalezna od kontaktu (CDI)
zostal przedstawiony przez Aokiego i wsp. w 2005 roku
[10]. Odnosi si¢ on do fenomenu wykazywanego przez
szczep Escherichia coli EC93, ktory charakteryzuje si¢
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zdolnoscig do zahamowania wzrostu innych szczepéw
E. coli w hodowli ptynnej. Zjawisko to warunkowane jest
dzialaniem produktéw ekspresji genéw operonu cdi-
BAI [10]. Biatka CdiA oraz CdiB naleza do podklasy b
systemu sekrecji typu V (Type Vb Secretion System,
TVDSS), okreslanej rowniez jako dwu-partnerski sys-
tem sekrecji (Two-Partner secreation System, TPS) [107,
117]. System sekrecji bakterii Gram-ujemnych klasyfi-
kowany jako system typu V sklada si¢ z pigciu podklas:
typy od Va do Ve. Bialka nalezace do tych podklas s do
siebie strukturalnie podobne, wszystkie posiadajg bial-
kowy kanat transportujacy o strukturze S-barytki [107].

Geny operonu cdiBAI szczepu E. coli EC93 ulegaja
ekspresji w sposéb konstytutywny. System ten dziala
z wysoka wydajnoscia — pojedyncza komérka dominuja-
cego szczepu jest zdolna do odwracalnego zahamowania
wzrostu nawet setek komorek szczepow niespokrewnio-
nych znajdujacych si¢ w jej otoczeniu [10, 12]. Operon
cdiBAI, po wprowadzeniu do laboratoryjnego szczepu
E. coli K-12, zmienia fenotyp CDI- na CDI+ [10].

2.1 Budowa bialkowej aparatury systemu CDI

Pierwsze z biatek kodowanych przez operon (CdiB)
jest zewnatrzkomodrkowa proteing o wielkosci ok.
64,5kDa. Przyjmuje ono strukture S-barylki, a jego
funkcja jest sekrecja i prezentowanie egzoproteiny CdiA
na powierzchni komorki atakujagcej bakterii. Toksyna
antybakteryjna jest biatko CdiA. Jest to biatko wielkosci
ok. 319 kDa. Bialko CdiA posiada na swoim koncu
karboksylowym domene stanowiaca wlasciwg toksyne
- region CdiA-CT (C-terminal CdiA) [11]. Koniec
aminowy biatka syntetyzowanego przez rézne szczepy
E. coli, o diugosci ok. 2800 aminokwaséw, wykazuje
wysoki stopien podobienstwa filogenetycznego, nato-
miast region CdiA-CT (ok. 250-350 aminokwaséw)
jest zroznicowany pomiedzy szczepami [7]. Toksyna
CdiA-CT wykazuje najczesciej aktywnos¢ nukleoli-
tyczna. Region aminowy i karboksylowy oddzielone
sg od siebie konserwatywnym motywem VE(NN).
Immunoproteina Cdil warunkuje ochrone przed
autoinhibicja. Rozpoznaje ona specyficzng dla siebie
toksyne CdiA i wigzac si¢ do niej, hamuje jej dzialanie
[11,42]. W badaniach Tana i wsp. przedstawiono struk-
ture biatka Cdil szczepu Neisseria meningitidis MC58.
Bialko to posiada strukture homologiczng do biatek
wigzacych RNA nalezacych do rodziny Whirly. Zasu-
gerowano rowniez, ze dzialanie immunoprotekcyjne
biatka Cdil moze wynikac z ograniczenia dostgpu tok-
syny CdiA - rybonukleazy EndoU - do czasteczki RNA
[103]. Wyniki badan wskazuja, ze wiazanie si¢ ze soba
bialek CdiA oraz Cdil stabilizowane jest przez rézne
mechanizmy: m.in. przez -augmentacje, w przebiegu
ktorej toksyna wydluza domene -spinki by utworzy¢
antyréwnolegla f-harmonijke z fragmentem biatka
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immunoprotekcyjnego [72, 73] lub komplementarnos¢
wynikajgcg z ksztattu i fadunku [72].

System CDI wykorzystywany przez szczepy E. coli
nazwano systemem typu E. coli (E. coli — type CDI).
Uogolniony schemat dzialania tego systemu zostal
przedstawiony na rycinie 1. Identyczne lub bardzo
podobne systemy wystepuja rowniez w innych szcze-
pach patogennych. Miedzy innymi wymie¢ mozna
szczep Dickeya dadantii 3937 [8] oraz gatunki Entero-
bacter cloacae i N. meningitidis [46]. Rowniez rodzaj
Pseudomonas posiada w swoim genomie operon gendw
odpowiadajacy za zahamowanie wzrostu uwarunko-
wane kontaktem typu E. coli. W badaniach Mercyego
i wsp. na modelowym szczepie Pseudomonas aerugi-
nosa PAO1 zaobserwowano, ze system ten odgrywa
role w procesie adhezji, tworzeniu biofilmu oraz kon-
kurencji. Unikalnos¢ systemu CDI mikroorganizmoéw
rodzaju Pseudomonas wynika ze zmienno$ci moty-
wow oddzielajacych konce aminowy i karboksylowy
toksycznego biatka CdiA. Analiza bioinformatyczna
wykazala, Ze mozliwe jest wyodrebnienie pieciu klas
tego motywu: WVHN, VE(NN), LYVT, DAMYV oraz
NEALV [71].

System CDI charakterystyczny dla rodzajow Burk-
holderia, Ralstonia oraz Cupriavidus zostal nazwany
terminem CDI typu Burkholderia (Burkholderia - type
CDI). Rodzaj Burkholderia posiada w genomie operon
sktadajacy si¢ z genéw bepAIOB [77]. Poza biatkami
typowymi dla CDI (BcpA - CdiA, BepB - CdiB oraz
Bcepl - Cdil), operon ten koduje dodatkowa, malg lipo-
proteine BcpO. Jej funkcja nie zostata w pelni wyjas-
niona, jednak jest ona wymagana do sekrecji tok-
syny BcpA przez szczep Burkholderia thailandensis
E264. Dodatkowg rdznicg jest wystepowanie motywu
NxxLYN zamiast VE(NN) w toksynie BcpA, a sama
toksyna posiada aktywnos$¢ RNazy [6, 53].

Innym typem systemu CDI jest ten obecny u bak-
terii Xenorhabdus doucetiae, nazwany typem cdiBCAI
(cdiBCAI-type). Analiza poréwnawcza in silico wska-
zuje, ze taki operon czg¢sto wystepuje wsrdd bakterii
srodowiskowych. Charakterystyczny dla tego typu gen
cdiC koduje homolog biatka C (nalezacego do acety-
lotransferaz) pelnigcego funkcje aktywatora toksyny.
Operon cdiBCAI koduje toksyne CdiA, w ktdrej wyste-
puje konserwatywny motyw VE(NN) [78].

Nalezy odnotowaé fakt, ze w genomach bakterii
posiadajacych system CDI typu E. coli czesto wystepuja
powtarzajace si¢ sekwencje nazwane fragmentami sie-
rocymi (orphan). Kodujg one toksyny CdiA-CT oraz
protekcyjne polipeptydy Cdil, a ich funkcja i znaczenie
nie zostaly wyjasnione. Postulowana jest hipoteza, ze
moga stanowic ,,arsenal” zastepczy aktywowany w spe-
cyficznych warunkach. Dotyczy to w szczegdlnosci
genéw cdil, gdyz ich sekwencje nukleotydowe wydaja
sie kodowa¢ w pelni funkcjonale biatka [11].
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Ryc. 1. Schemat dziatania systemu CDI typu E. coli

Bialko CdiB umozliwia wprowadzenie toksyny CdiA' do wnetrza komdrki

atakowanej. Tam, jesli toksyna rozpoznana zostanie przez bialko immu-

noprotekcyjne Cdil', nastepuje jej inaktywacja, co $wiadczy o pokre-

wienstwie komorek. W przypadku braku pokrewienstwa, immunopro-

teina Cdil® nie jest w stanie zwigza¢ toksyny i dochodzi do zahamowania

wzrostu. Réwnoczeénie, powstanie kompleksu pomiedzy biatkami CdiA!
oraz Cdil' zapewnia komorce autoimmunoprotekcje.

2.2. Efektory systemu CDI

Efektory systemu CDI charakteryzuja si¢ zrozni-
cowanym mechanizmem aktywnos$ci antybakteryj-
nej. W przypadku szczepu E. coli EC93, CdiA naj-
prawdopodobniej wykazuje zdolno$¢ do tworzenia
poréw w $cianie komdrkowej atakowanej bakterii [47].
Z kolei inne bakterie produkujg toksyny CdiA-CT,
ktore najczesciej posiadaja aktywno$¢ nukleolityczng
[118]. Dokladniejsza analiza regionu odpowiedzial-
nego za toksycznos$¢ wskazuje, ze mozna go podzieli¢
na dwie czesci: koniec karboksylowy, bedacy enzymem
nukleolitycznym - toksyna, ktéra ulega ,odcieciu”
przed translokacjg — oraz koniec aminowy grajacy klu-
czowg role w transporcie nukleazy [111, 117]. Toksyna
CdiA-CT syntetyzowana przez E.cloacae degraduje
rybosomalny RNA [18]. Natomiast toksyna opisana
dla szczepu E. coli 536 (UPEC536) jest tRNaza, ktora
wymaga aktywacji poprzez obecnos$¢ sulfahydralazy
O-acetylseryny A (CysK). Jest to pierwsza poznana
toksyna, do aktywnosci ktorej wymagany jest dodat-
kowy czynnik [30]. Nowsze wyniki badan pokazuja,
ze aktywno$¢ toksyn CDI moze by¢ réowniez regulo-
wana innymi czynnikami. Przyktadem moze by¢ CdiA
syntetyzowana przez szczep E. coli EC869. Szczep ten
produkuje CdiA o aktywnosci tRNazy, dla aktywacji
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ktdrej niezbedny jest czynnik elongacyjny Ts (Elonga-
tion Factor Ts, EF-Ts). Ponadto, toksyna ta wigze si¢ do
czynnika elongacyjnego Tu (EF-Tu). Jest ona tRNaza
GTP-zalezng, co jak wskazujg autorzy, sugeruje, ze
tRNA jest degradowany przez powyzsza toksyne jedy-
nie w obecnosci kompleksu GTP+EF-Tu-tRNA [47].
Batot i wsp. zaprezentowali strukture krysztalu kom-
pleksu toksyny CdiA oraz bialka immunoprotekcyj-
nego pochodzacego ze Yersinia kristensenii. Toksyne
produkowang przez powyzsza bakterie zakwalifi-
kowano do superrodziny RNaz A [16]. Tymczasem
CdiA syntetyzowana przez Xenorhabdus doucetiae jest
Mg**-zalezng DNazg [78]. Rowniez CdiA opisane
u D. dadantii [111] oraz toksyna CdiA-CTOo , syntety-
zowana przez szczep E. coli EC869 [72] s3 DNazami.
W tym drugim przypadku mamy do czynienia z DNaza
zalezng od Zn?** [72].

Mechanizm dziatania systemu CDI polega na zdol-
nosci biatka CdiA do wydtuzenia si¢ na odlegtos¢ kilku-
set A, a nastepnie zwigzaniu sie do atakowanej komorki
przez oddzialywanie z jej zewnatrzkomérkowym recep-
torem. Najwcze$niejsze badania wykazaly, ze recepto-
rem takim jest biatko BamA (znane réwniez jako YaeT
lub Omp85) [9]. W transporcie toksyny uczestniczy
réwniez AcrB, ktore jest elementem blony wewnetrz-
nej i skfadnikiem pompy ,efflux” gwarantujacej wielo-
lekoopornos¢ [9]. Transport toksyny poprzez blone
zewnetrzng komorki zachodzi swobodnie, natomiast
jej translokacja do cytoplazmy wymaga dostarczenia
energii [85]. Wykazano, ze aktywnosci inhibicyjna
systemu CDI E. coli skierowana jest jedynie wzgledem
szczepow nalezacych do gatunku E. coli, ktore nie s3
w stanie zablokowa¢ dzialania toksyny przez biatko
Cdil (szczepy niespokrewnione). Tymczasem konku-
rencja miedzygatunkowa nie jest uwarunkowana tym
mechanizmem. Szczep E. coli EC93 nie wywoluje efektu
hamujacego wzrost wzgledem innych y-proteobakerii,
w tym m.in.: Salmonella enterica serowar Typhimu-
rium, Citrobacter freundii lub Proteus mirabilis. Moze
to wynika¢ z polimorfizméw wystepujacych w 6
i 7 zewnatrzkomorkowej petli receptora BamA [89]. Co
interesujace, biatka CDI posrednicza réwniez w nieza-
leznej od BamA agregacji komorek E. coli. Wynika to
z oddzialywan pomiedzy homologicznymi biatkami
CdiA, poniewaz do agregacji komoérek niezbedna jest
ekspresja tego bialka [88]. W najnowszych badaniach
wykazano, ze biatka CdiA szczepéw E.coli mozna
podzieli¢ na 3 klasy, ktore charakteryzuja si¢ powino-
wactwem do réznych powierzchniowych receptorow:
1) klasa pierwsza to biatka CdiA homologiczne do tych,
ktore sa syntetyzowane przez E. coli EC93, a ktdre jako
receptor wykorzystujg biatko BamA, 2) do klasy drugiej
zaliczy¢ mozna bialka, ktdre jako receptor rozpoznaja
heteromeryczne poryny OmpC-OmpE 3) do efekto-
row klasy trzeciej zalicza si¢ biatka CdiA rozpoznajace
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transporter nukleozydow Tsx. Specyficznos¢ wzgle-
dem rozpoznawanych receptorow jest determinowana
przez region CdiA dtugosci ok. 300 aminokwaséw zlo-
kalizowany pomiedzy regionami powtorzen peptydo-
wych FHI-1 oraz FHI-2. Region ten charakteryzuje sie
podobienstwem w 24-27% pomiedzy poszczegélnymi
klasami oraz posiada konserwatywny centralny ele-
ment FHI-1 [19, 87]. Bardzo nietypowy system trans-
portu CdiA-CT zostal opisany dla szczepu E. coli 536,
w przypadku ktérego koniec N w domenie CdiA-CT
oddzialuje z fimbrig plciowa F [17]. Wykazano réw-
niez, ze w rodzaju Burkholderia petle 6 i 7 w biatkowym
receptorze BamA rdznig si¢ znaczagco w poréwnaniu
do E. coli, a mozliwym receptorem w tym systemie jest
lipopolisacharyd (LPS) [53].

3. System sekrecji typu VI

System sekrecji typu VI (SSTVI) jest biatkowa apa-
raturg odpowiedzialng za sekrecje toksyn biatkowych
przez bakterie Gram-ujemne [95]. Jak podaje Records
(2011), pierwsze informacje dotyczace tego systemu
pochodza z lat 70., kiedy to Roest wraz ze wsp. ziden-
tyfikowali w genomie Rhizobium leguminosarum bv.
Trifolii zesp6t gendw odpowiadajacych za zahamowanie
zdolnosci do efektywnego powstawania brodawek na
korzeniach grochu. Geny te okreslono terminem imp
(impaired in nodulation). Ich sekwencje nukleotydowe
nie wykazywaty homologii do znanych w tamtym okre-
sie genow. W roku 2003 analiza supernatantu z hodowli
R. leguminosarum pozwolila wysnu¢ wniosek, ze gen
imp] jest niezbedny do sekrecji biatka RbsB - proteiny
wielkosci 27 kDa posiadajacej aminokwasowe sekwen-
cje sygnalowe na swoim koncu aminowym. Wkrétce
potem podobne obserwacje poczyniono dla innych
organizmow, m.in. Vibrio cholerae i P. aeruginosa oraz
patogennej dla ryb bakterii Edwardsiella tarda [82].

3.1. Budowa systemu sekrecji typu VI

System sekrecji typu VI charakteryzuje si¢ bardziej
zlozong budowyg w poréwnaniu do systemu sekrecji
typu V [40]. Operon kodujacy aparat sekrecji SSTVI
w zaleznoséci od gatunku moze sklada¢ sie z réznej
liczby genow. Podstawowy zestaw biatek, okreslany jako
komponent rdzeniowe, kodowany jest przez trzynascie
gendéw. Bialka te sa wymagane do powstania funkcjo-
nalnego systemu. Poza komponentem rdzeniowym,
operon SSTVI czesto wyposazony jest w dodatkowe
geny kodujace biatka pomocnicze, ktére moge petni¢
3 podstawowe funkgje: 1) sg skfadnikami niezbednymi
do wlasciwej syntezy aparatu sekrecyjnego SSTVI, 2) sa
skladnikami regulujacymi - dzialajagcymi na etapie
transkrypcji lub posttranskrypcyjnie — ekspresje genow
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lub aktywnos¢ SSTVI oraz 3) sg efektorami SSTVI lub
biatkami immunoprotekcyjnymi [29, 123].

Biatka tworzace gtéwny rdzen (core) SSTVI okresla
sie terminem Tss (Type six secretion), natomiast dla
podjednostek akcesoryjnych wykorzystano termin Tag
(Type six associated gene) [90]. Geny komponentu
rdzeniowego (TssA-M) odnajduje si¢ w genomach 25%
wszystkich znanych bakterii Gram-ujemnych, ze szcze-
gélnym uwzglednieniem proteobakterii. Loci genéw
SSTVI moga tworzy¢ dodatkowe filogenetyczne sub-
-klasy. Wyodrebniono klaster wystepujacy w genomach
proteobakterii (TVIS'), klaster charakterystyczny dla
rodzaju Francisella (TVIS") oraz typu Bacterioidetes
(TVIS™). Geny tssE, tssG, tss] i tssH nie posiadajg ho-
mologow w TVIS", natomiast w TVIS™ nie wystepuja
odpowiedniki tssA, tss], tssM i tssL. Najlepiej scharak-
teryzowanym jest klaster typu TVIS'[55]. Geny tssA-M
dodatkowo dzieli si¢ na nastepujace grupy: pierwsza
(tssA-I) koduje biatka tworzace strukture podobng do
ogonka bakteriofaga wraz ze struktura przypominajaca
plytke podstawna. Odpowiada ona za wprowadzenie
efektora do zaatakowanej komorki. Druga grupa sa
biatka kodowane przez geny tssI-M, te budujg podsta-
wowy kompleks blonowy [20, 123] (Ryc. 2).

Jedna ze sktadowych aparatury SSTVI wchodzacych
w sklad struktury przypominajgcej ogonek bakteriofaga
jest bialko TssD okreslane réwniez jako Hcp (Haemo-
lysin coregulated protein). Biatko to zostalo opisane po
raz pierwszy w 1996 roku, a brak sekwencji sygnato-
wych w jego strukturze pozwolil na zaproponowanie
nowego mechanizmu sekrecji protein [20, 82]. Sekrecja
biatka Hcp zalezna jest od pozostatych bialek kodo-
wanych przez geny SSTVI. Biatko Hcp tworzy heksa-
metryczng strukture przyjmujaca pierscien o $rednicy
wewnetrznej rownej 4,0 nm oraz zewnetrznej rownej
8,5nm [82]. Heksametry Hcp posiadaja zdolnos¢
do tworzenia struktur przypominajacych nanotuby,
poprzez ktdre biatka efektorowe SSTVI dostarczane
s3 do wnetrza atakowanej komorki. Nanotuba stanowi
réwniez wazne biatko opiekuncze dla efektoréw SSTVI,
zapewniajac ochrone przed degradacja [90].

Biatka Hcp stanowig $rodek transportu toksyn i jed-
noczesnie same ulegajg sekrecji do wnetrza atakowanej
komorki. Dzieki temu w wielu przypadkach wykazujg
dodatkowe funkcje biologiczne [79, 82], m.in. moga
stanowi¢ bialka efektorowe [90]. Nanotuby sktadajace
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sie z heksametrow sa strukturalnie podobne do gléw-
nych bialek ogonka bakteriofaga A, a ich wewnetrzne
i zewnetrze $rednice s3 niemalze identyczne jak tuba
ogonka u faga T4. Hcp wykazujg rowniez podobien-
stwo sekwencji aminokwasowej do produktu genu 19
(gene product 19, gp19) faga T4 [58]. Bialka gp19 poli-
meryzujac tworzg kanal, przez ktéry bakteriofag dostar-
cza swoje DNA do wnetrza komorki bakteryjnej [24].
Podobnie wewnetrzny pierscien heksametréow Hcp
wigze biatka efektorowe SSTVI [114].

Jak wspomniano powyzej, biatka Hep nie stanowia
jedynie elementu budujacego aparat systemu sekrecji
typu VI, ale sg réwniez wydzielane przez wszystkie
bakterie posiadajace SSTVI do wnetrza komorki ata-
kowanej [80]. Z jednej strony biatka Hep pelnia jedynie
funkcje receptoréw i bialek opiekunczych dla toksycz-
nych produktéw operonéw. Taki mechanizm obser-
wowany jest m.in.: w przypadku P. aeruginosa i biatka
Hcp kodowanych przez geny znajdujace sie w obre-
bie pierwszej genomowej wyspy HSI. P aeruginosa
posiada trzy takie wyspy, ktorych geny koduja biatka
Hcp ulegajace sekrecji (Hcp secretion island I, HSI-I)
i umozliwiajg sekrecje przynajmniej trzech toksycznych
bialek efektorowych okreslanych jako Tsel-3 (Type VI
Secretion Exportem 1-3) [100]. Z drugiej strony, wiele
bakterii, np. nalezacych do rodziny Enterobacteriaceae,
posiada w swoim genomie geny kodujace biatka Hcp
bedace w fuzji z toksyczng domena znajdujaca si¢ na
ich koncu C (Hcps with C-terminal Extension Toxins,
Hcp-ET). Takiego typu toksyny nazwano ,evolved”
Hcp (,przedtuzonymi” Hep) i przypisuje im si¢ m.in.:
aktywnos$¢ DNazy lub fosfolipazy [64].

System sekrecji typu VI angazuje réwniez struktury
o duzym podobienstwie do struktur charakterystycz-
nych dla ogonkéw bakteriofagdw takich jak biatka
gp18, ktdre stanowia ostone dla bialek gp19. Bialka te
kurczac sie umozliwiaja wysunigcie si¢ tuby ogonka
i wprowadzenie DNA faga do komorki atakowanej bak-
terii [24]. Strukturami systemu sekrecji typu VI posia-
dajacymi wysokie podobienstwo do ostonki ogonka
fagowego sg struktury tworzone przez biatka VipA
oraz VipB (TssB oraz TssC) [101]. Struktura powstajaca
z bialek VipA/B ma $rednice rzedu 10 nm, co umozli-
wia ukrycie si¢ w niej nanotuby Hcp [82]. Struktura
VipA/B umozliwia nanotubie Hcp przebicie si¢ przez
blone zaatakowanej komorki. Struktura VipA/VipB
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Ryc. 2. Klaster 13 genéw wschodzacych w sklad komponentu rdzeniowego systemu sekrecji typu VI
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ulega rozpadowi z udzialem bialka ClpV (kodowanego
przez gen tssH). Biatko to wykazuje funkcje ATPazy
AAA+ (ATPase Associated with diverse cellular Acti-
vities, ATPaza zwigzana ze zréznicowang aktywnoscig
komorkowsq) [23, 15]. Jak wskazujg Broms wraz ze wsp.
(2013) oddzialywania pomiedzy biatkami VipA oraz
VipB umozliwiajace powstanie funkcjonalnej ostonki
dla nanotuby Hcp odgrywajg kluczows role w aktyw-
nosci systemu sekrecji typu VI [23].

Kolejnym waznym elementem systemu sekrecji
typu VI sktadajacym si¢ na strukture przypominajaca
ogon bakteriofaga jest proteina TssI, nazywana réwniez
VgrG (Valine-glycine repeat G). Posiada ona domeny
podobne do domen biatek gp27 i gp5 budujacych cen-
trum plytki podstawowej ogonka faga T4 [15]. Prote-
ina VgrG stanowi zakonczenie nanotuby Hcp i umoz-
liwia bakterii atakujacej przebicie $ciany komdrkowej
[98]. Domena VgrG podobna do biatka gp5 posiada
sztywng i f-skrecong helikalng strukture, formujaca
element przypominajacy igle [41]. W wielu przypad-
kach zaobserwowano, ze na ,igle” VgrG zakotwiczona
moze by¢ dodatkowa proteina posiadajaca domene
PAAR, bedaca toksycznym efektorem [99, 41, 22, 28].
W takim przypadku mowa jest o VgrG, ktore stano-
wig bialka opiekuncze wlasciwych efektoréw SSTVI
[80]. Dodatkowo, analogicznie jak w przypadku Hcp,
wyodrebniono ,.evolved” VgrG z toksyczna domenag
na koncu C [80]. Przykladem ,evolved” VgrG s3 dwa
biatka syntetyzowane przez szczep Agrobacterium
tumefaciens C58, ktore z duza specyficznoscia kontro-
lujg sekrecje dwdch toksycznych efektorow wykazuja-
cych aktywnos¢ DNazy (Type VI DNase Effectors, Tde):
Tdel oraz Tde2 [22].

Dodatkowymi elementami budujacymi plytke pod-
stawowa wystepujgcg w aparacie systemu sekrecji
typu VI, sa biatka TssEFG. Bialka te rekrutowane sa
przez bialko TssK do kompleksu membranowego
TssJLM [75]. Kompleks membranowy jest ewolucyj-
nie zblizony do subkompleksu zwiazanego z systemem
sekrecji typu IVb i sktada si¢ z trzech konserwatywnych
domen: btonowej lipoproteiny Tss] oraz biatek TssL
i TssM zakotwiczonych w $cianie komdrkowej [76].
Biogeneza aparatury SSTVI rozpoczyna si¢ formowa-
niem kompleksu membranowego TssJLM [75]. Biatko
TssM jest ATPaza nalezaca do rodziny IcmF (Intraellu-
lar Multiplication Protein F). Wystepujacy w tym biatku
motyw Walkera A jest niezbedny w procesie hydrolizy
ATP przez TssM, co zapewnia energie dla oddzialywan
biatka Hep z TssL (biatko to nalezy do rodziny ImcH/
DotU) oraz jego sekrecji [67].

Podobnie jak w przypadku CDI, réwnie aktyw-
nos$¢ efektoréw systemu sekrecji typu VI jest hamo-
wana poprzez biatka immunoprotekcyjne. Przyktadem
moga by¢ opisywany juz powyzej efektor Tse2 wyko-
rzystywany przez P. aeruginosa. Efektor ten dziata jako
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Ryc. 3. Schemat budowy aparatury systemu sekrecji typu VI

Biatka Hep oraz VgrG tworza strukture podobng do ogonka bakteriofaga,

ktora poprzez skurcze struktury VipA/VipB moze zosta¢ translokowana do

wnetrza innej komorki. Do biatka VgrG przylaczone moze by¢ dodatkowe
biatko efektorowe.

inhibitor proliferacji komérek, a jego aktywnos¢ jest
hamowana przez wysoce stabilne wigzanie si¢ biatka
immunoprotekcyjnego Tsi2 (Type VI Secretion Immu-
nity 2) [61]. Obecnos¢ pary toksyna/biatko immuno-
protekcyjne stwierdzono réwniez dla takich gatunkow
jak V. cholerae [31, 51,], P. mirabilis [4] czy Pseudo-
monas protegens [115]. Schematyczne przedstawienie
aparatury SSTVI zaprezentowano na rycinie 3.

3.2. Efektory systemu sekrecji typu VI

Réznorodnos¢ efektorow SST VT jest znacznie wiek-
sza niz w przypadku systemu CDI. Efektory mozna
podzieli¢ na takie, ktore stanowiag mechanizm kon-
kurencji bakteryjnej oraz na wywierajace wptyw na
organizmy eukariotyczne [2, 29]. Dodatkowo efektory
transportowane przez ten system opisuje sie jako efek-
tory wyspecjalizowane (specialized effectors) — opisy-
wane juz ,evolved” Hcp oraz VgrG, a takze takie efek-
tory, ktore oddziatuja bezposrednio z Hep i/lub VgrG,
czesto poprzez domene PAAR (cargo effectors) [35]. Ze
wzgledu na mechanizm dziatania opisano cztery gtéwne
klasy efektorow oraz blokujacych je bialek immuno-
protekcyjnych: 1) efektory o aktywnosci amidazy Tae
(Type VI admidase effectors) oraz immunoproteiny Tai
(Type VI amidase immunity), 2) efektory o aktywnosci
hydrolazy glikozydowej Tge (Type VI glycoside hydro-
lase effectors) wraz z immunoproteinami Tgi (Type VI
glikoside hydrolase immunity) - celem dziatania dla
obu powyzszych grup jest peptydoglikan, 3) efektory
o aktywnosci lipazy Tle (Type VI lipase effectors),
ktore hydrolizujg fosfolipidy w blonie komoérkowej,
wraz z biatkami protekcyjnymi Tli (Type VI lipase
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immunit), 4) oraz efektory o aktywnosci DNazy Tde
(Type VI DNase effectors) oraz ich immunoproteiny
Tdi (Type VI DNase immunity) [35].

Jedna z toksyn nalezacych do grupy Tae jest wspom-
niany powyzej efektor Tsel kodowany w genomie
P aeruginosa w obrebie pierwszej wyspy kodujacej
biatka Hcp ulegajacych sekrecji. Tsel jest amidazg roz-
poznajacg specyficznie kwas y-D-glutamyl-meso-2,6-
diaminopimelinowy (D-Glu-mDAP). Miejsce aktywne
Tsel jest tatwo dostepne i enzym wykazuje dziatanie in
vitro. W badaniach in vivo wykazano, ze enzym ten jest
bardziej aktywny wzgledem bakterii Gram-ujemnych
niz bakterii Gram-dodatnich [91, 27]. Kolejne toksyny
nalezace do grupy Tae, ktérych aktywnos¢ enzyma-
tyczne skierowana jest wobec peptydoglikanu - biatka
Sspl oraz Ssp2, produkowane sg przez oportunistyczny
patogen czlowieka Serratia marcescens. Oba biatka
hamowane sa przez proteiny immunoprotekcyjne
kodowane przez geny rap znajdujgce si¢ w otoczeniu
genow kodujgcych same toksyny [32].

Aktywnos¢ kolejnej z grup efektorow SSTVI, Tge,
wykazano na przykladzie szczepu nalezacego do
gatunku P, protegens [115]. Antybakteryjny efekt tego
typu efektora skierowany moze by¢ w przypadku P. pro-
tegens m.in. wobec Pseudomonas putida. Dodatkowo
struktura kompleksu efektora z wlasciwym dla niego
biatkiem immunoprotekcyjnym otrzymana z wykorzy-
staniem NMR pokazuje, Ze aktywno$¢ enzymatyczna
hamowana jest poprzez wigzanie immunoproteiny do
miejsca aktywnego [115]. Réwniez wspominana wczes-
niej toksyna Tse3 nalezy do grupy toksyn Tge i wyka-
zuje aktywno$¢ mureidazy [91].

Przykladami toksyn zaliczanych do Tle moga by¢
enzymy nalezagce do grup PLA oraz PLA,, kolejno
o aktywnosci fosfolipazy A, oraz A,. Toksyny Tle sg sze-
roko rozpowszechnione wsrdd bakterii patogennych.
Kolejnym przykladem takiego efektora jest PIdA syn-
tetyzowana przez P. aeruginosa. Bialko to jest efektorem
systemu sekrecji typu VI, ktérego sktadowe kodowane
sa na drugiej wyspie biatek Hcp ulegajacych sekrecji
[92]. Enteroagregacyjne szczepy E. coli moga syntetyzo-
wac toksyne Tlel o aktywnosci fosfolipazy typu A, i A,
ktdra stanowi efektor wykorzystywany w konkurencji
z innymi bakteriami. Aktywnos¢ efektora Tlel hamo-
wana jest przez immunoproteing Tlil poprzez tworze-
nie komplekséw w stosunku 1:1. Transport Tlel moz-
liwy jest poprzez interakcje biatka z koncem C VgrGl,
ktére posiada domene podobng do transtyretyny [33].

Efektory nalezace go Tde zostaly po raz pierw-
sze opisane przez Ma i wsp. (2014) na przykladzie
szczepu A. tumefaciens C58 [66]. Efektor ten wykazuje
aktywnos¢ DNazy i zapewnia szczepom A. tumefa-
ciens przewage zarowno w konkurencji wewnatrz-, jak
i miedzygatunkowej. Aktywnos¢ nukleolityczna wynika
z obecnosci motywu HxxD i jest hamowana przez spe-
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cyficzne biatko immunoprotekcyjne, Tdi. Dodatkowo
powyzsza toksyne charakteryzuje brak istotnej homo-
logii do innych bakteryjnych DNaz [66].

Toksyng wydzielang przez SSTVI nie nalezaca do
zadnej z wymienionych wyzej grup jest toksyna Tne2
o aktywnosci NADazy (Type VI NADase effector).
Toksyna ta jest jedng z dwoch syntetyzowanych przez
szczep P, protegens — pierwsza jest RhsA wykazujaca
aktywno$¢ nukleolityczng. Toksynie Tne2 odpowiada
specyficzne biatko immunoprotekcyjne. Co zna-
mienne, geny kodujace toksyny o aktywno$ci NADazy
sg szeroko rozpowszechnione zardwno wérdd bakterii
Gram-ujemnych, jak i wérdod bakterii Gram-dodat-
nich. W drugim przypadku sekrecja toksyn odbywa
sie z udziatem systemu sekrecji typu VII, ktory jest
charakterystyczna dla bakterii Gram-dodatnich [104].

Kolejnym przyktadem efektoréw SSTVI sg toksyny
RHS (Rearrangement hotspot). Toksyny te s3 szeroko
rozpowszechnione wsérdd bakterii Gram-ujemnych.
Geny je kodujace odnalez¢ mozna w genomach takich
gatunkow jak E. coli, P. mirabilis, P. aeruginosa, S. mar-
cescens i in. [56, 54, 65]. Podobnie jak biatko CdiA,
réwniez toksyny RHS skiadajg sie z konserwatyw-
nego konca N, w sktad ktorego wchodzg powtdrzenia
YD definiujace przedstawiong grupe efektorow oraz
konca C stanowigcego domene toksyczng. Pomiedzy
tymi regionami wystepuje konserwatywny motyw
PxxxxDPxGL. Aktywnos¢ toksycznej domeny konca
C hamowana jest przez swoiste biatko immunoprotek-
cyjny [54]. Badania przeprowadzone przez Alcoforado
Diniza i wsp. na przykladzie S. marcescens wskazuja, ze
toksyny RHS stanowia gléwny efektor systemu sekrecji
warunkujacy wewnatrzgatunkowa konkurencje bakte-
ryjna. Serratia marcescens Db10 syntetyzowa¢ moze co
najmniej dwie toksyny nalezace do grupy RHS (Rhsl
oraz Rhs2). Biatko Rhs2 jest DNazg, natomiast w przy-
padku Rhsl wykazano obecno$¢ toksycznej domeny
o nieznanym mechanizmie dzialania [1]. Biatka RHS
bardzo czgsto posiadajg rowniez domene PAAR, ktora
umozliwia rozpoznanie toksyny przez system sekrecji
typu VI, jej zwiazania do VgrG oraz translokacje¢ do
wnetrza komorki atakowanej [65].

Jednym z czynnikéw regulujacych dziatanie SSTVI
jest Quorum Sensing [101]. Na przykladzie B. thai-
landensis wykazano, ze szczepy posiadajace mutacje
w receptorach autoinduktoréw QS wykazuja zmniej-
szong ekspresje efektorow SSTVI oraz bialek immuno-
protekcyjnych, czego rezultatem jest zatrzymanie ich
proliferacji w trakcie hodowli w obecnosci szczepdw
rodzicielskich posiadajacych w pelni funkcjonalny sys-
tem QS [68]. W przypadku V. cholerae C6706 SSTVI
pozostaje pod kontrolg QS oraz globalnego regulatora
TsrA - mutacje w genach tsrA oraz luxO wywoluja
zwigkszong ekspresje gendéw kodujacych elementy
strukturalne aparatury SSTVI. Efekt ten jest zalezny
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od regulatora HapR, ktéry wigze si¢ do regionu pro-
motorowego genéw kodujacych skltadowe SSTVI [122].

Co ciekawe QS moze regulowac ekspresje roznych
kopii klastréw kodujacych SSTVI w réznym stopniu,
co ma miejsce m.in. w przypadku szczepu P, aeruginosa
PAOL. Szczep ten posiada trzy klastry genow SSTVI
(H1-3). Klaster H1 koduje opisane wcze$niej toksyny
Tsel-3 [48]. Jak wykazano, geny klastera H2 ulegaja
zwigkszonej ekspresji (regulowanej systemami QS
typu Las i Rhl) w trakcie przechodzenia z fazy loga-
rytmicznego wzrostu w faze stacjonarng. Dodatkowo
inhibicja ekspresji klastra H2 wywolywana jest w obec-
nosci jondw zelaza [96]. Wyniki wcze$niejszych badan
z zastosowaniem szczepu P aeruginosa PA14 poka-
zuja, ze wystepujace w nim trzy klastry H1-3 kodu-
jace SSTVI réwniez sg regulowane przez QS, jednak
w odmienny sposdéb. W przypadku PA14, ekspresja
H1 ulega supresji, natomiast ekspresja H2 oraz H3 jest
zwiekszona w wyniku dziatania regulatorow LasR oraz
regulatora transkrypcyjnego MvfR [60]. Szczepy PAO1
oraz PA14 réznig si¢ liczba kopii genéw kodujacych
elementy SSTVI [60], a specyficzna organizacja kla-
stra H2 jest cechg charakterystyczng dla szczepu PA14
[48]. Warto nadmieni¢, ze poszczegdlne kopie SSTVI
u P, aeruginosa pozostaja rowniez pod kontrolg global-
nych regulatorow RsmA oraz AmrZ [3].

Odmienna regulacja poprzez QS dwoch réznych
klastréw gendéw SSTVI jest réwniez obserwowana
w przypadku Vibrio parahaemolyticus. Gatunek ten
posiada klastry nazwane SSTVI1 (VP1386-1414) oraz
SSTVI2 (VPA1024-1046). Ekspresja SSTVI1 jest zaha-
mowana a SSTVI2 indukowana przez OpaR - regula-
tor zalezny od gestosci populacji [110]. Wyniki badan
Zhang i wsp. (2011) pokazujg, ze SSTVI moze by¢
regulowany rowniez przez warunki srodowiskowe. Na
przykladzie Yersinia pseudotuberculosis, ktéra posiada
w swoim genomie 4 klastry genéw SSTVI, wykazano
ich r6zng termoregulacje, przy czym jedynie ekspresja
klastera SSTV14 byta pozytywnie regulowana w tempe-
raturze 26°C. Dodatkowo dochodzito do podwyzszonej
ekspresji tego klastra w odpowiedzi na dziatanie syn-
tetaz laktondw homoseryny Ypsl oraz Ytbl. Wnioski
takie wysnuto na podstawie wykorzystania szczepow
noszacych delecje genéw kodujacych powyzsze syn-
tetazy, przy czym wplyw delecji genu ypsI byt silniej-
szy w poréwnaniu do delecji genu ytbI [121]. System
sekrecji typu VI kontrolowany przez laktony homose-
ryny opisano takze w przypadku szczepu Aeromonas
hydrophila SSU [50].

Czynnikiem warunkujacym konkurencje migdzyga-
tunkowg oparta na SSTVI moze by¢ srodowisko wzro-
stu, co zaprezentowano na przykladzie eksperymentow
ze szczepem P, aeruginosa w konkurencji ze szczepem
A. tumefaciens. W warunkach laboratoryjnych szcze-
pem dominujacym byl P aeruginosa, za$§ w warunkach
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imitujacych srodowisko naturalne dominowat A. tume-
faciens [49]. System sekrecji typu VI regulowany jest
réwniez poprzez sama obecnos¢ konkurentéw. Badania
Lazzaro i wsp. pokazuja, Ze szczep S. marcescens Db10
dostosowuje poziom ekspresji gendw SSTVI do poten-
cjalu konkurentéw. Ekspresja jest nasilona w obecnosci
silnych konkurentéw i wyciszana w sytuacji wzglednej
réwnowagi pomiedzy konkurentami [57].

Ciekawe wyniki badan przedstawil rowniez Weber
wraz z wsp. (2009). Na przyktadzie szczepu Vibrio angu-
illarum NB10 wykazali, ze biatka SSTVI moga posred-
nio regulowac ekspresje proteaz EmpA oraz PrtV co
wynikalo z bezposredniego, pozytywnego wpltywu na
ekspresje regulatora odpowiedzi na stres — RpoS - oraz
regulatora systemu QS - VanT [112].

4. Przynaleznos$c do systemu
polimorficznych toksyn

Systemy sekrecji typu Vb i typu VI, warunkujace
konkurencje wymagajacg kontaktu mozna przypisa¢
do tzw. systemdw polimorficznych toksyn (Polymophic
Toxin Systems, PTS) - stosunkowo niedawno wyod-
rebnionej grupy biatkowych toksyn antybakteryjnych.
O przynalezno$ci danej toksyny do PTS decyduja naste-
pujace czynniki:

1) Homologiczna budowa: toksyny nalezace do PTS
sktadajg sie z dwoch czesci: konca aminowego oraz
konca karboksylowego, ktéry stanowi wlasciwa tok-
syne. Oba fragmenty sg oddzielone od siebie kon-
serwatywnym motywem aminokwasowym. Koniec
aminowy jest fragmentem o wysokim stopniu podo-
bienstwa filogenetycznego i czgsto odgrywa on role
w transporcie regionu toksycznego, ktdry jest silnie
zroéznicowany pomiedzy poszczegdlnymi gatun-
kami, ale réowniez pomiedzy szczapami.

2) Obecnos¢ biatka stanowigcego immunoproteine:
bialko takie powoduje inhibicje toksyny, chroni
w ten sposob komorke przed autoinhibicja, ale row-
niez przed dziataniem toksyny wprowadzonej przez
druga komorke nalezaca do tego samego gatunku/
szczepu. Immunoproteina stanowi inhibitor jedynie
dla specyficznej dla siebie toksyny. Zréznicowanie
miedzygatunkowe bialek protekcyjnych odpowiada
zréznicowaniu toksyn [120, 46].

Do grupy polimorficznych toksyn zalicza sie tok-
syny CdiA, a takze niektdre efektory wydzielane przez
system sekrecji typu VI — RHS oraz ,evolved” Hcp/
VgrG. Innym przykltadem PTS sg produkty obecnych
w genomie rodzaju Neisseria genéw maf (multiple
adhesin family) [46]. Geny maf znajduja si¢ w obrebie
wyspy patogenicznoéci IHT-G (Island of Horizontally
Transferred DNA-G). Wykazano, ze gen mafB koduje
funkcjonalnie aktywna toksyne. Toksyna ta posiada
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aktywnos¢ rybonukleazy EndoU. Gen znajdujacy sie
bezposrednio za mafB — mafI - koduje biatko immu-
noprotekcyjne. Toksyna MafB jest specyficzna dla
rodzaju Neisseria. Cecha charakterystyczng tego sys-
temu, jest to, ze biatko MafB ma strukture globularng.
Dodatkowy gen, mafA, kodujacy wbudowana w bione
zewngtrzng lipoproteing, jest czgsto odnajdywany
przed genem kodujacym toksyne MafB. Jego funkcja
nie zostata dotychczas okreslona. Sekwencja nukleoty-
dowa tego genu nie posiada podobienstwa do sekwen-
¢ji nukleotydowych gendw innych systemow sekrecji
(44, 45]. Podobnie dla rodzaju Myxobacteria opisano
klaster genow kodujacych toksyny z grupy PTS. Sa to
toksyny transportowane pomiedzy komoérkami poprzez
wymiane poprzez blone zewnetrzng (Outer Mem-
brane Exchange, OME). Klaster ten nazwano sitBAI
Bialko SitA jest polimorficzng toksyna, ktorej aktyw-
no$¢ hamuje Sitl. SitB pelni funkcj¢ biatka pomocni-
czego, odgrywa znaczaca role w funkcjonowaniu SitA.
Toksyczna domena biatka SitA zlokalizowana jest na
C koncu proteiny [108]. Polimorficzne toksyny moga
réowniez wykazywaé dzialanie ,na odlegltos¢”, tzn.
zostajg one wydzielone do srodowiska bytowania bak-
terii i dyfunduja w nim. Wymieni¢ tu mozna bakterio-
cyny: kolicyny (colicins) oraz rozpuszczalne piocyny
(Soluble pyocins, S-pyocins) [120, 46] (Ryc. 4).
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5. Znaczenie systemow konkurencji
w biologii bakterii

Szczep E. coli EC93 efektywnie wykorzystuje sys-
tem CDI jako mechanizm zapewniajacy mu przewage
w konkurencji wewnatrzgatunkowej. Szczep ten jest
gtéwnym izolatem z kalu szczuréw [10]. Sugeruje sig,
ze system CDI stuzy do eliminacji konkurujgcych
komorek. Jednak dotyczy to jedynie pokrewnych szcze-
pow [89] i jak dotad nie wykazano by CDI mialo zna-
czenie w konkurencji miedzygatunkowej. Na przykta-
dzie B. thailandensis zaobserwowano ze, warunkowana
przez system CDI konkurencja oraz dyskryminacja
krewniacza reguluje strukture biofilmu [7]. Badania
pokazuja rowniez, ze CDI moze ksztaltowa¢ strukture
biofilmu w sposéb niezalezny od proceséw hamowa-
nia wzrostu [37, 88], poprzez wywolywanie agregacji
komorek wykazujacych ekspresje genéw kodujacych
identyczne bialka CdiA [88]. Wykazano, ze takze
biatko BecpA warunkuje wspoétdziatanie komorek [37],
a klaster genéw bcpAIOB jest mediatorem komunika-
cji komorkowej [38]. Podobne obserwacje poczyniono
na przykladzie P. aeruginosa, bakterii posiadajacej dwie
kopie genow kodujacych biatka systemu CDI. Wpraw-
dzie badania wykazaly, ze ekspresja zadnej z nich nie
jest powigzana z pierwszymi etapami biogenezy bio-

CDI - System sekrecji typu Vb:

J

Burkholderia-type
» Burkholderia
* Ralstonia
* Cupriavidus
E. coli-type
e Escherichia coli v
¢ Pseudomonas aeruginosa
e Enterobacter cloacae
* Neisseria meningitidis
¢ Dickeya dadantii

System sekrecji typu VI:

Evolved VgrG/Hcp:
* Vibrio cholerae

!

Rearrangement hot spots — RHS:
* Escherichia coli
* Pseudomonas aeruginosa

\ 4

Tse5 oraz Tse6
w Pseudomonas aeruginosa

Konkurencja wymagajgca kontaktu

Baktquocyny: Lo i Biatka Maf: Operon sitBAI:
° K_ollcyny — Escherichia coli ¢ Neisseria meningitidis ¢ Myxobacteria
* Piocyny typu S
— Pseudomonas aeruginosa
Nieznany mechanizm Outer Membrane
Sekrecja do Srodowiska sekrecji Exchange

Systemy polimorficznych toksyn

Ryc. 4. Systemy polimorficznych toksyn

Efektory systemu CDI oraz SSTVI naleza do grupy polimorficznych toksyn, ktére charakteryzujg si¢ homologiczna budowg oraz wystepowaniem w

komoérkach biatka immunoprotekcyjnego. Do dziatania efektoréw CDI oraz SSTVI wymagany jest bezposredni kontakt komérek, a wymiana nastepuje

z zastosowaniem aparatu sekrecji tych systeméw. Cho¢ toksyny kodowane przez operon sitBAI réwniez wymieniane sa w wyniku kontaktu komorek,

sekrecja zachodzi wedtug mechanizmu Outer Membrane Exchange. Bakteriocyny wydzielane sg do srodowiska. Mechanizm sekrecji toksyn z rodziny
Maf jest nieznany.



SYSTEMY SEKRECJI TYPU VB ORAZ VI JAKO CZYNNIKI KONKURENC]I BAKTERIT GRAM-UJEMNYCH

filmu, jak to ma miejsce w przypadku rodzaju Esche-
richia oraz Burkholderia, jednak odgrywaja one role
w konkurencji bakteryjnej — umozliwiaja wykluczenie
szczepOw niespokrewnionych, co wykazano na modelu
konkurencji szczepow delecyjnych ze szczepem dzikim.
Co istotne, badania nad CDI w przypadku P. aerugi-
nosa po raz pierwszy pokazaly, ze system ten stanowi
czynnik wirulencji istotny w procesach infekeji drég
oddechowych [70]. Pytanie o role CDI w biologii bakte-
rii nadal pozostaje bez jednoznacznej odpowiedzi. Naj-
nowsze badania z wykorzystaniem szczepu E. coli EC93
wskazujg na istotne znaczenie klastra cdiBAI w stabi-
lizacji elementu genetycznego - plazmidu koniugacyj-
nego. Plazmid, ktéry w warunkach naturalnych zanikat
po zajsciu ok. 50 podzialéw komoérkowych, utrzymywat
sie w 60% komorek z populacji szczepu EC93 przez
dwukrotnie dluzszy okres po wbudowaniu do niego
genéw cdiBAI [86].

Liczne doniesienia wskazujg, ze SSTVI jest elemen-
tem bakteryjnej konkurencji, zaréwno wewnatrz-, jak
i miedzygatunkowej (2, 26, 62, 81, 92]. Fakt, ze SSTVI
efektywnie dostarcza toksyczne efektory pomiedzy
komoérkami réznych szczepdw wynikaé moze z tego,
ze w przeciwienstwie do CDI, system ten nie wymaga
powierzchniowego receptora do translokacji toksyn.
Z zastosowaniem mikroskopii fluoroscencyjnej Gerc
i wsp. badali dynamike biosyntezy aparatury SSTVI na
przykladzie S. marcescens Db10. Wyniki tych ekspery-
mentéw wykazaly, ze atak z zastosowaniem SSTVI nie
wymaga wczesniejszej indukcji kontaktem komorek
[39]. Takie obserwacje wskazujg na istote SSTVI w kon-
kurencji o kolonizacj¢ niszy ekologicznej. Nalezy jed-
nak mie¢ na wzgledzie, ze wykorzystanie SSTVT sta-
nowi dla komérki wysoki koszt, przez co m.in. staje sie
ona bardziej wrazliwa na atak ze strony konkurujgcych
komorek [59].

Podobnie jak CDI, takze SSTVI nie jest jedynie pro-
stym systemem konkurencji ale dodatkowo odgrywa
wazng role w socjobiologii bakterii oraz w zjawisku
dyskryminacji krewniaczej. Badania z zastosowaniem
modeli matematycznych w polaczeniu z eksperymen-
tami in vitro wskazuja, ze konkurencja bakteryjna
oparta na SSTVI w znacznym stopniu modeluje wza-
jemne oddzialywania komérek i stanowi¢ moze wazny
mechanizm, ktéry w sposéb posredni — poprzez eli-
minacj¢ niespokrewnionych szczepéw - prowadzi
do rozwoju wspoétdziatania komodrek krewniaczych
[69]. System sekrecji typu VI zaangazowany jest takze
w powstawanie i dojrzewanie biofilmu bakteryjnego
oraz w komunikacje pomiedzy komoérkami w biofilmie,
co zaprezentowana na przyktadzie szczepu P, fluorescens
MFEO1 [36] oraz w przypadku szczepu Acidovorax
citrulli xjl12, gdy zaobserwowano, ze obecnos¢ i funkcje
gendw kodujacych rdzen SSTVI wplywaja na tworzenie
biofilmu [105].
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Ciekawym przykladem dyskryminacji krewniaczej
warunkowanej przez SSTVI jest fenomen Dienesa
szczepow P. mirabilis [113]. Zjawisko to polega na
tworzeniu w trakcie ruchu rozpelzltego makroskopo-
wej linii granicznej, nazywanej linig demarkacyjna,
pomiedzy niespokrewnionymi szczepami P. mirabilis.
Rozpoznanie pokrewienstwa migdzy szczepami wynika
z zaleznej od SSTVI wymiany biatka IdsD, kodowanego
przez operon idsABCDEE. Biatko to po wniknieciu do
cytoplazmy moze tworzy¢ kompleksy z IdsE, co sta-
nowi informacje o pokrewienstwie szczepéw. Szczepy
niespokrewnione - takie, dla ktorych nie dochodzi do
powstania kompleksu IdsDE, konkuruja ze sobg [25,
93]. Mozliwym efektorem konkurencji sg biatka kodo-
wane przez operon idrABCDE, ktore rowniez s3 trans-
portowane przez aparature SSTVI [94, 113]. Biatka Ids
oraz Idr stanowig przyktad niekanonicznych efektoréw
SSTVI, co sugeruje szeroki zakres mozliwosci dziala-
nia SSTVI. Jak wykazano, w konkurencje pomiedzy
szczepami P. mirabilis tworzacymi linie demarkacyjna
zaangazowany jest takze tzw. pierwotny operon efektora
hcp-vgrG (Primary hep-vgrG EFfector operon, PEF),
ktérego aktywnos$¢ hamowana jest przez specyficzne
biatko immunoprotekcyjne [4, 5]. Sugeruje to, ze zja-
wisko Dienesa najprawdopodobniej warunkowane jest
wieloma niezaleznymi mechanizmami.

6. Podsumowanie

System inhibicji wzrostu zaleznej od kontaktu (CDI)
oraz system sekrecji typu VI (SSTVI) warunkuja kon-
kurencje bakteryjng i zjawisko dyskryminacji krew-
niaczej wsrod bakterii Gram-ujemnych. Co istotne,
pomimo licznych podobienstw strukturalnych i homo-
logicznej funkcji biologicznej, molekularne podstawy
dziatania obu systemoéw sg wyraznie rdzne. Zastana-
wiajgca jest rdwniez przynaleznos¢ obu tych systemow
do grupy polimorficznych toksyn, ktore wydaja si¢ by¢
ewolucyjnie pokrewne. Szerokie wystepowanie obu sys-
temdw, obecnos¢ wielu typow toksycznych efektordéw
oraz specyficznych wzgledem nich immunoprotein, ale
takze fakt, ze poszczegodlne gatunki, a nawet szczepy,
wykazuja ekspresje (bedaca pod $cisty kontrola licz-
nych czynnikéw) obu systemow sugeruje, ze powyzsze
mechanizmy odgrywajg ogromna role w socjobiologii
bakterii. Dotychczas prowadzone badania skupialy
sie w gléwnej mierze na wyjasnieniu mechanizmoéow
dziatania CDI oraz SSTVI, a pytanie o ich popula-
cyjne znaczenie nadal pozostaje bez odpowiedzi
Ciekawym kierunkiem wydaja si¢ by¢ badania zmierza-
jace do wyjasnienia hierarchii dziatania i potencjatu obu
systemow w ukladach z zastosowaniem duzych popu-
lacji, wykraczajacych poza dotychczas badane ukla-
dy mutant-szczep rodzicielski lub dwa konkurujace
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szczepy/gatunki. Taki kierunek wpisuje si¢ w rosnace
w ostatnim czasie zainteresowanie populacjg bakteryjna
rozumiang jako $ciéle zalezna od siebie ,,spoteczno$¢
komorek” Niewykluczona jest réwniez mozliwos¢
praktycznego zastosowania wiedzy zdobytej z bada-
nia powyzszych zaleznosci, m.in. przy projektowaniu
nowych metod detekeji i réznicowania drobnoustro-
jow oraz metod ich eradykacji, ktore moglyby zastapic
coraz mniej skuteczne antybiotyki.
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