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Abstrakt

Tato prace popisuje stavbu a skladani sekrec¢niho systému typu Il, jenZ se vyskytuje u nékterych
gramnegativnich bakterii, jako je naptiklad Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa, Legionella
pneumophila Ci Klebsiella oxytoca, a transportuje jejich exoproteiny pres vnéjSi membranu. Déle
predstavi hypoteticky mechanismus jeho ¢innosti a také nékolik dalezZitych substratd, které jsou timto
systémem transportovany — toxiny, enzymy k zisku Zivin a proteiny Ucastnici se bakteridlniho
metabolismu nebo pohybu. Na zavér se vénuje objevu tohoto sekre¢niho systému v mitochondriich

nékterych protistl a jeho vyznamu pro vyzkum evoluce eukaryotnich organismu.
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Abstract

This thesis describes the structure and the assembly of the type Il 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 Uvod

Jednou z duleZitych charakteristik gramnegativnich bakterii je pfitomnost dvou membran.
Vnéjsi membrana prindsi fadu vyhod, ale zaroven nékteré problémy spojené s komunikaci mezi burikou
a okolim. Gramnegativni bakterie proto musi obsahovat mnoho genli pro komplexy asistujici pfi
transportu nejriznéjsich latek obéma sméry pres tuto membranu. Pfikladem takového asisten¢niho
komplexu je i sekre¢ni systém typu Il (T2SS), jenz napomaha translokaci bakteridlnich proteinli do
vnéjsiho prostredi. Tento systém byl doposud objeven u mnoha druhl bakterii, z nichZ nékteré jsou
plvodci zavaznych onemocnéni ¢lovéka (Vibrio cholerae, urcité patogenni kmeny Escherichia coli Ci
Legionella pneumophila), pfipadné pusobi citelné skody na zemédélskych plodinach (Dickeya dadantii
nebo Xanthomonas campestris). Kromé virulenc¢nich faktor(l patogennich bakterii se vSak pomoci T2SS
transportuji i enzymy rozkladajici polymery za ucelem zisku Zivin a proteiny Ucastnici se respiracniho
fetézce nebo napomahajici pohybu bunék. Substraty T2SS také hraji roli v mezidruhovych interakcich
v mikrobialnich spolecenstvech. V nedavné dobé byly nékteré ¢asti T2SS pozorovany v mitochondriich
nékterych protistl ze skupiny Excavata, ktefi jsou nékdy povaZzovani za jednu z nejplvodnéjsich skupin
eukaryot. Vyzkum T2SS by tedy mohl pfinést cenné poznatky o evoluci mitochondrii i eukaryotickych
organismd.

Cilem této prace je shrnout dosavadni znalosti o tomto sekre¢nim systému, predstavit
podjednotky, z nichZ je sloZeny, a interakce mezi nimi. Také popise nynéjsi predstavy o mechanismu
sekrece pomoci T2SS a vyjmenuje zajimavé substraty, které jsou jim transportovany. Posledni ¢ast

prace pak bude vénovana objevu podjednotek T2SS v eukaryotické mitochondrii.



2 Membrany gramnegativnich bakterii a proteinovy transport
Gramnegativni bakterie jsou kromé cytoplazmatické membrany obalené jesté dalsi, vnéjsi

membranou. Mezi membranami se nachazi tzv. periplazmaticky prostor. Z hlediska transportu se jedna
o znacné zvyseni sloZitosti systému. Pocet moznosti lokalizace protein( v bunce se tim totiz rozsiti a
latky urcené pro sekreci z buriky musi misto jedné lipidické dvojvrstvy prekonat dvé (Pugsley, d’Enfert,
Reyss, & Kornacker, 1990). U gramnegativnich bakterii se proto vyvinulo nékolik komplexnich
sekrec¢nich systéml, doposud jich bylo popsano Sest. Jak je vidét na obrazku 1, nékteré z nich (sekrecni
systémy typu |, lll, IV a IV) pfendseji substrat jak pres cytoplazmatickou, tak i pfes vnéjsi bakteridlni
membranu, zbylé (sekreéni systémy typu Il a V) zajistuji sekreci pouze pres membranu vnéjsi.
V takovém pripadé musi byt transportované proteiny nejdfive dopraveny do periplazmatického
prostoru. K tomu slouzi bud obecnd sekretorickd nebo Tat draha. Obé se vyskytuji nejen u

gramnegativnich, ale i u grampozitivnich bakterii a ddle u archei a eukaryot (Tseng et al., 2009).
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Obrdzek 1: Prehled bakteridlnich sekreénich systémii a zjednodusené zndzornéni jejich funkce. Sekrecni systémy typu | az VI
zajistuji transport proteint u gramnegativnich bakterii. Typ VIl je vlastni mykobakteriim, které ackoliv patri mezi bakterie
grampozitivni, jsou také obklopené dvéma membrdanami. Sekrecni systémy typu Ill, IV a VI jsou u nékterych patogennich
bakterii  duleZité  pro interakce s hostitelem — transportuji  proteiny pfimo do  hostitelské  buriky.
OM — vnéjsi membrdna, IM — cytoplazmatické membrdna, HM — membrdna hostitele, OMP — protein vnéjsi membrany.
Prevzato z Tseng et al., 2009.

Hlavni slozkou obecné sekretorické (Sec) drahy je membranovy heterotrimer SecYEG, k némuz
je pripojena ATPaza SecA poskytujici energii pro transport. K Sec translokonu se proteiny dostavaji
dvéma zpUsoby — bud pomoci signdl rozpoznavajici ¢astice (SRP) nebo SecB chaperonu (Tseng et al.,
2009).

Tat (twin-arginin translokdza) transportuje pres cytoplazmatickou membrdnu jiz sbalené
proteiny a jako signal pro translokaci vyZaduje v substratu motiv se dvéma za sebou jdoucimi argininy.
Sklada se ze tfi podjednotek TatA, TatB a TatC (Patel et al., 2014).

Sekrec¢ni systém typu Il (T2SS) navazuje prfedevsim na Sec drahu, ale nékteré ze substratd jsou

do periplazmy pfenaseny pomoci Tat drahy.



T2SS byl objeven v poloviné 80. let 20. stoleti u Klebsiella pneumoniae, kdy se zjistilo, Ze okoli
genu pro pullulandzu, enzymu katalyzujiciho u téchto bakterii rozklad skrobu, je dalezité pro sekreci
pullulandzy do vnéjsiho prostredi (Enfert et al., 1987). Pozdéji byl nalezen u mnoha dalSich druht

bakterii a zkouman predevsim kv(li své Uloze v patogenezi.



3 Slozeni a skladani T2SS
U bakterii se T2SS sklada z 12 homolognich proteinli a nékdy i nékolika dalsich, specifickych

pouze pro nékteré skupiny téchto organism(. Nazvoslovi casti T2SS neni sjednocené, ale pro
homologni proteiny se nékdy pouZiva pfedpona Gsp nasledovana velkym pismenem. Toto nazvoslovi,
které ve své praci budu pouZivat i ja, odkazuje na obecnou sekretorickou drahu (,General secretory
pathway”), protoze T2SS je u gramnegativnich bakterii jejim hlavnim pokracovanim.

T2SS se sestava ze tfi hlavnich
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Obrazek 2: Srovndni sekrecniho systému typu Il a systému pro stavbu pilu Mattick, 1993). Prokazatelna
typu IV. Homologie gent byla prokdzdna u GspD a PilQ, GspE a PilB,

pseudopilinii a PilA a také u GspF a PilC. Podobnost ostatnich proteini je homologie byla nalezena u ¢tyr gent
strukturni. Prevzato z Korotkov et el., 2012.

— pro prepilin-peptidazu (v T2SS
oznacované jako GspQ), sekrecni ATPazu (GspE), sekretin (GspD) a transmembrdnovy protein
z cytoplazmatické membrany (GspF) (Peabody, 2003) — a dalsi ze sloZek téchto systémi vykazuji

podobnost strukturni (viz obrazek 2).

3.1 Komplex vnéjSi membrany

Komplex vnéjsi membrany je tvoren predevsim proteinem GspD, patficim do rodiny sekretina.
Ty mUZeme dale nalézt nejen v systému pro skladani pilu typu IV, ale i v sekrecnim systému typu lll.
Sekretin vyuZivaji také nékteré druhy bakteriofagl k opusténi bakteridlni bunky. VSechny sekretiny
vytvareji ve vnéjsi membrané velké kanaly sloZzené z 12 — 15 podjednotek (Korotkov et al., 2011). Studie
provadéna u V. cholerae ukazala, Ze sekretinovy kanal v T2SS obsahuje podjednotek 12. Jak je patrné
z obrazku €. 3, tento kanal je rozdélen na tii ¢asti (periplazmatickou, membranovou a extracelularni),

které jsou vzajemné oddélené vratky. Na vnitfni strané kanalu je prostorny periplazmaticky vestibul,
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jenz je priblizné ve dvou tretinach délky zlUZzen a poté periplazmatickymi vratky oddélen od
extracelularni dutiny. Nasleduji extracelularni vratka, kterymi se protein dostdva mimo bakterialni
buriku a ve kterych na rozdil od periplazmatickych vratek z(stava maly otvor i tehdy, kdyzZ je kanal

V uzavieném stavu.
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Obrdzek 3: Struktura sekretinového kandlu. Model vytvoreny na zdkladeé analyzy dodekameru GspD z V. cholerae pomoci
kryoelektronové mikroskopie. Prevzato z Reichow, Korotkov, Hol, & Gonen, 2010 a upraveno.

Kromé velké membranové C-koncové domény obsahuje GspD c¢tyti subdomény NO-N3, které
tvori periplazmatickou cast sekretinového kandlu. Zatimco povrch extraceluldrni dutiny je uvnitf
hladky, periplazmaticky vestibul se sklada ze tfi koncentrickych kruhl. Ty odpovidaji dodekamerim
z prvnich tfi N-koncovych subdomén. Dvanact subdomén N3 se pak pravdépodobné nachdzi v misté
zUZeni (Reichow et al., 2010).

Na N-konci obsahuje GspD signalni sekvenci pro Sec drahu, pomoci niz se dostava pres
cytoplazmatickou membrdnu do periplazmatického prostoru a kterd je po transportu odstépena
signaini peptidazou. (Enferts et al., 1989). Studie na K. oxytoca ukazaly, Ze GspD vyZaduje pro
zabudovani do vnéjsi membrany maly lipoprotein GspS, oznacovany také nékdy jako pilotin. Druhou
funkci GspS je zvySovani stability monomer( GspD, které se nachazeji v periplazmé (Shevchik and
Condemine, 1998). Sekretin dokaze vytvaret spravné multimery bez pomoci pilotinu. Ty se ovsem
v takovém pripadé zabudovavaji do cytoplazmatické membrany (Guilvout et al., 2006). U kmenl
bakterii mutantnich v GspS se také ve vétsi mife objevuji degradacni produkty sekretinu. Pfi zkoumani
téchto kratsSich peptidd se zjistilo, Ze degradovana byva C-koncova doména (Hardie et al., 1996).
S C-koncovou ¢asti sekretinu interaguje také samotny pilotin. Tento vazebny Usek GspD byva nazyvan
S-doména a vazbou pilotinu nabyva své sekundarni struktury nezavisle na zbytku GspD. Jiné typy

sekretinll S-doménu nemaji. Pokud je k nim uméle pripojena, jsou tyto sekretiny v nepfitomnosti



pilotinu méné stabilni nez bez této domény. Naopak pomoci GspS jsou stabilizovany a spravné
zabudovany do vnéjsi membrany (Daefler et al., 1997; Nickerson et al., 2011).

Pilotin je maly lipoprotein s Ctyfmi a-helixy, ktery obsahuje hydrofobni Zlabek, jenz je
pravdépodobné vazebnym mistem pro S-doménu sekretinu (Tosi et al., 2011). Do periplazmatického
prostoru se dostava pomoci Lol dréhy (Collin et al., 2011), kterd v bakteriich obecné zajistuje transport
lipoproteind do vnéjsi membrany. Sklada se z LolCDE, LolA a LolB, pficemz LolCDE je ABC transportér,
prenasejici lipoproteiny pres cytoplazmatickou membranu. LolA pak vaze lipoproteiny v periplazmé a
nasméruje je na LolB, coZ je protein vnéjSi membrany, ktery zprostfedkuje vlastni zabudovani
lipoproteinu (Zickert, 2014). Poté, co pilotin projde pres LolCDE, navaze se na LolA a GspD. Monomery
GspD tedy pravdépodobné putuji periplazmou v komplexu s GspS a LolA. Jakmile jsou takto navedeny
do vnéjsi membrany, tvori zde multimerni kanal nejspise bez asistence dalSich proteinl. Pokusy na
Klebsiella oxytoca ukazaly, Ze jednu z funkci pilotinu Ize nahradit, pokud se ze sekretinu uméle vytvofi
lipoprotein. Po acylaci N-konce GspD mastnou kyselinou se sekretin spravné vklada do vnéjsi
membrany i bez pfitomnosti GspS. Bakterie s takto upravenym sekretinem presto nejsou schopné
sekretovat pullulanazu, nebot druhou funkci — ochranu sekretinu pred degradaci — se acylaci sekretinu
zastoupit nepodafilo (Collin et al., 2011).

V genomech nékterych druh( (konkrétné u P. aeruginosa, V. cholerae, A. hydrophila, X.
campestris a enterotoxigenni E. coli) chybi geny kddujici homology pilotinu a jejich funkce je zde
zastoupena jinym mechanismem (Korotkov et al., 2012).

P. aeruginosa ma k dispozici dva funkcni sekrecni systémy typu Il. Jeden z nich, oznacovany
jako hxc, slouzi k sekreci alkalické fosfatdazy — enzymu odstépujiciho fosfat z organickych sloucenin.
Exprese gen( tohoto systému se spousti pfi limitaci fosfatem (Ball et al., 2002), pficemZ nedochazi
k expresi specifického pilotinu. Homolog sekretinu, HxcQ, je ovsem sam lipoprotein a jeho lipidicka
kotva na N-konci zajistuje spravné vlozeni sekretinu do vnéj$i membréany. Po jejim odstranéni se
sekretin vklada do membrdany cytoplazmatické — stejné jako pti odstranéni genu pro pilotin z K. oxytoca
(Viarre et al., 2009).

| genom E. coli obsahuje dva T2SS, oznacované jako T2SSa a T2SSB. Zatimco nepatogennimu
kmenu K-12 chybi pro T2SSB podstatna ¢ast gend, enterotoxigenni kmeny ho koduji cely a transportuji
s jeho pomoci svlij termolabilni enterotoxin. Jiné kmeny maji v genomu oba sekrecni systémy. Operon
T2SSB obsahuje navic tfi geny, které nemaji homology mezi T2SS jinych druh(. Jeden z nich, YghgG, je
lipoproteinem vnéjsi membrany a pravdépodobné zastava funkci pilotinu (Strozen et al., 2012). Také
u V. cholerae byl objeven s GspS strukturné nepribuzny pilotin oznacovany jako AspS (Dunstan et al.,

2013).



Sekrecni systém A. hydrophila obsahuje v cytoplazmatické membrané ExeAB, komplex vazici
peptidoglykan. Jeho druhou funkci je napomahat multimerizaci sekretinu a spravné ho nasmérovat do
vnéjsi membrany. Pomoci kvasinkového dvouhybridniho systému se zjistilo, Ze zatimco ExeA se
sekretinem nijak neinteraguje, ExeB s nim vytvafi silnou vazbu. Pro sekreci je ovsem nezbytnd i vazba
ExeA k peptidoglykanu (Ast et al., 2002; Li and Howard, 2010; Vanderlinde et al., 2014).

V genomu D. dadantii je sice obsazen gen pro GspS, ale zda se, Ze na stabilizaci jejiho sekretinu
se podili jesté dalsi protein, OutB, jenZ je zakotven v cytoplazmatické membrané a se sekretinem

pravdépodobné interaguje pfimo (Condemine and Shevchik, 2000).

3.2 Pseudopilus

Pseudopilus se sklada z péti proteinl oznacovanych jako pseudopiliny — GspG, GspH, Gspl, Gspl
a GspK. Svlij nazev dostaly poté, co byla u P. aeruginosa prokazana sekvencni homologie hydrofobni
Casti N-koncového a-helixu mezi proteiny PilA, hlavni slozkou pilu typu IV, a prvnimi CEtyfmi
jmenovanymi pseudopiliny (Bally et al., 1992). Posledni pseudopilin, GspK, byl objeven az pozdéji. Od
ostatnich pseudopilinl se totiz ponékud lisi. Ma vy$si molekulovou hmotnost a postrada jinak
konzervovany aminokyselinovy zbytek v N-koncové sekvenci (Bleves, 1998).

Po objeveni homologie s pilinem vyvstala otdzka, zda tyto proteiny netvofri vliaknité komplexy
i v ramci sekrecniho systému. Byly provadény pokusy na E. coli transformované vysokokopiovym
plazmidem nesoucim geny pro sekreci pullulandzy z K. oxytoca, pfi nichz bylo na povrchu bakterii
mozno pozorovat pildm podobné struktury, jak
ukazuje obrazek ¢. 4. BEhem analyzy téchto struktur
se zjistilo, Ze se v nich vyskytuje predevsim GspG,
ostatni pseudopiliny se zde nepodafilo prokazat
(Sauvonnet et al., 2000). Pfi dalsim vyzkumu bylo
objeveno, Ze pillim podobné struktury se na povrchu
bunék vytvareji pouze pfi vysoké Urovni exprese
sekre¢nich proteinli, ale Ze hladina sekrece

v takovém pripadé zlstava stejnd jako pfi nizsi

expresi. Zjistilo se, Ze za normalnich okolnosti se

: *ipm
pseudopilus tvofi mezi cytoplazmatickou a vnéjsi ;

membranou. Navic se z nej podarllo vylzolovat ! Obrézek 4: Vidknité struktury na povrchu E. coli

pozorované po jeji transformaci vysokokopiovym
plazmidem nesoucim GspG. Tyto struktury byly znaceny

daldi typ pseudopilinu se v sekreénim pseudopilu protildtkami proti GspG. Obsah jinych proteind v nich neby!
prokdzadn. Prevzato z Vignon et al, 2003.

GspH a bylo tedy prokazano, Zze minimalné jeden

vyskytuje, byt v nizsi koncentraci (Hu et al., 2002).
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Pro svou stéZejni roli ve stavbé pseudopilinu byva GspG oznacovan jako hlavni pseudopilin,
ostatni Ctyfi pseudopiliny pak jako vedlejsi. V pseudopilu jsou totiZz zastoupeny v mensim mnoZzstvi
(Nunn and Lory, 1993). Jsou ale velmi dlleZité pro spravné sestaveni pseudopilu. Komplex ¢tyr
vedlejsich pseudopilind se pravdépodobné nachazi na Spicce pseudopilu a mimo jiné brani tomu, aby
vznikaly vlaknité struktury tvorené hlavnim pseudopilinem na povrchu bunék. Ty vznikaji az pti zvysené
expresi genl pro pseudopiliny, kterd vede ke stechiometrické nevyvazenosti podjednotek pseudopilu.
(Douzi et al., 2009)

Piliny tvofici pilus typu IV se skladaji z N-koncového a-helixu, B-listu ze ¢tyf antiparalelnich
vldken a variabilni domény, tzv. af-smycky. Pseudopiliny maji podobnou strukturu, ale jejich af-
smycky jsou konzervovanéjsi a B-listy nékterych z nich obsahuji jen 3 vldkna. GspG se vyznacuje
charakteristickou konzervovanou sekvenci na C-konci af-smycky, kterou lze tedy pravdépodobné
vyuzit k odliseni od ostatnich pseudopilin (Alphonse et al., 2010). Ve struktufe GspG se navic nachazi
misto, kde je koordinacné vdzan vapenaty kation. Ten je klicovy pro spravnou funkci pseudopilu. Za
vazbu vapniku jsou zodpovédné dva aspartatové zbytky — pokud byly oba zaménény za jinou
aminokyselinu, nedochazelo vibec k sekreci pomoci T2SS (Korotkov et al., 2009). GspK ma k obvyklé
strukture pseudopilind navic dalsi doménu, coz je také divodem jeho vyssi molekulové hmotnosti, a
GspH a GspJ maji prodlouZenou variabilni smycku (Korotkov and Hol, 2008).

Piliny z pila typu IV jsou syntetizovany jako prekurzory, tzv. prepiliny. Ty na N-konci nesou
konzervovanou sekvenci Sesti hydrofobnich aminokyselin, po jejimZz odstépeni se z prepilinu stava
maturovany pilin. Za Stépeni je zodpovédna sekvencné specificka proteaza PilD (prepilin-peptidaza)
(Nunn and Lory, 1991). Pfi vyzkumu funkce prepilin-peptiddzy u P. aeruginosa bylo zjisténo, Ze
mutantam v pilD chybi i schopnost sekrece nékterych protein. Ty se misto toho hromadily
v periplazmatickém prostoru (Strom et al., 1991). N-koncové procesovani bylo posléze popsdno i u
GspG, GspH, Gspl, GspJ a GspK. Navic bylo zjisténo, Ze nové odhaleny N-konec pilini a pseudopilind je
prepilin-petiddzou metylovan (Bally et al., 1992; Bleves, 1998; Nunn and Lory, 1993). Prepilin-
peptiddza je enzymem cytoplazmatické membrany (Nunn and Lory, 1991). Prekurzor hlavniho
pseudopilinu (a nejspis i prekurzory ostatnich pseudopilintl) je plsobeni prepilin-peptidazy vystaven
po kotranslacni inzerci do membrany. K té vyuziva Sec translokonu a signal rozpoznavajici ¢astice (SRP)
(Francetic et al., 2007).

Pro skladani pseudopilu byl navrzen nasledujici model: V membrané interaguje Gspl s GspJ,
které poté iniciuji vznik hlavni ¢asti pseudopilu tvofené GspG. K vedlejsim pseudopilinim se pridava
GspK. Vznika tak komplex, jenZz se posléze bude nachazet na Spi¢ce pseudopilu. GspH se také vaze
k tomuto komplexu, ale jeho funkce stale neni jasna. Elongace pseudopilu probiha pomoci pfidavani

GspG podjednotek, pravdépodobné aZz do té doby, nez velka globularni doména GspK kontaktem se
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sekretinovym pdérem ve vnéjsi membrané zabrani dalsimu prodluzovani (Cisneros et al., 2012; Douzi et

al., 2009; Korotkov and Hol, 2008).

3.3 Sekrecni ATPaza

ATPaza, oznacovana v T2SS jako GspE, se sklada ze tfi domén — N1, N2 a C-koncové domény —
a Stépenim ATP poskytuje energii pro sekreci. Blizko konce se nachazi misto, kde je ¢tyfmi cysteiny
koordinovany kation zinku. Jeho odstranéni ovSem pouze snizi ATPazovou aktivitu, takZze tento kovovy
ion neni pro funkci tohoto enzymu nepostradatelny.

S N1 a C-koncovou doménou interaguje GspL, jeden z proteinl komplexu vnitfni membrany,
ktery ma nejspiSe za ukol prevadét energii k dalSim ¢astem sekrecniho systému. Béhem nedavnych
pokusl se podafilo ziskat krystalovou strukturu GspE spolecné s cytoplazmatickou doménou Gspl a
bylo zjisténo, Ze Gspl vaze nejspise i ATP ze sekrecni ATPazy. ProtoZe vSak GspL postrada konzervované
zbytky dllezité pro ATPazovou aktivitu, tato vazba pravdépodobné neni pro poskytovani energie
ostatnim proteinlim T2SS podstatnd (Camberg and Sandkvist, 2004; Lu et al., 2014). Zato sekrecni
ATPaza je z tohoto hlediska nezbytna. Mutace aminokyselinovych zbytkl klicovych pro stépeni ATP
v GspE vedla k neschopnosti T2SS transportovat proteiny (Patrick et al., 2011).

Zda se, Ze GspE pracuje jako oligomer, nejspisSe hexamer. Oligomerizace GspE vyrazné zesiluje
jeho ATPazovou aktivitu. Samotny GspE se vSak vyskytuje prevainé jako monomer (Camberg and
Sandkvist, 2004). Ochotu GspE tvofit oligomery s vysokou ATPazovou aktivitou mozna zvysSuje pravé
Gspl. Déje se tak pravdépodobné souc¢asnym navazanim cytoplazmatické domény GsplL a kyselych
fosfolipidl jako je napriklad kardiolipin nebo fosfatidylglycerol (Camberg et al., 2006). Hexamery GspE
se zatim nepodafilo vyizolovat. Jejich krystalova struktura byla zkoumana pomoci Hcpl, o némz je
znamo, Ze sdm dovede tvofit hexamery. Byl proto pfipraven fuzni protein GspE s Hcpl. Hcpl se
zformoval do podoby tzv. asisten¢niho hexameru, ktery umoznil multimerizaci GspE. Byly pozorovany
dva typy hexamer(. Strukturni motiv jednoho z nich pfipominal usporadani ATPazy z homologniho

systému pro tvorbu pilu typu IV (Lu et al., 2013).

3.4 Komplex cytoplazmatické membrany

V cytoplazmatické membrané se z proteinl T2SS nachazeji GspL, GspM, GspF a GspC. Spojuji
sekretin a pseudopilus se sekrecni ATP4azou GspE.

GspL se sklada ze tfi casti — cytoplazmatické domény, transmembranového helixu a
periplazmatické domény (Py et al., 1999). Byly prokazany jeho interakce s hlavnim pseudopilinem,

stejné jako se sekre¢ni ATPazou, jejiz aktivitu potfebuje pseudopilin pro polymeraci. Hlavni funkci GspL



by tedy mohl byt pfenos energie z cytoplazmatické ATPazy GspE na podjednotky GspG. Interakce mezi
Gspl a GspE je nezbytna pro sekreci pomoci T2SS. Zajimavé je, Ze GspL je schopen vazat GspG aZ poté,
co je prekurzor tohoto pseudopilinu Stépen prepilin-peptiddzou. To, Ze pouze tato forma je
rozeznavana Gspl, je mozna jednim z divod(, pro¢ nemuze byt GspG pred procesovanim zabudovan
do pseudopilu (Gray et al.,, 2011; Sandkvist et al., 1995). Byly prokazany i interakce GspL a dvou
vedlejsich pseudopilintl GspJ a GspK (Douet et al., 2004).

Vazba GspL na GspE zpUsobi konformacni zménu v obou téchto proteinech. Na této zméné
v GspL nejspiSe zavisi prenos energie ze Stépeného ATP aZ na hlavni pseudopilin, ktery ma byt
polymerovan (Gray et al.,, 2011; Py et al.,, 1999). GspL zfejmé zaroven svou vazbou podporuje
oligomerizaci GspE a tim zesiluje jeho ATPazovou aktivitu (Camberg et al., 2006). Studium struktury
Gspl odhalilo, Ze jeho cytoplazmaticka doména vykazuje zna¢nou podobnost s ATPdzami aktinového
typu, prestoze nékteré domény pfitomné u ostatnich ¢lenl této proteinové rodiny u néj chybi. Také
vysoce konzervované ATPazové misto u néj nebylo nalezeno a ani nic jiného nenasvédcuje tomu, Ze by
samotny GspL mél ATPazovou aktivitu (Abendroth et al., 2004).

Dalsi protein, s nimz GspL interaguje, je GspM, ktery je také soucasti komplexu cytoplazmatické
membrany (Sandkvist et al., 1999). GspM prochazi stejné jako GspL jednou pres membranu, jeho
N-koncova cytoplazmatickda doména je vsak mnohem kratSi. Oba tyto proteiny jsou si strukturné
podobné — jejich periplazmatické domény sdileji tutéz variaci na tzv. feredoxinovy motiv (zaujimaji
sekundarni usporadani aBB-aBpB) a obé tvori homodimery. | pres strukturni podobnost domén je vsak
zpUsob tvorby dimer( odlisSny (Abendroth et al., 2005, 2009). Bylo prokazano, Ze tvorba komplexu
s GspM je podstatna pro stabilitu GspL — v nepfitomnosti GspM je jeho degradace mnohem rychlejsi
(Abendroth et al., 2004). Jak GspL, tak i

GspM se tedy shlukuji v homodimery, O‘* @
l;@

ale zaroven interaguji se sebou

navzajem. Obé tyto vazby se vsak @
netvofi najednou a vazebna mista pro @

homodimerizaci a heterodimerizaci se

D' @

proto nejspiSe prekryvaji. Kompetice

mezi témito dvéma vazebnymi Homotypicke Heterotypicke
L/L a M/M interakce L/M interakce

partnery by mohla byt dilezitd pro

mechanismus sekrece pomoci T2SS. Je  oprazek 5: znézornéni modelu prevodu energie ze stépeni ATP na
pseudopilus. Podle Lallemand et al., 2013 miZe zména konformace
sekrecni ATPdzy zplsobit zménu vazeb mezi GspM a GspL. Cyklické striddani
homotypickych a heterotypickych interakci by vedlo k rotaci pseudopilu a
uvolnéni mista pro pfiddni dalSich podjednotek GspG.

mozné, Zze pfi kaizdém  kroku
polymerace se jeden typ vazby prepne
na druhy typ, coz vede k rotaci
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pseudopilu a pripravé na pfipojeni dalsiho pseudopilinu. Tento mechanismus je pfiblizen na obrazku
¢. 5 (Lallemand et al., 2013).

GspF, dalsi z proteint komplexu vnitfni membrany, obsahuje tfi transmembranové helixy a dvé
veétsi cytoplazmatické domény. GspF tvofi v membrané komplex s GspE a GspL. GspF se vsak neni
schopen navazat na GspE bez pfitomnosti GsplL, zaroven ale neni nutny pro vznik interakce mezi GspE
a Gspl. Tato skutecnost by mohla prozradit vice o zpUsobu, jimz vznikd komplex cytoplazmatické
membrany. Zda se také, Ze pfitomnost GspE a GsplL zvySuje stabilitu GspF (Arts et al., 2007; Py et al.,
2001).

GspC nese jednu transmembranovou doménu, v cytoplazmé se nachazi pouze kratky N-konec
a jeho periplazmaticka ¢ast se sklada ze dvou velkych domén — HR-domény a C-koncové PDZ-domény.
Ze vSech proteinli T2SS je jeho sekvence nejméné konzervovana — periplazmatické ¢asti GspC
nékterych druhl chybi PDZ-doména, kterd je v nich nahrazend coiled-coil doménou.
Transmembrdnovy helix slouzi nejspis nejen jako ukotveni — pokud byl GspC zbaven této ¢asti, pozbyl
svou funkci (Bleves et al., 1999). Nedavno bylo dokazano, Zze GspC pomoci transmembranové domény
vaze membranové ¢asti proteind GsplL a GspM. Opét by se mohlo jednat o dilezity zplsob prenosu
energie k sekretinovému komplexu (Lallemand et al., 2013).

HR-doména ziskala svij nazev odvozenim od slovniho spojeni ,,homology region”. Tato cast je
totiz pritomna u vsSech GpsC. Podoba se dokonce i periplazmatické doméné z PilP, proteinu
cytoplazmatické membrany z pilu typu IV, coZz by opét poukazovalo na jejich spole¢nou evoluéni
minulost (Gu et al., 2012). PDZ-domény jsou malé, globularni domény, vyskytujici se v proteinech
rGiznych organismd. Casto hraji roli v interakcich mezi proteiny a jsou proto dleZité i pro signalizaci
v bunce. Také coiled-coil domény se podileji ha vazbé dalsich proteinl (Bleves et al., 1999; van Ham
and Hendriks, 2003). PDZ-doména v GspC ma sloZeni typické pro PDZ-domény bakterii — sestava se
z Sesti B-listd ohranicenych dvéma a-helixy. Jeji vazebné misto je tvofeno hydrofobnim Zlabkem a je
tak Siroké, Ze by mohlo vazat cely a-helix misto ¢asti proteinu v natazené konformaci, se kterou
PDZ-domény obvykle reaguji (Korotkov et al., 2006). V nedavné dobé bylo zjisténo, Ze jak PDZ-doména,
tak i HR-doména se Ucastni rozpozndavani substratu transportovaného pomoci T2SS a pfimo s nim
interaguje (Pineau et al.,, 2014). HR-doména navic reaguje s periplazmatickou doménou GspD
(Korotkov et al., 2006). Pfitomnost sekretinu také znatelné zvysuje stabilitu GspC (Bleves et al., 1999).

Predpoklada se, Ze proteiny tohoto komplexu se do cytoplazmatické membrany zabudovavaiji
pomoci Sec drahy. O tom, jak presné se tento komplex skladd, toho zatim neni pfilis znamo, stejné jako
o poctu monomeru jednotlivych protein( zafazenych do komplexu (Korotkov et al., 2012; Lallemand

et al., 2013).
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3.5 Skladani T2SS jako celku

Pomoci fuze s fluorescenénimi proteiny byla zkoumana lokalizace GspD, GspC, GspL a GspM.
Zjistilo se, Ze se tyto proteiny shlukuji v burice na urcitych mistech bunécné membrany a Ze toto
shlukovani neni ndhodné. Zatimco GspD nevyzadoval Zadné dalsi slozky T2SS pro tvorbu takovychto
center vyskytu, zaclenéni GspC vyZzadovalo pfitomnost GspD. GspM se shlukoval dokonce pouze
v pfipadé, Ze byly zaroven s nim exprimovany vSechny tfi ostatni proteiny (Lybarger et al., 2009). Na
zakladé téchto pokusu byl navrzen nasledujici model pro skladani celého sekreéniho systému typu Il
Nejdrive se ve vnéjsi membrané vytvofi sekretinovy kanal, ktery pak skrze interakce s GspC zajisti
sestaveni komplexu vnitfni membrany, jehoz slozky se navzajem stabilizuji. GspL poté zprostiedkuje
od sekrecni ATPazy energii potfebnou pro polymeraci pseudopilind, které jsou nahloucené
v cytoplazmatické membrané poté, co byly procesovany prepilin-peptidazou (Gray et al., 2011). Tvorbu
pseudopilu vsak iniciuji predevsim vedlejsi pseudopiliny Gspl a GspJ a jeho skladani je do jisté miry
nezavislé na pritomnosti ostatnich sloZek T2SS. | bez nich se totiz v periplazmé mohou tvofit vlaknité

polymery pseudopilind (Cisneros et al., 2012).
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4 Mechanismus sekrece pomoci T2SS
Sekrecni systém typu Il navazuje na obecnou sekretorickou drahu a vétsina substratd pro

transport se do periplazmatického prostoru dostava pomoci Sec translokonu. Nékteré proteiny, jako
je napfriklad fosfolipaza C u P. aeruginosa, k tomu ovSem vyuzivaji Tat drahu (Voulhoux et al., 2001).
Proteiny transportované Sec drahou zaujmou v periplazmatickém prostoru nativni konformaci a teprve
v tomto stavu jsou rozpoznany T2SS. Nékteré z nich obsahuji disulfidické mustky, které je nutné
spravné vytvorit, jiné pred prlchodem vnéjsi membranou multimerizuji. Pokud se zabrani zaujeti
spravné konformace, hromadi se substrat v periplazmatickém prostoru (Hardie et al., 1995; Pugsley,
1992). Signadlem pro transport pomoci T2SS bude proto spiSe néjaky strukturni motiv nezli urcita
sekvence (Douzi et al., 2011). Podafrilo se identifikovat dlouhé a pomérné nespecifické oblasti, které
sekreci ovliviuji, ale spektrum substratl T2SS je velmi Siroké a stejné tak se Casto lisi proteinové sloZeni
samotného sekrec¢niho systému u rGznych organismi. Neni proto snadné vypatrat motiv spolecny pro
vSechny ze substratll. PfestoZe univerzalni targetovaci signal nebyl zatim nalezen, srovnanim struktur
substratd se ukazalo, Ze tyto proteiny byvaji ¢asto bohaté na B-listy (Francetic and Pugsley, 2005;
Korotkov et al., 2012). V neddvné studii na pektat lydze Pell u D. dadantii ale byla objevena smycka
dlouha 9 aminokyselin, jezZ je zjevné odpovédna za interakci s PDZ-doménou GspC a mohla by byt tedy
motivem pfimo spoustéjicim sekreci. Pozornost se proto obratila k dalSim substratiim
transportovanym pomoci T2SS u této bakterie, aby byla zodpovézena otazka, zda se takova smycka
vyskytuje i u nich. Neékteré z nich ji skutecné obsahuji — a pravé u nich bude rozpozndvacim
mechanismem jejich vazba PDZ-doménou. Zda se ovsem, Ze jedna molekula substratu muze
interagovat zaroven se dvéma PDZ-doménami z dvou rlznych GspC, které pfi rozpoznavani substratu
nejspiSe kooperuji. Dalsimi ¢astmi T2SS duleZitymi pro navazani transportovanych proteinl jsou
HR-doména GspC a NO a N1 domény GspD. Posledni ze jmenovanych ziejmé posiluje vazbu mezi
PDZ-doménou GspC a substratem. Jiné exoproteiny D. dadantii jsou ovsem transportovany nezdvisle
na PDZ-doméné a je zajimavé, Ze efektivita jejich sekrece je nizsi. PDZ-doména tedy mozna bude
dllezitym evolucnim vylepsenim tohoto sekre¢niho systému (Bouley et al., 2001; Pineau et al., 2014).

V soucasnosti existuji dva hlavni modely mechanismu sekrece pomoci T2SS — v prvnim
pseudopilus funguje jako pist, ktery vytlaci substrat ven skrze sekretinovy poér, v druhém pak pracuje

na principu ¢erpadla znamého jako Archimédtv Sroub (Nivaskumar and Francetic, 2014).

4.1 Pistovy model sekrece
Pistovy model sekrece (viz obrazek 6) byl zpocatku preferovanéjsi a byl popsan ve vicero
studiich. Transportni proces podle néj zacind navdzanim substratu ke Spi¢ce pseudopilu pfipadné

k periplazmatické doméné sekretinového kandlu, ktery je v tu chvili v uzavieném stavu. Substrat
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interaguje s vedlejSimi pseudopiliny GspH, Gspl a GspK a také s GspC, ¢imzZ se spusti pfipojovani GspG
podjednotek. Pseudopilus narlista a nese na svém vrsku transportovany protein. Kanal je vsak zatim
zavieny. Jeho otevreni je zajisténo kontaktem Spicky pseudopilu se ziZzenim v oblasti N3 domény, ktery
vyvola konformacni zménu. Protein se pomoci dalSiho prodluzovani pseudopilu dostane do vnéjsiho
prostiedi. Spicka pseudopilu nejspi§ nikdy neopusti vnitiek sekretinového péru, nebot periplazmaticka
vratka jsou pfrilis izka na to, aby jimi dokazala projit velka globularni doména vedlejsiho pseudopilinu
GspK (Douzi et al., 2011; Reichow et al., 2010). Na jedno sloZeni pseudopilu podle tohoto modelu
pfipada jen jedna transportovana molekula substratu, poté by se mél pseudopilus zatdhnout zpét nebo
se rozpadnout. Pilus typu IV obsahuje druhou ATP3azu slouzici pravé k tomuto Ucelu. U pseudopilu viak
podobna molekula nebyla doposud objevena. Je tedy moziné, Ze jeho rozpad po ukonceni sekrece neni

nijak organizovany (Korotkov et al., 2012; Merz et al., 2000).
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Obrdzek 6: Pistovy model sekrece pomoci T2SS. Do periplazmatického vestibulu sekretinu vstoupi substrat, ktery interaguje
bud's GspC, GspD nebo s komplexem Gspl-J-K. Néktera z téchto vazeb stimuluje ¢innost sekrecni ATPdzy a rist pseudopilu.
Substrat (v tomto pripadé cholera toxin) je nesen na spicce pseudopilu, dokud neni uvolnén do extraceluldrniho prostoru.
Prevzato z Korotkov et al., 2012.

4.2 Sroubovy model sekrece

Druhy z modell sekrece prisuzuje klicovou roli vlastnimu skladani pseudopilind do podoby
pravotocivé Sroubovice, kterd se cyklicky otaci diky energii ze Stépeného ATP. Substrat se mize bud
navazat na pseudopiliny, nebo se pouze zachyti ve Zlabku Sroubovice a otacenim je postupné vynesen
ven z buriky jako se tomu déje pfi Cerpdni tekutiny pomoci Archimédova Sroubu. Studium struktury
pseudopilu nedavno prineslo nové poznatky a podpofilo spiSe tento model. Podle néj vedlejsi
pseudopiliny pouze zajistuji iniciaci skladani pseudopilu, ale neutcastni se rozpoznavani substratu.

Predpoklada se, ze podobné jako ATPaza ze systému pro skladani pilu typu IV i GspE pracuje ve tfech
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fazich. V prvni z nich se do vazebného mista navaze ATP, jehoz hydrolyza vyvold konformacni zménu
ve strukture GspE. Ta se pres GspF prenese na vlastni pseudopilus, ktery se otoci. V treti fazi je pak
uvolnéno ADP a sekrecni ATPaza je pfipravena zapocit novy katalyticky cyklus (Misic et al., 2010;
Nivaskumar et al., 2014; Nunn, 1999). Tento model predpoklada, Ze jednou sloZzeny pseudopilus se
Ucastni sekrece mnoha molekul substritu. Pfesto je nutné jeho délku regulovat, nebot rotace
pseudopilu je zpUsobena neustalym pridavanim dalsich podjednotek GspG. Na tom by se mohly podilet
vapenaté kationty, které jsou vazany v hlavnim pseudopilinu. Jejich odstranéni by sniZovalo stabilitu
GspG tak, jako je tomu pfi zkracovani pilu typu IV — v ném totiz zfejmé pravé vapenaté kationty chrani
piliny pfed ucinky retrakéni ATPazy. S ohledem na homologie téchto dvou systémU by se podobny
mechanismus mohl uplatnit i zde, pficemz aktivnim enzymem by mohla byt néjakd dosud neobjevena
proteaza (Nivaskumar and Francetic, 2014; Orans et al., 2010).

1. Targeting 2. Docking 3. Elongace

N Iﬁ
4, Rotacni skladani pseudopilu,
pohled shora

4 ATP
ADP + Pi
r ADP

Obrdzek 7: Sroubovy model sekrece pomoci T2SS — skldddni pseudopilu.

1. Molekuly GspG jsou nasmérovdny ke komplexu Gspl-J-K a k GspF.

2. Protomer GspG (P) je pripojen k predchozimu protomeru (P + 1) pomoci elektrostatickych interakci.

3. Hydrolyza ATP zapricini rotaci vznikajiciho pseudopilu pres kontakt s GspF a zaradi tak do néj protomer P.

4. Pohled shora na vznikajici pseudopilus ukazuje trifdzovou prdci sekrecni ATPdzy a témto fazim odpovidajici kroky ve
skladdni pseudopilu.

5. Po trech cyklech je P + 3 uvolonén z membrdny a stabilizovan. V ndsledujicim kroku spolu interaguji podjednotky P a P + 4,
které se navzdjem stabilizuji.

Podjednotky T2SS jsou oznaceny prislusnym pismenem, OM — vnéjsi membrdna, IM — cytoplazmatické membran. Prevzato z
Nivaskumar et al., 2014 a upraveno.
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5 Substraty transportované pomoci T2SS

Funkéni T2SS byl objeven u fady druhl bakterii, véetné dalezZitych patogent ¢lovéka jako je V.
cholerae, enterotoxigenni a enterohaemorhagicka E. coli, L. pneumophila, Yersinia enterocolitica Ci
Pseudomonas aeruginosa. Mezi bakterie vyuZivajici T2SS patii také bakterie napadajici rostlinné
(Erwinia carotovora na Celedi Solanaceae nebo X. campestris u Brassicaceae) nebo zZivocisné tkané
(Aeromonas hydrophila u ryb a obojzZivelnik() (Korotkov et al., 2012). PfestozZe sekrece toxinl pomoci
T2SS byla hlavnim dlvodem studia tohoto transportniho mechanismu, vétsina substratl je urcena
k zisku Zivin — jedna se o rizné enzymy rozkladajici polymery na mensi podjednotky transportovatelné
do burky. DalSimi substraty T2SS jsou adheziny a proteiny podstatné pro tvorbu biofilmu nebo
cytochromy bakterii redukujicich Zelezo. ProtoZe jsou tyto proteiny sekretovany v definitivni
konformaci, mohou byt iz pfed transportem stabilizovany svymi kofaktory. To je vyhodou zejména pro
bakterie Zijici v nepfiznivych prostrfedich — jako jsou napfiklad halofilni ¢i hlubokomorské druhy
(Nivaskumar and Francetic, 2014).

ProtoZe je T2SS mezi bakteriemi pomérné Siroce rozsifen a u nékterych druhi transportuje

velké mnozstvi proteinl, zaméruje se tato kapitola pouze na lidské patogenni ¢i ekonomicky vyznamné

bakterie pfipadné na priklady, jenz ilustruji diverzitu substrat( spjatych s timto sekrecnim systémem.

5.1 Toxiny a virulenéni faktory

5.1.1 Cholera toxin
Cholera toxin vyluCovany V. cholerae pomoci T2SS (Sandkvist et al., 1997) je hlavnim

virulenc¢nim faktorem této bakterie, zodpovédnym za vodnaté prdjmy pfi onemocnéni zvaném cholera.
Spolu s termolabilnim enterotoxinem E. coli nebo pertusis toxinem patfi mezi tzv. AB-toxiny. Ty dostaly
sv(j nazev podle charakteristické struktury. Obsahuji A-podjednotku, ktera ma katalytickou funkci, a
B-podjednotku, zajistujici vazbu toxinu na receptor a jeho vstup do hostitelské buriky. Cholera toxin se
radi do podskupiny ABs, kde na jednu A-podjednotku pfipada pentamer sloZzeny z B-podjednotek. Je
endocytovan bunkami stfevniho epitelu a z endozomU se dostava do Golgiho aparatu a nasledné do
endoplazmatického retikula. Odtud se poté uvoliuje do cytosolu A-doména (Merritt and Hol, 1995;
Wernick et al., 2010). Ta zpUsobuje ADP-ribozylaci proteinu regulujiciho funkci adenylat-cyklazy, coz
vede k prudkému narlstu produkce cAMP. V reakci na to zaénou intoxikované enterocyty vylucovat
soli a vodu do lumen stfeva. Tim dochazi k tézké dehydrataci organismu, ktera muze kondit az smrti
(Spangler, 1992).

Studie sekretomu V. cholerae odhalila, Ze T2SS je v této bakterii zodpovédny za transport vice

proteind, z nichZ nékteré podporuji funkci cholera toxinu. Jednim z nich je napftiklad sialidaza, ktera
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Stépi kyselinu sialovou obsazenou v hlenu chranicim stfevni epitel a napomaha tak odhaleni receptoru

pro cholera toxin (Sikora et al., 2011).

5.1.2 Termolabilni enterotoxin E. coli
Termolabilni toxin (LT) enterotoxigenni E. coli je strukturné i funkéné velmi podobny cholera

toxinu a patfi tedy opét mezi ABs toxiny. E. coli geny pro tento protein pravdépodobné ziskala
horizontalnim genovym prenosem od V. cholerae. Vznikl tak novy virulentni kmen, zplsobujici
prijmové onemocnéni lidi a hospodarskych zvitat, které je priznaky zaménitelné pravé s cholerou
(Yamamoto et al., 1987). Po objeveni podobnosti mezi témito dvéma toxiny se potvrdilo to, Ze i LT se
z bakterii dostava pomoci T2SS (Tauschek et al., 2002). K ispésnému dopraveni LT do buriky hostitele
je vyZzadovan primy kontakt bakterie a enterocytu, nejspise proto, Ze se tak zabrani neutralizaci toxinu
protilatkami vyskytujicimi se v lumen stfeva. Bylo zjiSténo, Ze lokalizace T2SS v E. coli neni ndhodna —
sekre¢ni aparat se vyskytuje predevsim v blizkosti mista kontaktu s bunikou stfevniho epitelu. Je tak
zajiSténa co nejvyssi efektivita prenosu LT do enterocytu (Dorsey et al., 2006).

Kvali velkému stupni homologie mezi cholera toxinem a termolabilnim enterotoxinem se
predpokladalo, Ze sekrec¢ni signdl u obou téchto substratl bude stejny a tudiz snadnéji
identifikovatelny. PfestoZe se potvrdilo, Ze sekrecni signal je nejspise strukturniho, nikoliv sekvenéniho
charakteru, oba proteiny zfejmé nesou vlastni sekrecni signdl. Mutace zastavujici sekreci daného
toxinu v sekrecnim systému z jedné bakterie neovliviiovaly sekreci v systému z bakterie druhé. Tento
prekvapivy vysledek naznacuje, Ze koevoluce T2SS a jeho substratli v kazdém z organism( bude velmi

tésna a Ze se obecny sekrecni signal pravdépodobné nikdy nepodafi objevit (Mudrak and Kuehn, 2010).

5.1.3 Exotoxin A
Exotoxin A je jednim z toxinl P. aeruginosa, bakterie zpUsobujici u oslabenych jedinct

chronické infekce, jako je napfiklad tézky zapal plic s vysokou mirou umrtnosti (Brewer et al., 1996).
P. aeruginosa vyuziva k transportu svych protein( péti sekrec¢nich systém{, vétsina virulencénich faktor(
je pak substratem sekrecniho systému Il nebo Il (T3SS). Pro vyvoj patogeneze je T3SS dulezitéjsi nez
T2SS — zatimco bakterie nesouci pouze T3SS zplsobovaly smrt pokusnych zvifat témér stejné rychle
jako bakterie nemutované, u infekce kmeny s nefunkénim T3SS se doba preziti mysi prodloufzila,
umrtnost vSak presto byla vysoka. Exotoxin A a dalSi substraty T2SS tedy pravdépodobné také hraji roli

v rozvoji zapalu plic zaptic¢inéného touto bakterii (Jyot et al., 2011).

5.1.4 Chitindza L. pneumophila
L. pneumophila je bakterie parazitujici intracelularné ve vodnich a puddnich prvocich a

prilezitostné i v makrofazich lidskych plicnich sklipkd. V takovém pripadé zplsobuje tzv. legionarskou
nemoc, projevujici se predevsim jako zapal plic (Diederen, 2008). K transportu svych proteind pres

vnéjsi membranu vyuzivad Legionella sekre¢niho systému typu IV, ktery je nutny pro rist bakterii
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v makrofazich a amébach, a typu Il, taktéZz podstatného pro schopnost napadat améby (Hales and
Shuman, 1999; Segal et al., 1999). Neddvno byla v této bakterii potvrzena také existence funkéniho
sekre¢niho systému typu | (Fuche et al., 2015).

T2SS se u L. pneumophila podili na sekreci minimalné 20 protein. Kromé rlznych lipaz a
peptidazy byla v jejim sekretomu identifikovana i chitindza ChiA, kterd je pravdépodobné virulenénim
faktorem dulezitym pro rozvoj plicni infekce. PfestozZe chitindza nijak neovliviiuje jeji schopnost mnozit
se v makrofazich, na mysim modelu bylo ukdzano, Ze ma podstatny vliv na prezivani této bakterie
v plicich. Chitin, ktery je timto enzymem $tépen, se vyskytuje mimo jiné i v bunécnych sténach riznych
mikroorganism( jako jsou napfiklad plisné. Jednim z vysvétleni vyznamu pfitomnosti chitindzy u
L. pneumophila by mohlo byt to, Ze poskytuje vyhodu v kompetici s nékterymi dalsimi mikroorganism

osidlujicimi plice (DebRoy et al., 2006).

5.1.5 Pektat-lydzy D. dadantii

vvvvv

a tedy zpuUsobujicich degradaci rostlinné bunécéné stény. Tato bakterie totiZ napada rostlinna pletiva,
napfiklad bramborové hlizy, v nichZ vyvoldva mékkou hnilobu, kterd je dlsledkem lytické aktivity
téchto enzym (Reverchon and Nasser, 2013). Pektat-lyazy jsou do téla rostliny transportovany pomoci

T2SS a stépi na rliznych mistech uvnitf pektinového polymeru (Tardy et al., 1997).

5.2  Enzymy k zisku Zivin

5.2.1 Chitindzy V. cholerae
V. cholerae dokaze rlist ve dvou odlisnych prostfedich — v morské vodé a v lidském travicim

traktu. Ve vodnim prostfedi ma tendenci tvofit biofilm na podkladech obsahujicich chitin, jako jsou
napfiklad schranky zooplanktonu. Na adhezi k chitinu se podili jeden ze substratl T2SS, GbpA. Zda se,
Ze by zaroven mohl byt dalezitym virulenénim faktorem pro kolonizaci lidského stfeva —
zprostredkovava totiz nejen adhezi k chitinu, ale i k epitelidlnim bufkam (Kirn et al., 2005; Pruzzo et
al., 2008).

Kromé tohoto chitin vazebného proteinu jsou pro prezivani V. cholerae v morském biotopu
dllezité i chitindzy transportované pomoci T2SS. Chitindza ChiA a dalsi chitin Stépici enzymy objevené
v sekretomu V. cholerae slouZi k zisku Zivin ze schranek korysd a hmyzich vajicek, které jsou témito

bakteriemi osidleny (Connell et al., 1998; Sikora et al., 2011).

5.2.2 Alkalicka fosfataza Caulobacter crescentus

eer

C. crescentus je bakterie Zijici ve sladkych vodach, kde jsou organismy c¢asto ohroZeny nizkou
hladinou Zivin. Rod Caulobacter je velmi dobie adaptovan pravé na tato chuda prostredi (Nierman et

al., 2001). Jednou z latek, které ve vodé byva nedostatek, je fosfat. Kromé anorganického zdroje Ize
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vSak ziskat fosfat i z organickych sloucenin. K tomu ovsem musi byt bakterie vybavena geny pro
fosfatazy a také systémem informujicim o nedostatku fosfatu, aby byly tyto enzymy syntetizovany jen
v pfipadé potreby. Jednou z molekul, kterou C. crescentus produkuje jen pfi hladovéni na fosfat, je
lipoprotein s fosfatazovou aktivitou ElpS. ElpS je zakotven ve vnéjsi membrané a pozdéji uvoliiovan do
okoli, kde vykazuje fosfatazovou aktivitu a zpfistupnuje tak fosfat bakterii. U bakterii mutantnich v T2SS
se ElpS nehromadil v periplazmatickém prostoru, ale zlstal asociovany s vnéjsSi membranou. Do
membrany se tedy dostavda mechanismem nezavislym na T2SS, ale bez néj neni schopen odpoutat se
od bakteridlniho povrchu. C. crescentus tedy pravdépodobné pomoci T2SS vylucuje do prostfedi dosud

nespecifikovanou proteazu, ktera odstépi ElpS od jeho membrdnové kotvy (Le Blastier et al., 2010).

5.2.3 Celuldzy Cellvibrio japonicus
C. japonicus je pudni saprofytni bakterie, kterd velmi efektivné degraduje bunécné stény

odumfelych rostlin. Pro tento zpUsob ziskavani uhliku a energie ma Sirokou enzymatickou vybavu a
dokaze tak Stépit celuldzu, pektin, Skrob, chitin nebo xylan (DeBoy et al., 2008). Celuldzy, které jsou
substratem T2SS, umoznuji této bakterii vyuZivat celulézu jako zdroj Zivin. Bylo prokdzano, Ze
C. japonicus ucinné rozkladd proso nebo kukufi¢nou silaz, tedy suroviny, které se obvykle pouzivaji
k vyrobé biopaliva. Navic je snadno transformovatelny pomoci genl pro dalsi lytické enzymy. Ma tedy

potencial k zafazeni do vyroby paliv z obnovitelnych zdroji (Gardner and Keating, 2010).

5.3 Proteiny s jinou funkci

5.3.1 Proteiny Ucastnici se oxida¢né-redukcnich déja
Nékteré bakterie umi pouZit jako terminalni akceptor elektronl oxidované kovy, jako jsou

napriklad Zelezité a manganaté oxidy i hydroxidy. Ty jsou redukovany, zatimco organickd hmota je
oxidovana za uvolnéni energie. Kovy v tomto stavu vsak byvaji Spatné rozpustné a nelze proto dopravit
akceptor elektrond do buriky. Misto toho bakterie prenaseji elektrony na povrchy, v nichz jsou takové
latky obsazeny. Geobacter sulfurreducens a Shewanella oneidensis, k tomu vyuZivaji multihemové
cytochromy (Shi et al., 2009).

Cytochromy OmcA a MtrC jsou lipoproteiny S. oneidensis zakotvené v jeji vnéjsi membrané.
VaZou oxidované kovy a pfimo na né prenaseji elektrony. Spravné zarazeni cytochromd do vnéjsi
membrany ma zfejmé na starosti T2SS. Cytochromy zbavené lipidické kotvy tato bakterie za
normalnich podminek uvolfiuje do média, médium s mutantami v podjednotkach T2SS vsak takovych
proteinll obsahuje znatelné méné (Shi et al., 2008).

Jiny efekt ma mutace v T2SS na G. sulfurreducens. | tato bakterie obsahuje ve vnéjsi membrané
cytochromy, které slouzi k prenosu elektronl z bunky. Delece genu pro pseudopilin vSak nema zadny

vliv na jejich lokalizaci. Bakterie postradajici tento gen ovSem presto nedokazi redukovat nerozpustné
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Zelezité a manganaté ionty. Pfedpoklada se proto existence dalSiho proteinu s touto funkci, ktery
obsahuje v aktivnim centru ionty médi a ktery je do extracelularniho prostoru transportovan pomoci

T2SS (Mehta et al., 2006).

5.3.2 Protein s vlivem na motilitu L. pneumophila
Substraty T2SS mohou mit kromé Ucasti v bakterialnim metabolismu, zisku Zivin a interakcich

s jinymi organismy i dalsi, méné obvyklé funkce. Dikazem toho je jev sledovany u L. pneumophila. Tato
bakterie za specifickych podminek vykazuje pasivni typ pohybu, tedy pohyb nezavisly na biciku nebo
fimbriich, nazvany povrchova translokace. V tychZ podminkach u nich lze pozorovat produkci biofilmu.
VSechny mutanty v nékteré z c¢asti T2SS byly defektni jak v produkci biofilmu, tak i ve schopnosti
pohybovat se timto zplsobem. Pokud ale tyto mutanty byly v kontaktu s biofilmem vytvorenym
nemutantnimi bakteriemi, schopnost povrchové translokace kolonii byla zachovadna. Pohyb tedy
nezavisi na sekre¢nim systému jako takovém, ale na jeho substratu. Ten pravdépodobné plsobi jako
surfaktant — latka sniZujici povrchové napéti — ¢ehoz bakterie vyuziva ke klouzavému pohybu (Stewart
et al., 2009). Slozeni tohoto surfaktantu neni doposud zndamo, ale nejspiSe bude aspon z ¢asti lipidické
povahy. Jeho role v tvorbé T2SS také nebyla objasnéna. MozZnosti je vsak vice. T2SS muizZe u
L. pneumophila transportovat néjakou regulaéni molekulu, ktera bakterii informuje o tom, Ze je
potfeba surfaktant syntetizovat, nebo je jeho substratem exoenzym nutny k plné aktivaci surfaktantu.
Samotné slozky surfaktantu T2SS netransportuje, to je pravdépodobné zajisténo TolC, kandlem vnéjsi

membrany (Stewart et al., 2011).

20



6 T2SS v mitochondriich eukaryot

V nasi laboratofi bylo nedavno objeveno, Ze v mitochondriich nékterych protistl se vyskytuje
nékolik podjednotek T2SS. Bioinformatické studie odhalily v genomech Naegleria gruberi, Andalucia
godoyi a Malawimonas jakobiformis geny pro sekretin, sekre¢ni ATPazu, pseudopilin a protein
cytoplazmatické membrany GspF. Analyza téchto genl ukazala, Ze maji u vSech zminénych organismu
spoleény evoluéni plvod. Eukaryoticky sekreéni systém je tedy monofyleticky. Nabizi se moznost, Ze se
jedna o pozlstatek po bakteridlnim endosymbiontovi, z néhoZ mitochondrie pochazeji (Lang et al.,,
1999). Pokud by se takovy predpoklad potvrdil, mohla by tato skutecnost byt cennym zdrojem
informaci o pldvodu eukaryotické bunky. Jak je vidét na obrazku 8, buriky téchto protistl zaroven
obsahuiji i typicky mitochondridlni transportni systémy. Mohlo by se tedy jednat o jakysi prechodny

stav mezi bakterii a mitochondrii.

A

cytoplazma

TOM SAM BAM

| vnéjsi membrana e

spS

small Tims

4
GspC periplazmaticky prostor

GspM} YidC}ec(TAT
ATP ATP
p GspE
ADP +P; ADP + P

Obrazek 8: Srovndni sekrecniho systému typu Il u Naegleria sp. (A) a vgramnegativni bakterii (B). V mitochondrii se objevuji
pouze Ctyri z podjednotek T2SS — sekretin, pseudopliln, sekrecni ATPdza a GspF. Vyskytuji se tu ovsem spolu s transportnimi
systémy obvyklymi pouze u mitochondrii, jako je TOM (transportér vnéjsi mitochondrialni membrdny) a TIM (transportér
vnitfni mitochondridlni membrany), které zajistuji prenos protein(i do mezimembrdnového prostoru a ddle do mitochondridlni
matrix. Nékteré z dalsich transportnich komplexd (jako je napriklad SAM) maji prokdazany bakteridlni pdvod (Chacinska et al.,
2009). Takové komplexy jsou v obrdzku vyznaceny cernou barvou. Vytvoreno podle Korotkov et al., 2012.

mezimembranovy prostor

| vnitini membréna

' mitochondridlni matrix cytoplazma

Naegleria a Andalucia jsou organismy fazené do skupiny Excavata, ackoliv spadaji v ramci
fylogenetického stromu této skupiny do odlisnych vétvi — Naegleria do kmene Heterolobosea a
Andalucia mezi jakobidy, pfipadné sestersky k nim. Malawimonas je ponékud problematickym rodem.
Nékteré analyzy ho umistuji mezi Excavata, jiné mimo tuto skupinu (Hampl et al., 2009). To, ze
mitochondrie téchto organismU obsahuji ptivodni bakteriadlni proteiny, které jinde nebyly objeveny, by
mohlo byt znakem jejich velkého evolu¢niho stafi a také podporou pro teorie, které kladou koren

fylogenetického stromu eukaryot pravé do skupiny Excavata nebo do jeji blizkosti (Williams, 2014).
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Prestoze je jeho stavba velmi redukovana, neni vylouceno, Ze i tento sekrecni systém slouZi
k transportu protein(l. Zadné substraty doposud nebyly odhaleny, uvazuje se viak napiiklad o
proteinech obsahujicich hem, jehoz syntéza je dokoncovana pravé v mitochondriich (Ryter and Tyrrell,

2000).
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7 Zavér

Sekreéni systém typu Il zajistuje u gramnegativnich bakterii transport proteind pres vnéjsi
membranu. Substraty T2SS se Ucastni interakci patogennich bakterii s hostitelem a hraji roli v ziskavani
Zivin a bakterialnim metabolismu. Také jsou podstatné pro vztahy ve spolecenstvu mikroorganismu.

Tato bakalarska prace shrnuje nynéjsi znalosti o T2SS — o podjednotkach, z nichz je slozen, a
mechanismu jeho fungovani. Dale uvadi priklady proteint, které vyuZivaji T2SS k translokaci mimo
bakteridlni buriku.

T2SS byl podrobné studovan hlavné kvili svému spojeni s nékterymi bakterialnimi toxiny, jako
je napftiklad cholera toxin, jenz je hlavnim virulenénim faktorem V. cholerae. Pfesto jesté zbyva mnoho
skutecnosti, které je v tomto vyzkumu tfeba objasnit. Pozornost je vénovana zejména hledani
sekre¢niho signdlu a také uptesnéni mechanismu, jakym T2SS funguje. Také doposud neni zndm presny
stechiometricky pomér podjednotek T2SS, hlavné v komplexu cytoplazmatické membrany. Badani by
se také mélo zamérit na pozlstatky T2SS, které byly objeveny v mitochondriich nékterych protist( ze

skupiny Excavata. Mohly by totiz byt zdrojem dulezZitého poznani o evoluci eukaryotické bunky.
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8 Seznam pouZzivanych zkratek

Gsp obecna sekretoricka draha

IM cytoplazmatickd membrana

LT termolabilni toxin enterotoxigenni E. coli

oM vnéjsi membrana

SRP signal rozpoznavajici ¢astice

T2SS sekrec¢ni systém typu Il

T3SS sekrec€ni systém typu lll

Tat twin-arginin translokdzovy systém

TIM transportni komplex vnitfni mitochondridlni membrany
TOM transportni komplex vnéjsi mitochondridlni membrany
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