La cellula procariotica:
caratteristiche strutturali e funzionali
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Figura 1.5 Albero filogenetico universale. Le relazioni
evolutive qui rappresentate sono basate sulla comparazione
delle sequenze di rRNA. L'uomo (Homo) ¢ evidenziato in rosso.




Prokaryotic Cell (versus Eukaryotic Cell)

Assenza di compartimentalizzazione
Assenza di membrana nucleare
Assenza di mitocondri ed altri organelli limitati da membrana
Assenza di reticolo endoplasmico
Assenza di steroidi nella membrana cellulare (colesterolo)
Presenza di parete cellulare
Cromosoma unico,circolare invece di un nucleo con molti cromosomi
Caratteristiche capacita metaboliche:
- fissazione N2
- respirazione anaerobia

Il ribosoma ¢ 70S (invece che 80S)

S = unita Svedburg




Cromosoma batterico

Fibre di DNA

Membrana

Cellula fratturata

Cromosoma di una cellula di E. coli sottoposta a un leggero processo di lisi




Ribosoma dei1 procarioti

RNA 23S RNA 5S

—

circa 35 proteine

% <subunité 508
ribosoma 70S w)

: RNA 16S

subunita 30S circa 20 proteine

Figura 3.20. - La struttura di un ribosoma in una
cellula procariotica.

Il ribosoma ¢ 70S:
. subunita 30S (16S rRNA)
. subunita 50S (5S & 23S rRNA)
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Subunita 30S Subunita 50S

Cristallo di ribosoma batterico:
grigio= rRNA 23S

viola=rRNA 5S

celeste=rRNA 16S

oro= tRNA




substrate activation substrate carrier peptide bond formation

tRNA synthetase
B. Nonribosomal

adenylation domain peptidyl carrier protein condensation domain

Figure 1 (A) Enzymes of the ribosomal machinery for the production of peptides and
proteins. t-RNA synthetases activate amino acids as acyl adenylate and load it onto the
t-RNA, which is subsequently directed to the ribosome for peptide bond formation with
an amino acid tethered to a second t-RNA. (B) The basic enzymes of the nonribosomal
system. The A-domain, although structurally unrelated to the t-RNA synthetase, acti-
vates amino acids as acyl adenylate. The activated amino acid is transferred to the cofac-
tor of the PCP, and the C-domain forms peptide bonds between amino acids loaded onto
two different PCPs.




Pamete colukams:
peptidoglicano
Fiestimanto
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Caratteristiche delle cellule procariotiche:

1) Iprocarioti sono racchiusi da una PARETE CELLULARE che puo essere particolarmente
complessa. Esternamente alla parete ci puo essere una CAPSULA o GLICOCALICE cio¢ un
rivestimento costituito da sostanze mucillaginose capaci di trattenere molta acqua;

2) All’interno della parete troviamo una membrana plasmatica che in alcuni punti forma delle
invaginazioni complesse di tipo lamellare dette MESOSOMI




Mesosomi

Invaginazioni della membrana citoplasmatica presenti sia in Gram+ che Gram-
che s1 osservano durante la divisione cellulare nella regione del setto.
Ai mesosomi sono associati enzimi che svolgono varie funzioni metaboliche {es.
divisione, respirazione cellulare o fotosintesi).




Il nucleoide

Scissione binaria dell'Escherichia coli; in rosso il nucleoide e in verde il citoplasma

La scissione binaria, o in due parti, simile alla mitosi cellulare , comprende anche la
riorganizzazione del citoplasma e la costituzione di nuove strutture cellulari. La fissione
¢ comune negli organismi unicellulari, ma ¢ rara nei1 pluricellulari perché richiederebbe

la rigenerazione di parti specializzate in ciascuno degli organismi figli.




Protein
Fibrils

Cell wall
Septum

Chromosome Ribosomes

Plasma
membrane

Electron micrograph of an ultra-thin section of a dividing pair of group A streptococci (20,000X). The cell
surface fibrils, consisting primarily of M protein, are evident. The bacterial cell wall, to which the fibrils are
attached, is also clearly seen as the light staining region between the fibrils and the dark staining cell
interior. Cell division in progress is indicated by the new septum formed between the two cells and by the
indentation of the cell wall near the cell equator. The streptococcal cell diameter is equal to approximately
one micron.




Oxidative phosphorylation occurs at cell membrane
(since there are no mitochondria).

Cell membrane

The cell wall 1s outside of cell membrane
— r1g1d, protecting cell from osmotic lysis.




Eubacteria versus
Archaebacteria

Differenze nella sequenza dell’ rRNA 16S

 Eubacteria
— peptidoglicano ( 0 mureina)

— acido muramico
— Legami 31,4-glicosidici

 Archaebacteria (es. batteri del metano)
Pseudomureina (o pseudopeptidoglicano)
parete cellulare modificata con acido N-
acetiltalosoamminuronico
Legami 31,3 glicosidici
Assenza di D-aa e acido diaminopimelico




Archaeal membrane lipids

Struttura lipidica della membrana cellulare di Eubatteri ed Archebatteri
Negli Archebatteri i lipidi di membrana contengono catene di etere glicerilico (piuttosto che esteri)

e di poliisoprenoide (piuttosto che alchile).
La struttura della membrana lipidica degli Archebatteri ¢ risultato dell’adattamento ad estreme condizioni

ambientali come la temperatura e ’acidita .




Gruppi pincipali di Eubatteri

e Forma cellulare

- cocchi

- bacilli

- spiralifomi o curvi ( spirochete)
* Singole o multiple cellule

— clusters (staphylococci)

— chains (streptococci)

— sarcine

genere di Batteri della famiglia Micrococcacee costituito da cocchi Gram-positivi delle dimensioni di.0,8-1
M, disposti in pacchetti cubici di 8, 16, 32 o piu elementi. Il termine, secondo le piu recenti norme di
classificazione, é riferito esclusivamente a quei cocchi che danno origine a colonie non pigmentate,
differenziandosi cosi da quelli del genere Micrococcus. Generalmente non patogeni, si repertano
comunemente sulle mucose della bocca, del tratto respiratorio e della vagina, ma sono stati isolati anche
in casi di sepsi puerperale e di ascessi pelvici.

* Gram positivi o negativi
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Fic. 4.1 e Schema raffigurante le principali forme e colonie di
Batteri. @)= cocchi; b)=bacilli o batteri; ¢)=vibrioni; d)=spirilli;
e) =diplococchi; f) =streptococchi, g) = stafilococchi; h)=sarcine.

Micrococcus: coppie o“tetradi” gruppi di 4 cellule
Sarcina: cocchi che formano pacchetti di otto cellule di forma cubica







SARCINE: pacchetti cubici di cellule batteriche

Methanosarcina barkeri.

Deinococcus radiodurans




(b) 5. agalactias

(e} ¥ choleras

Colture batteriche colorate ed osservate al microscopio




{8] Actinomyces

{d} Hyphomicrobium (e} Walsby's square archaeon

Batteri di forma insolita




Prokaryotes

Essential components

Cell Wall
Peptidoglycan
Teichoic acid of Gram positive
Outer membrane of Gram negative

Cytoplasmic membrane
Ribosome

Nucleoid

Mesosome

Periplasm




Prokaryotes

Nonessential components

Capsule
Glycocalyx
Pilus or fimbrae
Flagellum

Spore

Plasmids

Fagi

Granule




Lipid Bilayer - Fluid Mosaic Model
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Fluid mosaic model of a biological membrane. In aqueous environments membrane
phospholipids arrange themselves in such a way that they spontaneously form a fluid
bilayer. Membrane proteins, which may be structural or functional, may be
permanently or transiently associated with one side or the other of the membrane, or
even be permanently built into the bilayer, while other proteins span the bilayer and
may form transport channels through the membrane.




Struttura di un lipide polare di membrana

Testa polare idrofila

Acidi grassi <|3=O ?=O Acidi grassi

R R -«— a catena lunga
non polari

Molecola di FOSFATIDILETANOLAMINA,
un fosfolipide anfipatico
spesso presente nelle membrane dei batteri




Assenza di steroli come 1l colesterolo.

Presenza di opanoidi: stabilizzano e regolano la fluidita
della membrana procariotica




Ectothiorhodospira mobilis

Membrane interne dei batteri

Ne1 batteri fotosintetici come 1
cianobatteri e nei batteri porporini, €
nel batter1 con elevata attivita
respiratorta  come 1  batteri
nitrificanti, la membrana plasmatica
puo formare introflessioni molto
ampie ¢ complesse. Probabilmente
queste inavaginazioni hanno la
funzione di aumentare la
superficie di membrana cosi da
svolgere un’attivita metabolica piu
intensa




Il citoscheletro dei procarioti

Visualizzazione della proteina strutturale MreB-like (Mb1), componente del citoscheletro di B.
subtilis. La proteina Mb1 ¢ fusa con la GFP (la proteina verde fluorescente) e le cellule
osservate al microscopio a fluorescenza. I filamenti citoscheletrici elicoidali si estendono
per tutta la lunghezza della cellula.

Omologhi di tutti e tre gli elementi citoscheletrici eucariotici sono stati recentemente
identificati nei Bacteria mentre uno ¢ stato trovato negli Archaea

Le loro funzioni comprendono ruoli nella divisione cellulare, nella localizzazione delle
proteine e nella determinazione della forma batterica




The Cell Envelope
Gram Stain
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Parete di batteri gram-positivi é.’f’-'- W Parete di batter gram-negativi

Peptidoglicano o Membrana esterna
Membrana A e : Peptidoglicano

citoplasmatica 3 N A * Memhranal
b citoplasmatica

L

Spazio
perplasmico

M= strato dipeptidoglicano; OM= membrana esterna;
PM= membrana citoplasmatica; P= spazio periplasmico;
W= parete di peptidoglicano di un gram +




Electron micrograph of a G+ cell wall

La parete de1 Gram+ ¢ spessa 15-80 nm, ne1 Gram- ¢ circa 10 nm




Gram Positive Cell Envelope

Lipoteichoic Peptidoglycan-teichoic acid

Cytoplasmic membrane

Cytoplasm




GRAM NEGATIVE CELL ENVELOPE

Outer Membrane

b
% .

Braun lipoprotein

Periplasmic space Degradative enzyme

, Periplasmic binding protein
Inner (cytoplasmic) membrane Permease

Cytoplasm 31




Gramposiiive caelf wall

*Feptidoglycan
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Cytoplasmic
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La parete cellulare: il peptidoglicano

, e 4 0

e singola macromolecola

e altamente cross-linked (tenuta
insieme da legami covalenti)

e circonda la cellula

 responsabile della rigidita

Aspetto della parete, al microscopio
elettronico a scansione, dopo freeze-etching
Si noti I’ordine geometrico ¢ la
ripetitivita modulare




Sruttura del peptidoglicano

pentaglicina

Le catene polisaccaridiche (lo scheletro) sono costituite da
polimeri di residui alternati di N-acetilglucosamina ed il suo
etere lattico, N-acetilmuramico uniti da legami —1.,4.




L-alanine

D-glutamic acid
L-lysine/Diaminopimelic acid
D-alanine

D-alanine

Muramic acid

Glucosamine

Ciascun disaccaride porta una catena laterale tetrapeptidica
composta da un’alternanza di aminoacidi L e D




Composizione chimica della subunita del peptidoglicano

NH—C=0 CH,0H

l.- b D-Acido lattico

CH,—C—H L-Alanina

]
|
NH

|
H—C—CH,—CH— C=0 pD-Acido glutammico

I
COOH

H—C — (CH,), — CH — COOH

Acido
meso —diamminopimelico

D-Alanina

Pud essere collegato al ponte peptidico
o all'acido diarmminopimelico di un'altra
catena tetrapeptidica




Diaminoacidi presenti nel peptidoglicano




Constituents of peptidoglycan layer

Pont1 peptidici legano 11 COOH terminale
di un tetrapeptide (D-alanina) al gruppo
NH, di un tetrapeptide 1n una catena
adiacente (diaminopimelato).

L-Alanine
D-Glutamate

mes-diaminopimelic acid

D-alanine

L-Alanine D-Alanine




Legame diretto tra catene peptidiche del
peptidoglicano tipico de1 Gram-
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Legame 1nterpeptidico realizzato tramite un ponte
di pentaglicine (S. aureus)

NAM  NAM  NAM
NAG NAG NAG  NAG
) i d .
NAM  NAM  NAM  NAM
NAG. 'NAG = NAG . MNAG
NAM  NAM  NAM  NAM e
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- ’ - Gy i

2 D-Ala




Legami crociati del peptidoglicano

—N?M— NAG —
L-;i\Ia

D-Glu D-Ala
I

DAP DAP
D-L\Ia / D-IGIu
@) L-la
- NIIXM —NAG—
= Nﬁi«M —NAG —
L-;II\Ia

D-FﬂUNHa D-Ala

L-Lys SR
y e Gly — Gl LlI_ys

— Gy — Gl
p-Ala — G — Y D-GIuNH,

Ponte peptidico |
L-Ala

I
—NAM—NAG —



Peptidoglycan synthesis




Peptidoglycan biosynthesis

*Sintesi nel citoplasma del precursore idrosolubile in cui ’'NAM + 5 aa
¢ legato al nucleotide UDP (uridin-difosfato) (noto come nucleotide di
Park) e del precursore UDP-NAG

Nucleotide di Park

N-Acetylglucosamine
(GlcNAC)

Uridine




Peptidoglycan biosynthesis

*Trasferimento del precursore (NAM+ 5 aa) dal nucleotide (UDP) ad un
lipide di membrana (undecaprenolo-fosfato), seguito dall’aggiunta di N-
acetilglucosamina).

UDP — NAM

r L-AlN L= Ala

D Glu
D- Ala Cicloserina
L Lys (DAP) /

D -Ala — p-Ala

UDP — NAM pentapeptide Pe”‘apem'de ==t Pentapeptide

|
®—NAM — NAQ
™ %

Bacitracina ‘l",

Bactoprenol Sy i smBactoprenolo

ot mtte e s, e o

CH,
| [ | :
CH,—C = CH—CH,— (cu,—c =CH —CH,)'— CH,— C=CH—CH,—~0— Bactoprenolo pirofosfato

legato a NAM




Peptidoglycan biosynthesis

UDP — NAM — pentapeptide Penta?eptide VEP=NARG
P, UMP ®-NAM

Bactop

TN
m T

actopre olo

®® Peptidoglicano—NAM —NAG Peptidoglica ®®—N"I\M — NAG

Pentapeptide PROIEpISde

Polimerizzazione del glicano:

eaggiunta di NAG-NAM-pentapeptide alla catena crescente di
peptidoglicano (reazione di transglicosilazione mediante sintesi
terminale)

il bactoprenolo si defosforila e ritorna sulla faccia interna
(reiterazione del ciclo biosintetico)




Punto di crescita de
parete cellulare

Membrana
citoplasmatica

Esterno ¢

Bactoprenolo

o~

M—L-Ala— p-Glu — DAP—bD-Ala— D-Ala

I
DAP —D-Glu—L-Ala—

D-Ala

! ! Transpeptidazione
J‘i‘a

|
D-Ala e ]

, %7 L-Ala— p-Glu — DAP —b-Ala— DAP —bD-Glu —L-Ala—~$

*Legami crociati: poiché
F:] rezione di
transpeptidazione, s
svolge fuori dal
citoplasma non  puo
usufruire dell’ ATP.
L’energia ¢ fornita
dall’idrolis1 del legame
della D-alanina terminale
nel pentapeptide, la quale
viene spostata da un NH,
libero proveniente da una
catena glicanica nascente.




La biosintesi del peptidoglicano bloccata da antibiotici

Alcuni antibiotici, come la fosfomicina, agiscono bloccando la
sintesi del precursore UDP-NAM (bloccando 1’enzima MurA
transferasi).

La bacitracina blocca la defosforilazione del P-P-bactoprenolo
(che non puo essere riutilizzato per il trasporto)

Both the transglycosylation and transpeptidation reactions are
catalyzed by a group of enzymes denoted as penicillin binding
proteins (PBPs). They are called PBPs because they are the site
of action for penicillin and other b-lactam antibiotics.




Struttura del peptidoglicano, della cellulosa
¢ della chitina




Altri componenti della parete dei Gram Positivi

Acido lipoteicoico  Acido teiocoico

Peptidoglicano

—

periplasmatico

a
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Alcuni microrganismi hanno acidi teicoici di parete legati covalentemente ai residui di
MurNAc

Acidi teicoici: polimeri a lunga catena che sporgono in superfice. Consistono di catene
di residui, fino a 30, di glicerolo o di ribitolo con legami fosfodiester1 e con vari
sostituenti (zuccheri, colina, D-alanina) che determinano la specificita.

Tutt1 1 Gram+ hanno acido lipoteicoico che attraversa il peptidoglicano: una estremita
della catena ¢ legata ad un glicolipide nella membrana mentre 1’altra estremita ¢ esposta
all’esterno.




Teichoic acid

Ribitol

FIGURA 2.33  Struttura dell’acido ribitolteicoico in Bacillus subtilis. E
mostrata 'unita di ripetizione di ribitolo, la cui polimerizzazione forma
I"acido teicoico.

Segmento di acido teicoico
formato da fosfato, glicerolo e una
catena laterale R

R= D-alanina, glucosio o altre molecole




Teichoic and teichuronic acids

In carenza di fosfato, la cui assenza inibisce la sintesi di
acido teicoico, viene sintetizzato [D’acido teicuronico
(polimero simile che contiene acido-zuccheri come ’ac. N-
acetilmanusuronico, al posto del fosfato)

Conferiscono carica negativa alla parete dei Gram+

Funzioni :
* Organizzazione e stabilizzazione strutturale della parete
* Passaggio di ioni attraverso la parete
* Alcuni fungono da R per batteriofagi




Membrana esterna

\ /
| |Catene lateralj/ '
‘; specmche

A Lipopolisaccaride

Gram negativi

Membrana esterna

Spazio periplasmatico
e peptidoglicano

Membrana

Fosfolipide Peptidoglicano plasmatica

Proteina integrale

filtro molecolare: Cio avviene grazie alla presenza di piccole proteine chiamate PORINE
(specifiche e aspecifiche), che svolgono la funzione di canali permettendo 1’entrata e 1’uscita
di sostanze idrofiliche, a basso peso molecolare; La m.e non permette il passaggio di enzimi
come il lisozima e altri agenti tossici che distruggerebbero il peptidoglicano.

meno fluida e solubile della MI

la stretta adesione al peptidoglicano sottostante dipende da una piccola lipoproteina
(Braun lipoprotein): imp. Ruolo strutturale

delimita lo spazio periplasmico
¢ store degradative enzymes




Componenti della membrana
esterna

barriera di
permeabilita

* Fosfolipidi

piccola lipoproteina che
ancora la membrana esterna al peptidoglicano

formano pori per il passaggio di
molecole attraverso il bilayer




Lipopolysaccharide

< > O-antigen
Highly variable
Core
* Heptoses
* Ketodeoxyoctonic acid

Lipid A
* Glucosamine disaccharide

e Beta hydroxy fatty acids




LPS di Salmonella

O-antigen
repeat 40 units

Core polysaccharide

Disaccharide
O HN O HN diphosphate

Fatty acids

4
Structure of Lipopolysaccharide

FIGURA 2.30  Struitura del lipopolisaccaride di Salmonella. KDO,
chetodeossiottonato; Hep, eptosio; Glu, glucosio; Gal, galattosio; GluNac,
N-acetilglucosamina; Rha, ramnosio; Man, mannosio; Abe, abequosio.
legato al lipide A & visibile un disaccaride costituito da residui di GluNac.
Nella struttura & compresa "endotossina (si veda la Sezione 9.10).

Core polysaccharide = polisaccaride interno; O-polysaccharide repeating
unit = unitd di ripetizione di polisaccaride esterno.

Catena laterale O

Core polisaccaridico

Lipide A

Gal

(Iélc — Gal

Fliep

Hep — ® — (P — etanolammina
}I<Do

| :
KDO — KDO— () — etanolammina

-®

Acido grasso




Lipopolisaccaride

* endotossina: tossicita de1 Gram-
 sintes1 simile al peptidoglicano

e undecaprenol carrier

Il lipide A viene sintetizzato per aggiunta di acidi grassi e KDO (acido2-
keto-3-desossioctulonico) al disaccaride di glucosammina. Serve da nucleo
primitivo e vettore per la costruzione del core polisaccaridico.

Dopo la sintesi 1l LPS viene trasferito dalla MI alla ME attraverso zone di
adesione al peptidoglicano note come giunzioni di Bayer.




Funzioni del LPS

. Barriera di permeabilita:

. Adesione:
Stimolazione risposta immunitaria: attiva 1
macrofagi e la produzione di pirogeni ,




Omp: outer membrane protein

OmpC ed OmpF: porine aspecifiche piu importanti di E. coli _

A special class of Escherichia coli outer membrane proteins (OMPs) called porins forms water-filled
channels through which hydrophilic solutes gain access into the bacterial cell. Porins have led the
way in providing insights on the structure, regulation, and assembly of membrane proteins. The
two classical porins OmpC and OmpF consist of three 16-stranded barrels, each of which forms
a channel that is restricted in the middle due to the in ward folding of a loop

OmpA: banda proteica maggiore, importante per la forma e I’integrita strutturale
piuttosto che per la permeabilita

OmpA, composed of 325 amino acid residues is one of the most abundant proteins in the outer m
embrane of Escherichia coli. It is reported to stabilize the shape the cell and to function as a
phage receptor and as a mediator in F-factor-dependent conjugation. In addition, we showed that
this protein also produces a porin-like diffusion channel. However, OmpA is different from the
classical porins, OmpF and OmpC, in at least two ways. (1)The flux of solutes through
OmpAchanneisl much slower, usually about 50-fold, than through the OmpF channel, in spiotef
the fact that the estimated size o f the OmpA channel is similar to that of OmpF. (i1)The OmpA
protein appears to exist as stable monomers when isolated, as well as in the intact outer
membrane.

PhoE: porina specifica per anioni sintetizzata in condizioni di
limitata disponibilita di fosfato
LamB (maltoporina)




OmpF di E.coli

(a) Trimero di porina

Le tre proteine della porina formano ognuna un canale. In ogni proteina si
individuano 3 anse: ’ansa verde delimita il canale, quella blu interagisce con le
altre proteine della porina per la formzione del trimero e quella arancio riduce
I’ampiezza del canale.

Nella visione laterale si osserva la struttura a botte beta (B-barrel), caratteristica
delle porine.
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GRAM STAIN

Gram positive Gram negative




Wall-less forms

 Result from action of:
— enzymes lytic for cell wall
— antibiotics inhibiting peptidoglycan biosynthesis

La penicillina inibisce la

sintesi della parete. Incubazione Trasferimento in un Rigonfiamento dovuto
in un mezzo contenente saccarosio mezzo diluito O all'afflusso di H,O q Lisi L

Protoplasto

Wall-less bacteria that don’t replicate:
—  spheroplasts (with outer membrane)
—  protoplasts (no outer membrane).
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atteri):

Mycloplasma e Sbiropld&héa (Eub

hanno sviluppato un modello di crescita senza parete

hanno molecole sterol-like nella membrana

Thermoplasma: genere di archebatteri termofili




