
Univerzita Karlova v Praze 
Přírodovědecká fakulta 

 

Studijní program: Biologie 
Studijní obor: Biologie 

 

 

 
Veronika Klápšťová 

 
Sekreční systém typu II u gramnegativních bakterií 
Type II secretion system in gram negative bacteria 

 
Bakalářská práce 

 
 

Školitel: Mgr. Pavel Doležal, Ph.D. 
 

Praha 2015 



Poděkování 
Děkuji svému školiteli Mgr. Pavlu Doležalovi, Ph.D. za poskytnuté rady a pomoc 
při vypracování této bakalářské práce. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Prohlášení 
Prohlašuji, že jsem závěrečnou práci zpracovala samostatně a že jsem uvedla 
všechny použité informační zdroje a literaturu. Tato práce ani její podstatná část 
nebyla předložena k získání jiného nebo stejného akademického titulu. 
 
 
 
V Praze, 07. 05. 2015 
 
 

……………………………… 
 



Abstrakt 
 
Tato práce popisuje stavbu a skládání sekrečního systému typu II, jenž se vyskytuje u některých 
gramnegativních bakterií, jako je například Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa, Legionella 
pneumophila či Klebsiella oxytoca, a transportuje jejich exoproteiny přes vnější membránu. Dále 
představí hypotetický mechanismus jeho činnosti a také několik důležitých substrátů, které jsou tímto 
systémem transportovány – toxiny, enzymy k zisku živin a proteiny účastnící se bakteriálního 
metabolismu nebo pohybu. Na závěr se věnuje objevu tohoto sekrečního systému v mitochondriích 
některých protistů a jeho významu pro výzkum evoluce eukaryotních organismů. 
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Abstract 
 
This thesis describes the structure and the assembly of the type II secretion system which is found in 
some gram negative bacteria such as Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa, Legionella 
pneumophila or Klebsiella oxytoca and which transports their exoproteins across the outer membrane. 
The thesis also presents some important substrates translocated by this system – toxins, enzymes and 
proteins involved in bacterial metabolism or motility – and hypothetical mechanism of the secretion. 
Conclusion is focused on the discovery of the secretion system in mitochondria of some protists and 
its importance for the research of the evolution of eukaryotic organisms. 
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1 Úvod 
Jednou z důležitých charakteristik gramnegativních bakterií je přítomnost dvou membrán. 

Vnější membrána přináší řadu výhod, ale zároveň některé problémy spojené s komunikací mezi buňkou 
a okolím. Gramnegativní bakterie proto musí obsahovat mnoho genů pro komplexy asistující při 
transportu nejrůznějších látek oběma směry přes tuto membránu. Příkladem takového asistenčního 
komplexu je i sekreční systém typu II (T2SS), jenž napomáhá translokaci bakteriálních proteinů do 
vnějšího prostředí. Tento systém byl doposud objeven u mnoha druhů bakterií, z nichž některé jsou 
původci závažných onemocnění člověka (Vibrio cholerae, určité patogenní kmeny Escherichia coli či 
Legionella pneumophila), případně působí citelné škody na zemědělských plodinách (Dickeya dadantii 
nebo Xanthomonas campestris). Kromě virulenčních faktorů patogenních bakterií se však pomocí T2SS 
transportují i enzymy rozkládající polymery za účelem zisku živin a proteiny účastnící se respiračního 
řetězce nebo napomáhající pohybu buněk. Substráty T2SS také hrají roli v mezidruhových interakcích 
v mikrobiálních společenstvech. V nedávné době byly některé části T2SS pozorovány v mitochondriích 
některých protistů ze skupiny Excavata, kteří jsou někdy považováni za jednu z nejpůvodnějších skupin 
eukaryot. Výzkum T2SS by tedy mohl přinést cenné poznatky o evoluci mitochondrií i eukaryotických 
organismů. 

Cílem této práce je shrnout dosavadní znalosti o tomto sekrečním systému, představit 
podjednotky, z nichž je složený, a interakce mezi nimi. Také popíše nynější představy o mechanismu 
sekrece pomocí T2SS a vyjmenuje zajímavé substráty, které jsou jím transportovány. Poslední část 
práce pak bude věnovaná objevu podjednotek T2SS v eukaryotické mitochondrii.  
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2 Membrány gramnegativních bakterií a proteinový transport 
Gramnegativní bakterie jsou kromě cytoplazmatické membrány obalené ještě další, vnější 

membránou. Mezi membránami se nachází tzv. periplazmatický prostor. Z hlediska transportu se jedná 
o značné zvýšení složitosti systému. Počet možností lokalizace proteinů v buňce se tím totiž rozšíří a 
látky určené pro sekreci z buňky musí místo jedné lipidické dvojvrstvy překonat dvě (Pugsley, d’Enfert, 
Reyss, & Kornacker, 1990). U gramnegativních bakterií se proto vyvinulo několik komplexních 
sekrečních systémů, doposud jich bylo popsáno šest. Jak je vidět na obrázku 1, některé z nich (sekreční 
systémy typu I, III, IV a IV) přenášejí substrát jak přes cytoplazmatickou, tak i přes vnější bakteriální 
membránu, zbylé (sekreční systémy typu II a V) zajišťují sekreci pouze přes membránu vnější. 
V takovém případě musí být transportované proteiny nejdříve dopraveny do periplazmatického 
prostoru. K tomu slouží buď obecná sekretorická nebo Tat dráha. Obě se vyskytují nejen u 
gramnegativních, ale i u grampozitivních bakterií a dále u archeí a eukaryot (Tseng et al., 2009). 
 

Obrázek 1: Přehled bakteriálních sekrečních systémů a zjednodušené znázornění jejich funkce. Sekreční systémy typu I až VI 
zajišťují transport proteinů u gramnegativních bakterií. Typ VII je vlastní mykobakteriím, které ačkoliv patří mezi bakterie 
grampozitivní, jsou také obklopené dvěma membránami.  Sekreční systémy typu III, IV a VI jsou u některých patogenních 
bakterií důležité pro interakce s hostitelem – transportují proteiny přímo do hostitelské buňky.  
OM – vnější membrána, IM – cytoplazmatická membrána, HM – membrána hostitele, OMP – protein vnější membrány. 
Převzato z Tseng et al., 2009. 

Hlavní složkou obecné sekretorické (Sec) dráhy je membránový heterotrimer SecYEG, k němuž 
je připojena ATPáza SecA poskytující energii pro transport. K Sec translokonu se proteiny dostávají 
dvěma způsoby – buď pomocí signál rozpoznávající částice (SRP) nebo SecB chaperonu (Tseng et al., 
2009).  

Tat (twin-arginin translokáza) transportuje přes cytoplazmatickou membránu již sbalené 
proteiny a jako signál pro translokaci vyžaduje v substrátu motiv se dvěma za sebou jdoucími argininy. 
Skládá se ze tří podjednotek TatA, TatB a TatC (Patel et al., 2014). 

Sekreční systém typu II (T2SS) navazuje především na Sec dráhu, ale některé ze substrátů jsou 
do periplazmy přenášeny pomocí Tat dráhy. 
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T2SS byl objeven v polovině 80. let 20. století u Klebsiella pneumoniae, kdy se zjistilo, že okolí 
genu pro pullulanázu, enzymu katalyzujícího u těchto bakterií rozklad škrobu, je důležité pro sekreci 
pullulanázy do vnějšího prostředí (Enfert et al., 1987). Později byl nalezen u mnoha dalších druhů 
bakterií a zkoumán především kvůli své úloze v patogenezi.  
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3 Složení a skládání T2SS 
U bakterií se T2SS skládá z 12 homologních proteinů a někdy i několika dalších, specifických 

pouze pro některé skupiny těchto organismů. Názvosloví částí T2SS není sjednocené, ale pro 
homologní proteiny se někdy používá předpona Gsp následovaná velkým písmenem. Toto názvosloví, 
které ve své práci budu používat i já, odkazuje na obecnou sekretorickou dráhu („General secretory 
pathway“), protože T2SS je u gramnegativních bakterií jejím hlavním pokračováním. 

T2SS se sestává ze tří hlavních 
částí – komplexu cytoplazmatické 
membrány, komplexu vnější 
membrány a tzv. pseudopilu. Ten 
dostal jméno kvůli podobnosti svých 
podjednotek s pilinem – proteinem 
tvořící bakteriální pilus typu IV. 
Sekvenční homologii s dalšími částmi 
T2SS vykazují také některé proteiny 
zajišťující skládání pilu typu IV. T2SS a 
systém pro skládání tohoto pilu jsou 
tedy s velkou pravděpodobností 
evolučně příbuzné (Hobbs and 
Mattick, 1993). Prokazatelná 
homologie byla nalezena u čtyř genů 
– pro prepilin-peptidázu (v T2SS 

označované jako GspO), sekreční ATPázu (GspE), sekretin (GspD) a transmembránový protein 
z cytoplazmatické membrány (GspF) (Peabody, 2003) – a další ze složek těchto systémů vykazují 
podobnost strukturní (viz obrázek 2). 
 
3.1 Komplex vnější membrány 

Komplex vnější membrány je tvořen především proteinem GspD, patřícím do rodiny sekretinů. 
Ty můžeme dále nalézt nejen v systému pro skládání pilu typu IV, ale i v sekrečním systému typu III. 
Sekretin využívají také některé druhy bakteriofágů k opuštění bakteriální buňky. Všechny sekretiny 
vytvářejí ve vnější membráně velké kanály složené z 12 – 15 podjednotek (Korotkov et al., 2011). Studie 
prováděná u V. cholerae ukázala, že sekretinový kanál v T2SS obsahuje podjednotek 12. Jak je patrné 
z obrázku č. 3, tento kanál je rozdělen na tři části (periplazmatickou, membránovou a extracelulární), 
které jsou vzájemně oddělené vrátky. Na vnitřní straně kanálu je prostorný periplazmatický vestibul, 

Obrázek 2: Srovnání sekrečního systému typu II a systému pro stavbu pilu 
typu IV. Homologie genů byla prokázána u GspD a PilQ, GspE a PilB, 
pseudopilinů a PilA a také u GspF a PilC. Podobnost ostatních proteinů je 
strukturní. Převzato z Korotkov et el., 2012. 
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jenž je přibližně ve dvou třetinách délky zúžen a poté periplazmatickými vrátky oddělen od 
extracelulární dutiny. Následují extracelulární vrátka, kterými se protein dostává mimo bakteriální 
buňku a ve kterých na rozdíl od periplazmatických vrátek zůstává malý otvor i tehdy, když je kanál 
v uzavřeném stavu. 

 

 
Obrázek 3: Struktura sekretinového kanálu. Model vytvořený na základě analýzy dodekameru GspD z V. cholerae pomocí 
kryoelektronové mikroskopie. Převzato z Reichow, Korotkov, Hol, & Gonen, 2010 a upraveno. 
 

Kromě velké membránové C-koncové domény obsahuje GspD čtyři subdomény N0-N3, které 
tvoří periplazmatickou část sekretinového kanálu. Zatímco povrch extracelulární dutiny je uvnitř 
hladký, periplazmatický vestibul se skládá ze tří koncentrických kruhů. Ty odpovídají dodekamerům 
z prvních tří N-koncových subdomén. Dvanáct subdomén N3 se pak pravděpodobně nachází v místě 
zúžení (Reichow et al., 2010).  

Na N-konci obsahuje GspD signální sekvenci pro Sec dráhu, pomocí níž se dostává přes 
cytoplazmatickou membránu do periplazmatického prostoru a která je po transportu odštěpena 
signální peptidázou. (Enferts et al., 1989). Studie na K. oxytoca ukázaly, že GspD vyžaduje pro 
zabudování do vnější membrány malý lipoprotein GspS, označovaný také někdy jako pilotin. Druhou 
funkcí GspS je zvyšovaní stability monomerů GspD, které se nacházejí v periplazmě (Shevchik and 
Condemine, 1998). Sekretin dokáže vytvářet správné multimery bez pomoci pilotinu. Ty se ovšem 
v takovém případě zabudovávají do cytoplazmatické membrány (Guilvout et al., 2006). U kmenů 
bakterií mutantních v GspS se také ve větší míře objevují degradační produkty sekretinu. Při zkoumání 
těchto kratších peptidů se zjistilo, že degradovaná bývá C-koncová doména (Hardie et al., 1996).  
S C-koncovou částí sekretinu interaguje také samotný pilotin. Tento vazebný úsek GspD bývá nazýván 
S-doména a vazbou pilotinu nabývá své sekundární struktury nezávisle na zbytku GspD. Jiné typy 
sekretinů S-doménu nemají. Pokud je k nim uměle připojena, jsou tyto sekretiny v nepřítomnosti 
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pilotinu méně stabilní než bez této domény. Naopak pomocí GspS jsou stabilizovány a správně 
zabudovány do vnější membrány (Daefler et al., 1997; Nickerson et al., 2011).  

Pilotin je malý lipoprotein s čtyřmi α-helixy, který obsahuje hydrofobní žlábek, jenž je 
pravděpodobně vazebným místem pro S-doménu sekretinu (Tosi et al., 2011). Do periplazmatického 
prostoru se dostává pomocí Lol dráhy (Collin et al., 2011), která v bakteriích obecně zajišťuje transport 
lipoproteinů do vnější membrány. Skládá se z LolCDE, LolA a LolB, přičemž LolCDE je ABC transportér, 
přenášející lipoproteiny přes cytoplazmatickou membránu. LolA pak váže lipoproteiny v periplazmě a 
nasměruje je na LolB, což je protein vnější membrány, který zprostředkuje vlastní zabudování 
lipoproteinu (Zückert, 2014). Poté, co pilotin projde přes LolCDE, naváže se na LolA a GspD. Monomery 
GspD tedy pravděpodobně putují periplazmou v komplexu s GspS a LolA. Jakmile jsou takto navedeny 
do vnější membrány, tvoří zde multimerní kanál nejspíše bez asistence dalších proteinů. Pokusy na 
Klebsiella oxytoca ukázaly, že jednu z funkcí pilotinu lze nahradit, pokud se ze sekretinu uměle vytvoří 
lipoprotein. Po acylaci N-konce GspD mastnou kyselinou se sekretin správně vkládá do vnější 
membrány i bez přítomnosti GspS. Bakterie s takto upraveným sekretinem přesto nejsou schopné 
sekretovat pullulanázu, neboť druhou funkci – ochranu sekretinu před degradací – se acylací sekretinu 
zastoupit nepodařilo (Collin et al., 2011). 

V genomech některých druhů (konkrétně u P. aeruginosa, V. cholerae, A. hydrophila, X. 
campestris a enterotoxigenní E. coli) chybí geny kódující homology pilotinu a jejich funkce je zde 
zastoupena jiným mechanismem (Korotkov et al., 2012).  

P. aeruginosa má k dispozici dva funkční sekreční systémy typu II. Jeden z nich, označovaný 
jako hxc, slouží k sekreci alkalické fosfatázy – enzymu odštěpujícího fosfát z organických sloučenin. 
Exprese genů tohoto systému se spouští při limitaci fosfátem (Ball et al., 2002), přičemž nedochází 
k expresi specifického pilotinu. Homolog sekretinu, HxcQ, je ovšem sám lipoprotein a jeho lipidická 
kotva na N-konci zajišťuje správné vložení sekretinu do vnější membrány. Po jejím odstranění se 
sekretin vkládá do membrány cytoplazmatické – stejně jako při odstranění genu pro pilotin z K. oxytoca 
(Viarre et al., 2009). 

I genom E. coli obsahuje dva T2SS, označované jako T2SSα a T2SSβ. Zatímco nepatogennímu 
kmenu K-12 chybí pro T2SSβ podstatná část genů, enterotoxigenní kmeny ho kódují celý a transportují 
s jeho pomocí svůj termolabilní enterotoxin. Jiné kmeny mají v genomu oba sekreční systémy. Operon 
T2SSβ obsahuje navíc tři geny, které nemají homology mezi T2SS jiných druhů. Jeden z nich, YghG, je 
lipoproteinem vnější membrány a pravděpodobně zastává funkci pilotinu (Strozen et al., 2012). Také 
u V. cholerae byl objeven s GspS strukturně nepříbuzný pilotin označovaný jako AspS (Dunstan et al., 
2013).  
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Sekreční systém A. hydrophila obsahuje v cytoplazmatické membráně ExeAB, komplex vážící 
peptidoglykan. Jeho druhou funkcí je napomáhat multimerizaci sekretinu a správně ho nasměrovat do 
vnější membrány. Pomocí kvasinkového dvouhybridního systému se zjistilo, že zatímco ExeA se 
sekretinem nijak neinteraguje, ExeB s ním vytváří silnou vazbu. Pro sekreci je ovšem nezbytná i vazba 
ExeA k peptidoglykanu (Ast et al., 2002; Li and Howard, 2010; Vanderlinde et al., 2014).  

V genomu D. dadantii je sice obsažen gen pro GspS, ale zdá se, že na stabilizaci jejího sekretinu 
se podílí ještě další protein, OutB, jenž je zakotven v cytoplazmatické membráně a se sekretinem 
pravděpodobně interaguje přímo (Condemine and Shevchik, 2000). 

 

3.2 Pseudopilus 
Pseudopilus se skládá z pěti proteinů označovaných jako pseudopiliny – GspG, GspH, GspI, GspJ 

a GspK. Svůj název dostaly poté, co byla u P. aeruginosa prokázána sekvenční homologie hydrofobní 
části N-koncového α-helixu mezi proteiny PilA, hlavní složkou pilu typu IV, a prvními čtyřmi 
jmenovanými pseudopiliny (Bally et al., 1992). Poslední pseudopilin, GspK, byl objeven až později. Od 
ostatních pseudopilinů se totiž poněkud liší. Má vyšší molekulovou hmotnost a postrádá jinak 
konzervovaný aminokyselinový zbytek v N-koncové sekvenci (Bleves, 1998). 

Po objevení homologie s pilinem vyvstala otázka, zda tyto proteiny netvoří vláknité komplexy 
i v rámci sekrečního systému. Byly prováděny pokusy na E. coli transformované vysokokopiovým 
plazmidem nesoucím geny pro sekreci pullulanázy z K. oxytoca, při nichž bylo na povrchu bakterií 
možno pozorovat pilům podobné struktury, jak 
ukazuje obrázek č. 4. Během analýzy těchto struktur 
se zjistilo, že se v nich vyskytuje především GspG, 
ostatní pseudopiliny se zde nepodařilo prokázat 
(Sauvonnet et al., 2000). Při dalším výzkumu bylo 
objeveno, že pilům podobné struktury se na povrchu 
buněk vytvářejí pouze při vysoké úrovni exprese 
sekrečních proteinů, ale že hladina sekrece 
v takovém případě zůstává stejná jako při nižší 
expresi. Zjistilo se, že za normálních okolností se 
pseudopilus tvoří mezi cytoplazmatickou a vnější 
membránou. Navíc se z něj podařilo vyizolovat i 
GspH a bylo tedy prokázáno, že minimálně jeden 
další typ pseudopilinu se v sekrečním pseudopilu 
vyskytuje, byť v nižší koncentraci (Hu et al., 2002). 

Obrázek 4: Vláknité struktury na povrchu E. coli
pozorované po její transformaci vysokokopiovým 
plazmidem nesoucím GspG. Tyto struktury byly značeny 
protilátkami proti GspG. Obsah jiných proteinů v nich nebyl 
prokázán. Převzato z Vignon et al, 2003. 
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Pro svou stěžejní roli ve stavbě pseudopilinu bývá GspG označován jako hlavní pseudopilin, 
ostatní čtyři pseudopiliny pak jako vedlejší. V pseudopilu jsou totiž zastoupeny v menším množství 
(Nunn and Lory, 1993). Jsou ale velmi důležité pro správné sestavení pseudopilu. Komplex čtyř 
vedlejších pseudopilinů se pravděpodobně nachází na špičce pseudopilu a mimo jiné brání tomu, aby 
vznikaly vláknité struktury tvořené hlavním pseudopilinem na povrchu buněk. Ty vznikají až při zvýšené 
expresi genů pro pseudopiliny, která vede ke stechiometrické nevyváženosti podjednotek pseudopilu. 
(Douzi et al., 2009) 

Piliny tvořící pilus typu IV se skládají z N-koncového α-helixu, β-listu ze čtyř antiparalelních 
vláken a variabilní domény, tzv. αβ-smyčky. Pseudopiliny mají podobnou strukturu, ale jejich αβ-
smyčky jsou konzervovanější a β-listy některých z nich obsahují jen 3 vlákna. GspG se vyznačuje 
charakteristickou konzervovanou sekvencí na C-konci αβ-smyčky, kterou lze tedy pravděpodobně 
využít k odlišení od ostatních pseudopilinů (Alphonse et al., 2010). Ve struktuře GspG se navíc nachází 
místo, kde je koordinačně vázán vápenatý kation. Ten je klíčový pro správnou funkci pseudopilu. Za 
vazbu vápníku jsou zodpovědné dva aspartátové zbytky – pokud byly oba zaměněny za jinou 
aminokyselinu, nedocházelo vůbec k sekreci pomocí T2SS (Korotkov et al., 2009). GspK má k obvyklé 
struktuře pseudopilinů navíc další doménu, což je také důvodem jeho vyšší molekulové hmotnosti, a 
GspH a GspJ mají prodlouženou variabilní smyčku (Korotkov and Hol, 2008).  

Piliny z pilů typu IV jsou syntetizovány jako prekurzory, tzv. prepiliny. Ty na N-konci nesou 
konzervovanou sekvenci šesti hydrofobních aminokyselin, po jejímž odštěpení se z prepilinu stává 
maturovaný pilin. Za štěpení je zodpovědná sekvenčně specifická proteáza PilD (prepilin-peptidáza) 
(Nunn and Lory, 1991). Při výzkumu funkce prepilin-peptidázy u P. aeruginosa bylo zjištěno, že 
mutantám v pilD chybí i schopnost sekrece některých proteinů. Ty se místo toho hromadily 
v periplazmatickém prostoru (Strom et al., 1991). N-koncové procesování bylo posléze popsáno i u  
GspG, GspH, GspI, GspJ a GspK. Navíc bylo zjištěno, že nově odhalený N-konec pilinů a pseudopilinů je 
prepilin-petidázou metylován (Bally et al., 1992; Bleves, 1998; Nunn and Lory, 1993). Prepilin-
peptidáza je enzymem cytoplazmatické membrány (Nunn and Lory, 1991). Prekurzor hlavního 
pseudopilinu (a nejspíš i prekurzory ostatních pseudopilinů) je působení prepilin-peptidázy vystaven 
po kotranslační inzerci do membrány. K té využívá Sec translokonu a signál rozpoznávající částice (SRP) 
(Francetic et al., 2007).  

Pro skládání pseudopilu byl navržen následující model: V membráně interaguje GspI s GspJ, 
které poté iniciují vznik hlavní části pseudopilu tvořené GspG. K vedlejším pseudopilinům se přidává 
GspK. Vzniká tak komplex, jenž se posléze bude nacházet na špičce pseudopilu. GspH se také váže 
k tomuto komplexu, ale jeho funkce stále není jasná. Elongace pseudopilu probíhá pomocí přidávání 
GspG podjednotek, pravděpodobně až do té doby, než velká globulární doména GspK kontaktem se 
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sekretinovým pórem ve vnější membráně zabrání dalšímu prodlužování (Cisneros et al., 2012; Douzi et 
al., 2009; Korotkov and Hol, 2008). 

 
3.3 Sekreční ATPáza 

ATPáza, označovaná v T2SS jako GspE, se skládá ze tří domén – N1, N2 a C-koncové domény – 
a štěpením ATP poskytuje energii pro sekreci. Blízko konce se nachází místo, kde je čtyřmi cysteiny 
koordinovaný kation zinku. Jeho odstranění ovšem pouze sníží ATPázovou aktivitu, takže tento kovový 
ion není pro funkci tohoto enzymu nepostradatelný.  

S N1 a C-koncovou doménou interaguje GspL, jeden z proteinů komplexu vnitřní membrány, 
který má nejspíše za úkol převádět energii k dalším částem sekrečního systému. Během nedávných 
pokusů se podařilo získat krystalovou strukturu GspE společně s cytoplazmatickou doménou GspL a 
bylo zjištěno, že GspL váže nejspíše i ATP ze sekreční ATPázy. Protože však GspL postrádá konzervované 
zbytky důležité pro ATPázovou aktivitu, tato vazba pravděpodobně není pro poskytování energie 
ostatním proteinům T2SS podstatná (Camberg and Sandkvist, 2004; Lu et al., 2014). Zato sekreční 
ATPáza je z tohoto hlediska nezbytná. Mutace aminokyselinových zbytků klíčových pro štěpení ATP 
v GspE vedla k neschopnosti T2SS transportovat proteiny (Patrick et al., 2011). 

 Zdá se, že GspE pracuje jako oligomer, nejspíše hexamer. Oligomerizace GspE výrazně zesiluje 
jeho ATPázovou aktivitu. Samotný GspE se však vyskytuje převážně jako monomer (Camberg and 
Sandkvist, 2004). Ochotu GspE tvořit oligomery s vysokou ATPázovou aktivitou možná zvyšuje právě 
GspL. Děje se tak pravděpodobně současným navázáním cytoplazmatické domény GspL a kyselých 
fosfolipidů jako je například kardiolipin nebo fosfatidylglycerol (Camberg et al., 2006). Hexamery GspE 
se zatím nepodařilo vyizolovat. Jejich krystalová struktura byla zkoumána pomocí Hcp1, o němž je 
známo, že sám dovede tvořit hexamery. Byl proto připraven fúzní protein GspE s Hcp1. Hcp1 se 
zformoval do podoby tzv. asistenčního hexameru, který umožnil multimerizaci GspE. Byly pozorovány 
dva typy hexamerů. Strukturní motiv jednoho z nich připomínal uspořádání ATPázy z homologního 
systému pro tvorbu pilu typu IV (Lu et al., 2013). 

 
3.4 Komplex cytoplazmatické membrány 

V cytoplazmatické membráně se z proteinů T2SS nacházejí GspL, GspM, GspF a GspC. Spojují 
sekretin a pseudopilus se sekreční ATPázou GspE. 

GspL se skládá ze tří částí – cytoplazmatické domény, transmembránového helixu a 
periplazmatické domény (Py et al., 1999). Byly prokázány jeho interakce s hlavním pseudopilinem, 
stejně jako se sekreční ATPázou, jejíž aktivitu potřebuje pseudopilin pro polymeraci. Hlavní funkcí GspL 
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by tedy mohl být přenos energie z cytoplazmatické ATPázy GspE na podjednotky GspG. Interakce mezi 
GspL a GspE je nezbytná pro sekreci pomocí T2SS. Zajímavé je, že GspL je schopen vázat GspG až poté, 
co je prekurzor tohoto pseudopilinu štěpen prepilin-peptidázou. To, že pouze tato forma je 
rozeznávaná GspL, je možná jedním z důvodů, proč nemůže být GspG před procesováním zabudován 
do pseudopilu (Gray et al., 2011; Sandkvist et al., 1995). Byly prokázány i interakce GspL a dvou 
vedlejších pseudopilinů GspJ a GspK (Douet et al., 2004).  

Vazba GspL na GspE způsobí konformační změnu v obou těchto proteinech. Na této změně 
v GspL nejspíše závisí přenos energie ze štěpeného ATP až na hlavní pseudopilin, který má být 
polymerován (Gray et al., 2011; Py et al., 1999). GspL zřejmě zároveň svou vazbou podporuje 
oligomerizaci GspE a tím zesiluje jeho ATPázovou aktivitu (Camberg et al., 2006). Studium struktury 
GspL odhalilo, že jeho cytoplazmatická doména vykazuje značnou podobnost s ATPázami aktinového 
typu, přestože některé domény přítomné u ostatních členů této proteinové rodiny u něj chybí. Také 
vysoce konzervované ATPázové místo u něj nebylo nalezeno a ani nic jiného nenasvědčuje tomu, že by 
samotný GspL měl ATPázovou aktivitu (Abendroth et al., 2004).  

Další protein, s nímž GspL interaguje, je GspM, který je také součástí komplexu cytoplazmatické 
membrány (Sandkvist et al., 1999). GspM prochází stejně jako GspL jednou přes membránu, jeho  
N-koncová cytoplazmatická doména je však mnohem kratší. Oba tyto proteiny jsou si strukturně 
podobné – jejich periplazmatické domény sdílejí tutéž variaci na tzv. feredoxinový motiv (zaujímají 
sekundární uspořádání αββ-αββ) a obě tvoří homodimery. I přes strukturní podobnost domén je však 
způsob tvorby dimerů odlišný (Abendroth et al., 2005, 2009). Bylo prokázáno, že tvorba komplexu 
s GspM je podstatná pro stabilitu GspL – v nepřítomnosti GspM je jeho degradace mnohem rychlejší 
(Abendroth et al., 2004). Jak GspL, tak i 
GspM se tedy shlukují v homodimery, 
ale zároveň interagují se sebou 
navzájem. Obě tyto vazby se však 
netvoří najednou a vazebná místa pro 
homodimerizaci a heterodimerizaci se 
proto nejspíše překrývají. Kompetice 
mezi těmito dvěma vazebnými 
partnery by mohla být důležitá pro 
mechanismus sekrece pomocí T2SS. Je 
možné, že při každém kroku 
polymerace se jeden typ vazby přepne 
na druhý typ, což vede k rotaci 

Obrázek 5: Znázornění modelu převodu energie ze štěpení ATP na 
pseudopilus. Podle Lallemand et al., 2013 může změna konformace 
sekreční ATPázy způsobit změnu vazeb mezi GspM a GspL. Cyklické střídání 
homotypických a heterotypických interakcí by vedlo k rotaci pseudopilu a 
uvolnění místa pro přidání dalších podjednotek GspG. 



11 
 
 

pseudopilu a přípravě na připojení dalšího pseudopilinu. Tento mechanismus je přiblížen na obrázku  
č. 5 (Lallemand et al., 2013).  

GspF, další z proteinů komplexu vnitřní membrány, obsahuje tři transmembránové helixy a dvě 
větší cytoplazmatické domény. GspF tvoří v membráně komplex s GspE a GspL. GspF se však není 
schopen navázat na GspE bez přítomnosti GspL, zároveň ale není nutný pro vznik interakce mezi GspE 
a GspL. Tato skutečnost by mohla prozradit více o způsobu, jímž vzniká komplex cytoplazmatické 
membrány. Zdá se také, že přítomnost GspE a GspL zvyšuje stabilitu GspF (Arts et al., 2007; Py et al., 
2001).  

GspC nese jednu transmembránovou doménu, v cytoplazmě se nachází pouze krátký N-konec 
a jeho periplazmatická část se skládá ze dvou velkých domén – HR-domény a C-koncové PDZ-domény. 
Ze všech proteinů T2SS je jeho sekvence nejméně konzervovaná – periplazmatické části GspC 
některých druhů chybí PDZ-doména, která je v nich nahrazená coiled-coil doménou. 
Transmembránový helix slouží nejspíš nejen jako ukotvení – pokud byl GspC zbaven této části, pozbyl 
svou funkci (Bleves et al., 1999). Nedávno bylo dokázáno, že GspC pomocí transmembránové domény 
váže membránové části proteinů GspL a GspM. Opět by se mohlo jednat o důležitý způsob přenosu 
energie k sekretinovému komplexu (Lallemand et al., 2013).  

HR-doména získala svůj název odvozením od slovního spojení „homology region“. Tato část je 
totiž přítomná u všech GpsC. Podobá se dokonce i periplazmatické doméně z PilP, proteinu 
cytoplazmatické membrány z pilu typu IV, což by opět poukazovalo na jejich společnou evoluční 
minulost (Gu et al., 2012). PDZ-domény jsou malé, globulární domény, vyskytující se v proteinech 
různých organismů. Často hrají roli v interakcích mezi proteiny a jsou proto důležité i pro signalizaci 
v buňce. Také coiled-coil domény se podílejí na vazbě dalších proteinů (Bleves et al., 1999; van Ham 
and Hendriks, 2003). PDZ-doména v GspC má složení typické pro PDZ-domény bakterií – sestává se 
z šesti β-listů ohraničených dvěma α-helixy. Její vazebné místo je tvořeno hydrofobním žlábkem a je 
tak široké, že by mohlo vázat celý α-helix místo části proteinu v natažené konformaci, se kterou  
PDZ-domény obvykle reagují (Korotkov et al., 2006). V nedávné době bylo zjištěno, že jak PDZ-doména, 
tak i HR-doména se účastní rozpoznávání substrátu transportovaného pomocí T2SS a přímo s ním 
interaguje (Pineau et al., 2014). HR-doména navíc reaguje s periplazmatickou doménou GspD 
(Korotkov et al., 2006). Přítomnost sekretinu také znatelně zvyšuje stabilitu GspC (Bleves et al., 1999).  

Předpokládá se, že proteiny tohoto komplexu se do cytoplazmatické membrány zabudovávají 
pomocí Sec dráhy. O tom, jak přesně se tento komplex skládá, toho zatím není příliš známo, stejně jako 
o počtu monomerů jednotlivých proteinů zařazených do komplexu (Korotkov et al., 2012; Lallemand 
et al., 2013).  
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3.5 Skládání T2SS jako celku 
Pomocí fúze s fluorescenčními proteiny byla zkoumána lokalizace GspD, GspC, GspL a GspM. 

Zjistilo se, že se tyto proteiny shlukují v buňce na určitých místech buněčné membrány a že toto 
shlukování není náhodné. Zatímco GspD nevyžadoval žádné další složky T2SS pro tvorbu takovýchto 
center výskytu, začlenění GspC vyžadovalo přítomnost GspD. GspM se shlukoval dokonce pouze 
v případě, že byly zároveň s ním exprimovány všechny tři ostatní proteiny (Lybarger et al., 2009). Na 
základě těchto pokusů byl navržen následující model pro skládání celého sekrečního systému typu II. 
Nejdříve se ve vnější membráně vytvoří sekretinový kanál, který pak skrze interakce s GspC zajistí 
sestavení komplexu vnitřní membrány, jehož složky se navzájem stabilizují. GspL poté zprostředkuje 
od sekreční ATPázy energii potřebnou pro polymeraci pseudopilinů, které jsou nahloučené 
v cytoplazmatické membráně poté, co byly procesovány prepilin-peptidázou (Gray et al., 2011). Tvorbu 
pseudopilu však iniciují především vedlejší pseudopiliny GspI a GspJ a jeho skládání je do jisté míry 
nezávislé na přítomnosti ostatních složek T2SS. I bez nich se totiž v periplazmě mohou tvořit vláknité 
polymery pseudopilinů (Cisneros et al., 2012). 
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4 Mechanismus sekrece pomocí T2SS 
Sekreční systém typu II navazuje na obecnou sekretorickou dráhu a většina substrátů pro 

transport se do periplazmatického prostoru dostává pomocí Sec translokonu. Některé proteiny, jako 
je například fosfolipáza C u P. aeruginosa, k tomu ovšem využívají Tat dráhu (Voulhoux et al., 2001). 
Proteiny transportované Sec dráhou zaujmou v periplazmatickém prostoru nativní konformaci a teprve 
v tomto stavu jsou rozpoznány T2SS. Některé z nich obsahují disulfidické můstky, které je nutné 
správně vytvořit, jiné před průchodem vnější membránou multimerizují. Pokud se zabrání zaujetí 
správné konformace, hromadí se substrát v periplazmatickém prostoru (Hardie et al., 1995; Pugsley, 
1992). Signálem pro transport pomocí T2SS bude proto spíše nějaký strukturní motiv nežli určitá 
sekvence (Douzi et al., 2011). Podařilo se identifikovat dlouhé a poměrně nespecifické oblasti, které 
sekreci ovlivňují, ale spektrum substrátů T2SS je velmi široké a stejně tak se často liší proteinové složení 
samotného sekrečního systému u různých organismů. Není proto snadné vypátrat motiv společný pro 
všechny ze substrátů. Přestože univerzální targetovací signál nebyl zatím nalezen, srovnáním struktur 
substrátů se ukázalo, že tyto proteiny bývají často bohaté na β-listy (Francetic and Pugsley, 2005; 
Korotkov et al., 2012). V nedávné studii na pektát lyáze PelI u D. dadantii ale byla objevena smyčka 
dlouhá 9 aminokyselin, jež je zjevně odpovědná za interakci s PDZ-doménou GspC a mohla by být tedy 
motivem přímo spouštějícím sekreci. Pozornost se proto obrátila k dalším substrátům 
transportovaným pomocí T2SS u této bakterie, aby byla zodpovězena otázka, zda se taková smyčka 
vyskytuje i u nich.  Některé z nich ji skutečně obsahují – a právě u nich bude rozpoznávacím 
mechanismem jejich vazba PDZ-doménou. Zdá se ovšem, že jedna molekula substrátu může 
interagovat zároveň se dvěma PDZ-doménami z dvou různých GspC, které při rozpoznávání substrátu 
nejspíše kooperují. Dalšími částmi T2SS  důležitými pro navázání transportovaných proteinů jsou  
HR-doména GspC a N0 a N1 domény GspD. Poslední ze jmenovaných zřejmě posiluje vazbu mezi  
PDZ-doménou GspC a substrátem. Jiné exoproteiny D. dadantii jsou ovšem transportovány nezávisle 
na PDZ-doméně a je zajímavé, že efektivita jejich sekrece je nižší. PDZ-doména tedy možná bude 
důležitým evolučním vylepšením tohoto sekrečního systému (Bouley et al., 2001; Pineau et al., 2014).  

V současnosti existují dva hlavní modely mechanismu sekrece pomocí T2SS – v prvním 
pseudopilus funguje jako píst, který vytlačí substrát ven skrze sekretinový pór, v druhém pak pracuje 
na principu čerpadla známého jako Archimédův šroub (Nivaskumar and Francetic, 2014).  

 
4.1 Pístový model sekrece 

Pístový model sekrece (viz obrázek 6) byl zpočátku preferovanější a byl popsán ve vícero 
studiích. Transportní proces podle něj začíná navázáním substrátu ke špičce pseudopilu případně 
k periplazmatické doméně sekretinového kanálu, který je v tu chvíli v uzavřeném stavu. Substrát 
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interaguje s vedlejšími pseudopiliny GspH, GspI a GspK a také s GspC, čímž se spustí připojování GspG 
podjednotek. Pseudopilus narůstá a nese na svém vršku transportovaný protein. Kanál je však zatím 
zavřený. Jeho otevření je zajištěno kontaktem špičky pseudopilu se zúžením v oblasti N3 domény, který 
vyvolá konformační změnu. Protein se pomocí dalšího prodlužování pseudopilu dostane do vnějšího 
prostředí. Špička pseudopilu nejspíš nikdy neopustí vnitřek sekretinového póru, neboť periplazmatická 
vrátka jsou příliš úzká na to, aby jimi dokázala projít velká globulární doména vedlejšího pseudopilinu 
GspK (Douzi et al., 2011; Reichow et al., 2010). Na jedno složení pseudopilu podle tohoto modelu 
připadá jen jedna transportovaná molekula substrátu, poté by se měl pseudopilus zatáhnout zpět nebo 
se rozpadnout. Pilus typu IV obsahuje druhou ATPázu sloužící právě k tomuto účelu. U pseudopilu však 
podobná molekula nebyla doposud objevena. Je tedy možné, že jeho rozpad po ukončení sekrece není 
nijak organizovaný (Korotkov et al., 2012; Merz et al., 2000). 

 
Obrázek 6: Pístový model sekrece pomocí T2SS. Do periplazmatického vestibulu sekretinu vstoupí substrát, který interaguje 
buď s GspC, GspD nebo s komplexem GspI-J-K. Některá z těchto vazeb stimuluje činnost sekreční ATPázy a růst pseudopilu. 
Substrát (v tomto případě cholera toxin) je nesen na špičce pseudopilu, dokud není uvolněn do extracelulárního prostoru. 
Převzato z Korotkov et al., 2012. 

 
4.2 Šroubový model sekrece 

Druhý z modelů sekrece přisuzuje klíčovou roli vlastnímu skládání pseudopilinů do podoby 
pravotočivé šroubovice, která se cyklicky otáčí díky energii ze štěpeného ATP. Substrát se může buď 
navázat na pseudopiliny, nebo se pouze zachytí ve žlábku šroubovice a otáčením je postupně vynesen 
ven z buňky jako se tomu děje při čerpání tekutiny pomocí Archimédova šroubu. Studium struktury 
pseudopilu nedávno přineslo nové poznatky a podpořilo spíše tento model. Podle něj vedlejší 
pseudopiliny pouze zajišťují iniciaci skládání pseudopilu, ale neúčastní se rozpoznávání substrátu. 
Předpokládá se, že podobně jako ATPáza ze systému pro skládání pilu typu IV i GspE pracuje ve třech 
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fázích. V první z nich se do vazebného místa naváže ATP, jehož hydrolýza vyvolá konformační změnu 
ve struktuře GspE. Ta se přes GspF přenese na vlastní pseudopilus, který se otočí. V třetí fázi je pak 
uvolněno ADP a sekreční ATPáza je připravena započít nový katalytický cyklus (Misic et al., 2010; 
Nivaskumar et al., 2014; Nunn, 1999). Tento model předpokládá, že jednou složený pseudopilus se 
účastní sekrece mnoha molekul substrátu. Přesto je nutné jeho délku regulovat, neboť rotace 
pseudopilu je způsobena neustálým přidáváním dalších podjednotek GspG. Na tom by se mohly podílet 
vápenaté kationty, které jsou vázány v hlavním pseudopilinu. Jejich odstranění by snižovalo stabilitu 
GspG tak, jako je tomu při zkracování pilu typu IV – v něm totiž zřejmě právě vápenaté kationty chrání 
piliny před účinky retrakční ATPázy. S ohledem na homologie těchto dvou systémů by se podobný 
mechanismus mohl uplatnit i zde, přičemž aktivním enzymem by mohla být nějaká dosud neobjevená 
proteáza (Nivaskumar and Francetic, 2014; Orans et al., 2010). 

 

 
Obrázek 7: Šroubový model sekrece pomocí T2SS – skládání pseudopilu.  
1. Molekuly GspG jsou nasměrovány ke komplexu GspI-J-K a k GspF. 
2. Protomer GspG (P) je připojen k předchozímu protomeru (P + 1) pomocí elektrostatických interakcí. 
3. Hydrolýza ATP zapříčiní rotaci vznikajícího pseudopilu přes kontakt s GspF a zařadí tak do něj protomer P. 
4. Pohled shora na vznikající pseudopilus ukazuje třífázovou práci sekreční ATPázy a těmto fázím odpovídající kroky ve 
skládání pseudopilu.  
5. Po třech cyklech je P + 3 uvoloněn z membrány a stabilizován. V následujícím kroku spolu interagují podjednotky P a P + 4, 
které se navzájem stabilizují. 
Podjednotky T2SS jsou označeny příslušným písmenem, OM – vnější membrána, IM – cytoplazmatická membrán. Převzato z 
Nivaskumar et al., 2014 a upraveno. 
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5 Substráty transportované pomocí T2SS 
Funkční T2SS byl objeven u řady druhů bakterií, včetně důležitých patogenů člověka jako je V. 

cholerae, enterotoxigenní a enterohaemorhagická E. coli, L. pneumophila, Yersinia enterocolitica či 
Pseudomonas aeruginosa. Mezi bakterie využívající T2SS patří také bakterie napadající rostlinné 
(Erwinia carotovora na čeledi Solanaceae nebo X. campestris u Brassicaceae) nebo živočišné tkáně 
(Aeromonas hydrophila u ryb a obojživelníků) (Korotkov et al., 2012). Přestože sekrece toxinů pomocí 
T2SS  byla hlavním důvodem studia tohoto transportního mechanismu, většina substrátů je určena 
k zisku živin – jedná se o různé enzymy rozkládající polymery na menší podjednotky transportovatelné 
do buňky. Dalšími substráty T2SS jsou adheziny a proteiny podstatné pro tvorbu biofilmu nebo 
cytochromy bakterií redukujících železo. Protože jsou tyto proteiny sekretovány  v definitivní 
konformaci, mohou být již před transportem stabilizovány svými kofaktory. To je výhodou zejména pro 
bakterie žijící v nepříznivých prostředích – jako jsou například halofilní či hlubokomořské druhy 
(Nivaskumar and Francetic, 2014).  

Protože je T2SS mezi bakteriemi poměrně široce rozšířen a u některých druhů transportuje 
velké množství proteinů, zaměřuje se tato kapitola pouze na lidské patogenní či ekonomicky významné 
bakterie případně na příklady, jenž ilustrují diverzitu substrátů spjatých s tímto sekrečním systémem. 

 
5.1 Toxiny a virulenční faktory 
5.1.1 Cholera toxin 

Cholera toxin vylučovaný V. cholerae pomocí T2SS (Sandkvist et al., 1997) je hlavním 
virulenčním faktorem této bakterie, zodpovědným za vodnaté průjmy při onemocnění zvaném cholera. 
Spolu s termolabilním enterotoxinem E. coli nebo pertusis toxinem patří mezi tzv. AB-toxiny. Ty dostaly 
svůj název podle charakteristické struktury. Obsahují A-podjednotku, která má katalytickou funkci, a 
B-podjednotku, zajišťující vazbu toxinu na receptor a jeho vstup do hostitelské buňky. Cholera toxin se 
řadí do podskupiny AB5, kde na jednu A-podjednotku připadá pentamer složený z B-podjednotek. Je 
endocytován buňkami střevního epitelu a z endozomů se dostává do Golgiho aparátu a následně do 
endoplazmatického retikula. Odtud se poté uvolňuje do cytosolu A-doména (Merritt and Hol, 1995; 
Wernick et al., 2010). Ta způsobuje ADP-ribozylaci proteinu regulujícího funkci adenylát-cyklázy, což 
vede k prudkému nárůstu produkce cAMP. V reakci na to začnou intoxikované enterocyty vylučovat 
soli a vodu do lumen střeva. Tím dochází k těžké dehydrataci organismu, která může končit až smrtí 
(Spangler, 1992).  

Studie sekretomu V. cholerae odhalila, že T2SS je v této bakterii zodpovědný za transport více 
proteinů, z nichž některé podporují funkci cholera toxinu. Jedním z nich je například sialidáza, která 
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štěpí kyselinu sialovou obsaženou v hlenu chránícím střevní epitel a napomáhá tak odhalení receptoru 
pro cholera toxin (Sikora et al., 2011). 
5.1.2 Termolabilní enterotoxin E. coli 

Termolabilní toxin (LT) enterotoxigenní E. coli je strukturně i funkčně velmi podobný cholera 
toxinu a patří tedy opět mezi AB5 toxiny. E. coli geny pro tento protein pravděpodobně získala 
horizontálním genovým přenosem od V. cholerae. Vznikl tak nový virulentní kmen, způsobující 
průjmové onemocnění lidí a hospodářských zvířat, které je příznaky zaměnitelné právě s cholerou 
(Yamamoto et al., 1987). Po objevení podobnosti mezi těmito dvěma toxiny se potvrdilo to, že i LT se 
z bakterií dostává pomocí T2SS (Tauschek et al., 2002). K úspěšnému dopravení LT do buňky hostitele 
je vyžadován přímý kontakt bakterie a enterocytu, nejspíše proto, že se tak zabrání neutralizaci toxinu 
protilátkami vyskytujícími se v lumen střeva. Bylo zjištěno, že lokalizace T2SS v E. coli není náhodná – 
sekreční aparát se vyskytuje především v blízkosti místa kontaktu s buňkou střevního epitelu. Je tak 
zajištěna co nejvyšší efektivita přenosu LT do enterocytu (Dorsey et al., 2006).  

Kvůli velkému stupni homologie mezi cholera toxinem a termolabilním enterotoxinem se 
předpokládalo, že sekreční signál u obou těchto substrátů bude stejný a tudíž snadněji 
identifikovatelný. Přestože se potvrdilo, že sekreční signál je nejspíše strukturního, nikoliv sekvenčního 
charakteru, oba proteiny zřejmě nesou vlastní sekreční signál. Mutace zastavující sekreci daného 
toxinu v sekrečním systému z jedné bakterie neovlivňovaly sekreci v systému z bakterie druhé. Tento 
překvapivý výsledek naznačuje, že koevoluce T2SS a jeho substrátů v každém z organismů bude velmi 
těsná a že se obecný sekreční signál pravděpodobně nikdy nepodaří objevit (Mudrak and Kuehn, 2010). 
5.1.3 Exotoxin A  

Exotoxin A je jedním z toxinů P. aeruginosa, bakterie způsobující u oslabených jedinců 
chronické infekce, jako je například těžký zápal plic s vysokou mírou úmrtnosti (Brewer et al., 1996).  
P. aeruginosa využívá k transportu svých proteinů pěti sekrečních systémů, většina virulenčních faktorů 
je pak substrátem sekrečního systému II nebo III (T3SS). Pro vývoj patogeneze je T3SS důležitější než 
T2SS – zatímco bakterie nesoucí pouze T3SS způsobovaly smrt pokusných zvířat téměř stejně rychle 
jako bakterie nemutované, u infekce kmeny s nefunkčním T3SS se doba přežití myší prodloužila, 
úmrtnost však přesto byla vysoká. Exotoxin A a další substráty T2SS tedy pravděpodobně také hrají roli 
v rozvoji zápalu plic zapříčiněného touto bakterií (Jyot et al., 2011).  
5.1.4 Chitináza L. pneumophila  

L. pneumophila je bakterie parazitující intracelulárně ve vodních a půdních prvocích a 
příležitostně i v  makrofázích lidských plicních sklípků. V takovém případě způsobuje tzv. legionářskou 
nemoc, projevující se především jako zápal plic (Diederen, 2008). K transportu svých proteinů přes 
vnější membránu využívá Legionella sekrečního systému typu IV, který je nutný pro růst bakterií 
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v makrofázích a amébách, a typu II, taktéž podstatného pro schopnost napadat améby (Hales and 
Shuman, 1999; Segal et al., 1999). Nedávno byla v této bakterii potvrzena také existence funkčního 
sekrečního systému typu I (Fuche et al., 2015).  

T2SS se u L. pneumophila podílí na sekreci minimálně 20 proteinů. Kromě různých lipáz a 
peptidázy byla v jejím sekretomu identifikována i chitináza ChiA, která je pravděpodobně virulenčním 
faktorem důležitým pro rozvoj plicní infekce. Přestože chitináza nijak neovlivňuje její schopnost množit 
se v makrofázích, na myším modelu bylo ukázáno, že má podstatný vliv na přežívání této bakterie 
v plicích. Chitin, který je tímto enzymem štěpen, se vyskytuje mimo jiné i v buněčných stěnách různých 
mikroorganismů jako jsou například plísně. Jedním z vysvětlení významu přítomnosti chitinázy u  
L. pneumophila by mohlo být to, že poskytuje výhodu v kompetici s některými dalšími mikroorganismů 
osidlujícími plíce (DebRoy et al., 2006).  
5.1.5 Pektát-lyázy D. dadantii 

Hlavním virulenčním faktorem D. dadantii je vícero typů pektát-lyáz, enzymů štěpících pektin 
a tedy způsobujících degradaci rostlinné buněčné stěny. Tato bakterie totiž napadá rostlinná pletiva, 
například bramborové hlízy, v nichž vyvolává měkkou hnilobu, která je důsledkem lytické aktivity 
těchto enzymů (Reverchon and Nasser, 2013). Pektát-lyázy jsou do těla rostliny transportovány pomocí 
T2SS a štěpí na různých místech uvnitř pektinového polymeru (Tardy et al., 1997).  

 
5.2 Enzymy k zisku živin 
5.2.1 Chitinázy V. cholerae 

V. cholerae dokáže růst ve dvou odlišných prostředích – v mořské vodě a v lidském trávicím 
traktu. Ve vodním prostředí má tendenci tvořit biofilm na podkladech obsahujících chitin, jako jsou 
například schránky zooplanktonu. Na adhezi k chitinu se podílí jeden ze substrátů T2SS, GbpA. Zdá se, 
že by zároveň mohl být důležitým virulenčním faktorem pro kolonizaci lidského střeva – 
zprostředkovává totiž nejen adhezi k chitinu, ale i k epiteliálním buňkám (Kirn et al., 2005; Pruzzo et 
al., 2008).  

Kromě tohoto chitin vazebného proteinu jsou pro přežívání V. cholerae v mořském biotopu 
důležité i chitinázy transportované pomocí T2SS. Chitináza ChiA a další chitin štěpící enzymy objevené 
v sekretomu V. cholerae slouží k zisku živin ze schránek korýšů a hmyzích vajíček, které jsou těmito 
bakteriemi osídleny (Connell et al., 1998; Sikora et al., 2011).  
5.2.2 Alkalická fosfatáza Caulobacter crescentus 

C. crescentus je bakterie žijící ve sladkých vodách, kde jsou organismy často ohroženy nízkou 
hladinou živin. Rod Caulobacter je velmi dobře adaptován právě na tato chudá prostředí (Nierman et 
al., 2001). Jednou z látek, které ve vodě bývá nedostatek, je fosfát. Kromě anorganického zdroje lze 
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však získat fosfát i z organických sloučenin. K tomu ovšem musí být bakterie vybavena geny pro 
fosfatázy a také systémem informujícím o nedostatku fosfátu, aby byly tyto enzymy syntetizovány jen 
v případě potřeby. Jednou z molekul, kterou C. crescentus produkuje jen při hladovění na fosfát, je 
lipoprotein s fosfatázovou aktivitou ElpS. ElpS je zakotven ve vnější membráně a později uvolňován do 
okolí, kde vykazuje fosfatázovou aktivitu a zpřístupňuje tak fosfát bakterii. U bakterií mutantních v T2SS 
se ElpS nehromadil v periplazmatickém prostoru, ale zůstal asociovaný s vnější membránou. Do 
membrány se tedy dostává mechanismem nezávislým na T2SS, ale bez něj není schopen odpoutat se 
od bakteriálního povrchu. C. crescentus tedy pravděpodobně pomocí T2SS vylučuje do prostředí dosud 
nespecifikovanou proteázu, která odštěpí ElpS od jeho membránové kotvy (Le Blastier et al., 2010).   
5.2.3 Celulázy Cellvibrio japonicus 

C. japonicus je půdní saprofytní bakterie, která velmi efektivně degraduje buněčné stěny 
odumřelých rostlin. Pro tento způsob získávání uhlíku a energie má širokou enzymatickou výbavu a 
dokáže tak štěpit celulózu, pektin, škrob, chitin nebo xylan (DeBoy et al., 2008). Celulázy, které jsou 
substrátem T2SS, umožňují této bakterii využívat celulózu jako zdroj živin. Bylo prokázáno, že  
C. japonicus účinně rozkládá proso nebo kukuřičnou siláž, tedy suroviny, které se obvykle používají 
k výrobě biopaliva. Navíc je snadno transformovatelný pomocí genů pro další lytické enzymy. Má tedy 
potenciál k zařazení do výroby paliv z obnovitelných zdrojů (Gardner and Keating, 2010). 

 
5.3 Proteiny s jinou funkcí 
5.3.1 Proteiny účastnící se oxidačně-redukčních dějů 

Některé bakterie umí použít jako terminální akceptor elektronů oxidované kovy, jako jsou 
například železité a manganaté oxidy či hydroxidy. Ty jsou redukovány, zatímco organická hmota je 
oxidována za uvolnění energie. Kovy v tomto stavu však bývají špatně rozpustné a nelze proto dopravit 
akceptor elektronů do buňky. Místo toho bakterie přenášejí elektrony na povrchy, v nichž jsou takové 
látky obsaženy. Geobacter sulfurreducens a Shewanella oneidensis, k tomu využívají multihemové 
cytochromy (Shi et al., 2009).  

Cytochromy OmcA a MtrC jsou lipoproteiny S. oneidensis zakotvené v její vnější membráně. 
Vážou oxidované kovy a přímo na ně přenášejí elektrony. Správné zařazení cytochromů do vnější 
membrány má zřejmě na starosti T2SS. Cytochromy zbavené lipidické kotvy tato bakterie za 
normálních podmínek uvolňuje do média, médium s mutantami v podjednotkách T2SS však takových 
proteinů obsahuje znatelně méně (Shi et al., 2008). 

Jiný efekt má mutace v T2SS na G. sulfurreducens. I tato bakterie obsahuje ve vnější membráně 
cytochromy, které slouží k přenosu elektronů z buňky. Delece genu pro pseudopilin však nemá žádný 
vliv na jejich lokalizaci. Bakterie postrádající tento gen ovšem přesto nedokáží redukovat nerozpustné 
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železité a manganaté ionty. Předpokládá se proto existence dalšího proteinu s touto funkcí, který 
obsahuje v aktivním centru ionty mědi a který je do extracelulárního prostoru transportován pomocí 
T2SS (Mehta et al., 2006). 
5.3.2 Protein s vlivem na motilitu L. pneumophila 

Substráty T2SS mohou mít kromě účasti v bakteriálním metabolismu, zisku živin a interakcích 
s jinými organismy i další, méně obvyklé funkce. Důkazem toho je jev sledovaný u L. pneumophila. Tato 
bakterie za specifických podmínek vykazuje pasivní typ pohybu, tedy pohyb nezávislý na bičíku nebo 
fimbriích, nazvaný povrchová translokace. V týchž podmínkách u nich lze pozorovat produkci biofilmu. 
Všechny mutanty v některé z částí T2SS byly defektní jak v produkci biofilmu, tak i ve schopnosti 
pohybovat se tímto způsobem. Pokud ale tyto mutanty byly v kontaktu s biofilmem vytvořeným 
nemutantními bakteriemi, schopnost povrchové translokace kolonií byla zachována. Pohyb tedy 
nezávisí na sekrečním systému jako takovém, ale na jeho substrátu. Ten pravděpodobně působí jako 
surfaktant – látka snižující povrchové napětí – čehož bakterie využívá ke klouzavému pohybu (Stewart 
et al., 2009). Složení tohoto surfaktantu není doposud známo, ale nejspíše bude aspoň z části lipidické 
povahy. Jeho role v tvorbě T2SS také nebyla objasněna. Možností je však více. T2SS může u  
L. pneumophila transportovat nějakou regulační molekulu, která bakterii informuje o tom, že je 
potřeba surfaktant syntetizovat, nebo je jeho substrátem exoenzym nutný k plné aktivaci surfaktantu. 
Samotné složky surfaktantu T2SS netransportuje, to je pravděpodobně zajištěno TolC, kanálem vnější 
membrány (Stewart et al., 2011).   
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6 T2SS v mitochondriích eukaryot 
V naší laboratoři bylo nedávno objeveno, že v mitochondriích některých protistů se vyskytuje 

několik podjednotek T2SS. Bioinformatické studie odhalily v genomech Naegleria gruberi, Andalucia 
godoyi a Malawimonas jakobiformis geny pro sekretin, sekreční ATPázu, pseudopilin a protein 
cytoplazmatické membrány GspF. Analýza těchto genů ukázala, že mají u všech zmíněných organismů 
společný evoluční původ. Eukaryotický sekreční systém je tedy monofyletický. Nabízí se možnost, že se 
jedná o pozůstatek po bakteriálním endosymbiontovi, z něhož mitochondrie pocházejí (Lang et al., 
1999). Pokud by se takový předpoklad potvrdil, mohla by tato skutečnost být cenným zdrojem 
informací o původu eukaryotické buňky. Jak je vidět na obrázku 8, buňky těchto protistů zároveň 
obsahují i typicky mitochondriální transportní systémy. Mohlo by se tedy jednat o jakýsi přechodný 
stav mezi bakterií a mitochondrií.  
 

 
Obrázek 8: Srovnání sekrečního systému typu II u Naegleria sp. (A) a v gramnegativní bakterii (B). V mitochondrii se objevují 
pouze čtyři z podjednotek T2SS – sekretin, pseudopliln, sekreční ATPáza a GspF. Vyskytují se tu ovšem spolu s transportními 
systémy obvyklými pouze u mitochondrií, jako je TOM (transportér vnější mitochondriální membrány) a TIM (transportér 
vnitřní mitochondriální membrány), které zajišťují přenos proteinů do mezimembránového prostoru a dále do mitochondriální 
matrix. Některé z dalších transportních komplexů (jako je například SAM) mají prokázaný bakteriální původ (Chacinska et al., 
2009). Takové komplexy jsou v obrázku vyznačeny černou barvou. Vytvořeno podle Korotkov et al., 2012. 

Naegleria a Andalucia jsou organismy řazené do skupiny Excavata, ačkoliv spadají v rámci 
fylogenetického stromu této skupiny do odlišných větví – Naegleria do kmene Heterolobosea a 
Andalucia mezi jakobidy, případně sestersky k nim. Malawimonas je poněkud problematickým rodem. 
Některé analýzy ho umisťují mezi Excavata, jiné mimo tuto skupinu (Hampl et al., 2009). To, že 
mitochondrie těchto organismů obsahují původní bakteriální proteiny, které jinde nebyly objeveny, by 
mohlo být znakem jejich velkého evolučního stáří a také podporou pro teorie, které kladou kořen 
fylogenetického stromu eukaryot právě do skupiny Excavata nebo do její blízkosti (Williams, 2014). 
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Přestože je jeho stavba velmi redukovaná, není vyloučeno, že i tento sekreční systém slouží 
k transportu proteinů. Žádné substráty doposud nebyly odhaleny, uvažuje se však například o 
proteinech obsahujících hem, jehož syntéza je dokončována právě v mitochondriích (Ryter and Tyrrell, 
2000). 
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7 Závěr 
Sekreční systém typu II zajišťuje u gramnegativních bakterií transport proteinů přes vnější 

membránu. Substráty T2SS se účastní interakcí patogenních bakterií s hostitelem a hrají roli v získávání 
živin a bakteriálním metabolismu. Také jsou podstatné pro vztahy ve společenstvu mikroorganismů. 

Tato bakalářská práce shrnuje nynější znalosti o T2SS – o podjednotkách, z nichž je složen, a 
mechanismu jeho fungování. Dále uvádí příklady proteinů, které využívají T2SS k translokaci mimo 
bakteriální buňku. 

T2SS byl podrobně studován hlavně kvůli svému spojení s některými bakteriálními toxiny, jako 
je například cholera toxin, jenž je hlavním virulenčním faktorem V. cholerae. Přesto ještě zbývá mnoho 
skutečností, které je v tomto výzkumu třeba objasnit. Pozornost je věnována zejména hledání 
sekrečního signálu a také upřesnění mechanismu, jakým T2SS funguje. Také doposud není znám přesný 
stechiometrický poměr podjednotek T2SS, hlavně v komplexu cytoplazmatické membrány. Bádání by 
se také mělo zaměřit na pozůstatky T2SS, které byly objeveny v mitochondriích některých protistů ze 
skupiny Excavata. Mohly by totiž být zdrojem důležitého poznání o evoluci eukaryotické buňky. 
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8 Seznam používaných zkratek 
 

Gsp obecná sekretorická dráha 
IM cytoplazmatická membrána 
LT termolabilní toxin enterotoxigenní E. coli 
OM vnější membrána 
SRP signál rozpoznávající částice 
T2SS sekreční systém typu II 
T3SS sekreční systém typu III 
Tat twin-arginin translokázový systém 
TIM transportní komplex vnitřní mitochondriální membrány 
TOM transportní komplex vnější mitochondriální membrány 
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