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Eventi chiave della vita cellulare batterica

ESPULSIONE TRASPORTO
DI DIVERSE SOSTANZE DI NUTRIENTI

o O

Membrana citoplasmatica

Nucleoide

T~

Parete cellulare

La maggior parte delle molecole biologicamente importanti non riesce ad entrare
passivamente nella cellula. *

e dunque un processo fondamentale per le funzioni vitali in quanto permette
I'accumulo di nutrienti all'interno della cellula contro un gradiente di concentrazione




annels/pores
x-Type channels
B-Barrel porins
Pore-forming toxins (proteins and peptides)
Non-ribosomally synthesized channels
Holins
Vesicle fusion pores
Paracellular channels

Porters (uniporters, symporters, antiporters)
Nonribosomally synthesized porters
lon-gradient-driven energizers
fimary active transporters

P-P-bond-hydrolysis-driven transporters
Decarboxylation-driven transporters
Methyltransfer-driven transporters
Oxidoreduction-driven transporters
Light absorption-driven transporters

Group translocators

4.A Phosphotransfer-driven group translocators

4.B Nicotinamide ribonucleoside uptake transporters

4.C Acyl CoA ligase-coupled transporters

Transport electron carriers
Transmembrane 2-electron transfer carriers
Transmembrane l-electron transfer carriers

essory factors involved in transport

Auxiliary transport proteins
Ribosomally synthesized protein/peptide toxins that target
channels and carriers
Non-ribosomally synthesized toxins that target channels
and carriers

Incompletely characterized transport systems

9.A Recognized transporters of unknown biochemical
mechanism

9.B Putative transport proteins

9:C Functionally characterized transporters lacking identified
sequences

Attualmente si conoscono oltre 500 famiglie di proteine coinvolte nel trasporto. Nella tabella mostrata
sono elencate le numerose classi e sottoclassi di sistemi di trasporto, incluse nella Banca Dati della
Classificazione dei Trasportatori




I procarioti hanno evoluto diversi
sistemi di trasporto

Le 3 tipologie di sistemi di trasporto piu comuni:

1. il trasporto semplice
2. la traslocazione di gruppo

3. i sistemi di trasporto ABC (ATP-binding
cassette)




Le tre classi di sistemi di trasporto
associati alla membrana

Simple transport

Transported
substance

Group translocation

N
]
"

—~

The ABC system

Controllato dall’energia
associata alla forza
proton-motrice

Modificazione chimica
della sostanza trasportata,
controllata dal
fosfoenolpiruvato

Coinvolge proteine di
legame periplasmatiche e
I’energia é fornita dall’ATP




Struttura dei trasportatori transmembranari

m O

Uniporter Antiporter Symporter

Strutturalmente questi trasportatori spesso formano 12 alfa eliche nello spessore della membrana a
formare un canale di veicolo delle sostanze trasportate nelle cellula

Si possono distinguere

trasportatori uniporter che trasportano una sostanza unidirezionalmente da un lato all'altro della
membrana

trasportatori symporter che trasportano nella stessa direzione una sostanza insieme ad un’altra, in
genere un protone (H+)

’rr'asptor'fa'ror'i antiporter che trasportano una sostanza in una direzione ed un’altra nella direzione
opposta. 6




La permeasi del lattosio (Lac permeasi) di E. coli: un
traportatore semplice
un symporter

e captato dalla cellula
mediante un

X P . .
G, Membrane sistema symporter chiamato

R Lac permeasi che trasporta una

molecola di lattosio insieme ad
un protone.

Il sistema € controllato dall’energia
associata alla forza proton-
motrice: man mano che Ia
permeasi trasporta il lattosio,
I'energia si riduce a causa della
simultanea entrata di protoni.

La forza proton-motrice viene poi
costantemente ristabilita attraverso
reazioni che liberano energia nella
cellula (cataboliche).




La traslocazione di gruppo

E’ un processo di trasporto nel quale una
sostanza viene modificata chimicamente
durante I'attraversamento della membrana.

| sistemi maggiormente studiati riguardano
Il trasporto di zuccheri (glucosio, mannosio e fruttosio),

che vengono fosforilati durante il trasporto grazie al
sistema delle fosfotransferasi.




La traslocazione di gruppo

le proteine del sistema vengono anch’esse alternativamente fosforilate
e defosforilate con un meccanismo a cascata

Pyruvate / Glucose

/ Glucose 6-P

e B

Cytoplasmic
membrane




La traslocazione di gruppo
sistema delle fosfotransferasi in E.coli

Il sistema per il trasporto del glucosio in E. coli & costituito da 5 proteine
Tre proteine a localizzazione citoplasmatica:

1.la proteina fosfocarrier HPr

2.|' Enzima I che fosforila HPr

3.I'Enzima IIa

Una proteina associata alla superficie interna della membrana:

4 I'Enzima ITIb

Una proteina integrale di membrana:

5.I'Enzima IIc

(e
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WW

Z Glucose 6-P

- Cytoplasmlc

membrane




La traslocazione di gruppo
sistema delle fosfotransferasi in E.coli

HPr e 'Enzima | sono componenti aspecifiche

|| legame fosfato ad alta energia, che conferisce energia al sistema,
deriva da un intermedio metabolico chiave che ¢ il

fosfoenolpiruvato.

Anche se con dispendio energetico nel trasporto il glucosio viene
convertito a glucosio 6-P in modo da poter essere assunto
iImmediatamente in una via metabolica centrale.




La traslocazione di gruppo:

meccanismo del sistema delle fosfotransferasi in
E.coli

4 Glucose

@ e

Z Glucose 6-P o

Cytoplasmic
membrane
[l trasferimento sequenziale del fosfato avviene a partire dal
fosfoenolpiruvato (PEP) attraverso le proteine mostrate in figura sino
all’ Enzima IIc, elemento che effettivamente trasporta e fosforila lo
zucchero.




Sistemi di trasporto ABC

oltre 200 tipi di trasportatori ABC




ABC importers and ABC exporters

Trasportatori ABC batterici > FATTORI DI VIRULENZA

Trasportatori ABC umani ) Associazione con PATOLOGIE (FC, MDR)

In figura (a sinistra) & mostrata la struttura degli importatori ABC in cui sono indicati oltre ai 2 domini transmembrana e ai 2
domini leganti i nucleotidi anche la proteina legante il substrato (SBP) che ha una caratteristica architettura bilobata con una
fessura centrale che ospita il sito di legame specifico per il substrato. A destra invece, € mostrata la struttura degli esportatori
ABC in cui manca la proteina SBP, e ciascun dominio NBD & fuso ad un dominio TMD. Questa organizzazione viene definita

emi-trasportatore ed il complesso funzionale puo essere formato da omodimeri oppure eterodimeri.
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Negli importatori oltre ai domini del core (TMD ed NBD) sono descritte le proteine SBP che nei batteri Gram- risiedono nello spazio
periplasmatico, mentre nei batteri Gram+ e negli Archebatteri, microrganismi privi di membrana esterna, sono esposte sulla superficie cellulare e
sono unite alla membrana citoplasmatica per mezzo di un ancora lipidica N-terminale (come ad esempio in o]l

Lactococcus lactis) o di un peptide transmembrana N-terminale (come ad esempio in di Sulfolobus solfataricus)

oppure sono fuse ai domini TMD ed indicate come domini SBD (come in di L. lactis ed
di L. lactis). In particolare in quest’ultimo sono presenti 2 domini SBD uniti in tandem fusi a ciascun
dominio TMD per cui questi sistemi hanno un totale di 4 siti leganti il substrato extracitoplasmatici.
In termini di numero di diverse subunita, i pit complicati sistemi ABC di assorbimento noti sono i trasportatori di
in cui ogni dominio & costituito da un polipeptide distinto, per cui sono richieste un totale di almeno cinque diverse catene polipeptidiche per
costituire il complesso funzionale. Nel sono presenti invece 2 domini TMD diversi e 2 domini NBD uguali tra loro ;
mentre il core del ) € costituito da 2 copie di uno stesso dominio TMD + 2copie di uno stesso dominio NBD .
In alcuni importatori, infine, i domini TMD oppure i domini NBD possono essere fusi.

Nei sistemi di efflusso oltre allassenza delle proteine SBP si descrive la fusione dei domini TMD con i domini NBD ed il complesso funzionale puo

essere costituito da omodimeri (come il trasportatore ) 0 da eterodimeri (come )-




D-loop
Q-loop

| domini NBD rappresentano il motore dei trasportatori ABC, dal momento che questi
favoriscono la traslocazione del substrato grazie al legame e I'idrolisi dell’ATP.
Essi contengono motivi altamente conservati, tra cui i motivi Walker A e Walker B,
che formano il sito di legame per I'ATP, il loop-H, il loop-Q € il loop-C (formato dalla
sequenza aminoacidica LSGGQ e noto anche come motivo di marcatura ABC).




Conformazioni del dimero NBD
Disposizione “head-to-tail”

' loop P

Dominio
ad eliche

Dominio
RecA-like

motivo LSGGQ
oop-C o motivo di marcatura

Ogni dominio NBD é costituito da 2 subdomini; 1)un subdominio RecA-like; 2) un subdominio ad eliche
(specifico dei trasportatori ABC). In figura &€ mostrata la diposizione “testa-coda”dei subdomini del dimero
NBD che permette di presentare i motivi di sequenza conservati nell'interfaccia condivisa, e di formare due
siti di legame per 'ATP tra il loop-P di un dominio NBD ed il motivo LSGGQ dell’altro, e viceversa. A sinistra
€ mostrata la conformazione “aperta” in assenza di nucleotidi mentre a destra & mostrata la conformazione
“chiusa” innescata dal legame di due molecole di ATP.




Legame del substrato alla
proteina SBP, che hanno
un’affinita di legame per |
substrati elevatissima anche
guando sono presenti a basse
concentrazioni

Attracco del complesso SBP-
substrato sui domini TMD.

T

iv) Translocation/Resetting (iii) Donation

Legame dellATP ai domini
NBD e trasferimento del
substrato dalla proteina SBP

] ai siti di legame dei domini
ATP

TMD.

(iv) Idrolisi del’ATP.
Passaggio del substrato nel
citoplasma e rilascio della proteina

SBP dai domini TMD.

W
ADP+Pi

ADP+Pi
Sistema di assorbimento dei battei Gram-negativi

Modello ipotizzato del meccanismo di traslocazione di un trasportatore
ABC SBP-dipendente




Meccanismo di un trasportatore di tipo
ATP-binding cassette

Periplasmic-binding protein Transported substance

/— Periplasm
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ATP-hydrolyzing protein —

trasporto del maltosio




Domini accessori del trasportatori ABC

Oltre ai domini del core (TMD ed NBD), indicati come traslocatore o
unita di traslocazione, anche domini accessori possono far parte dei
trasportatori ABC.

In base alla loro localizzazione (estrinseca o intrinseca alla membrana),
e alla loro funzione (regolatoria o catalitica) all'interno dei rispettivi
trasportatori, i domini accessori dei trasportatori ABC si dividono in
quattro gruppi:




Domini accessori ben caratterizzati nei trasportatori ABC
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In alto & illustrata la subunita OpuABC di OpuA,il trasportatore di glicina betaina di Lactococcus lactis, coinvolto nella
risposta cellulare allo stress osmotico, formata dalla fusione del dominio TMD (racchiuso nella box grigia) con il dominio legante
il substrato. Il trasportatore completo mostrato a destra € dunque formato da 2 subunita OpuABC + 2 domini NBD identici che
non sono fusi ai domini transmembrana. In basso invece sono mostrati i loops extracellulari (ECD-1 ed ECD-2), e i domini
citoplasmatici regolatori (R1 ed R2), dei membri della famiglia ABCA, esportatori di diverse molecole tra cui lipidi e farmaci
sia in procarioti che eucarioti. Si tratta di trasportatori “full-length” formati da due domini TMD (indicati in figura come TMD1 e
TMD2), ciascuno costituito da 6 segmenti transmembrana (TMS), e da due domini leganti i nucleotidi (NBD1 ed NBD2), che
seguono rispettivamente il dominio TMD1 e TMD2. | due domini ECD, la cui precisa funzione &€ sconosciuta, sono localizzati
dopo il primo segmento transmembrana sia della meta N-terminale che C-terminale del trasportatore. | domini-R (R1 ed R2), la
cui fosforilazione invece regola l'attivita del sistema di trasporto, sono localizzati rispettivamente al C-terminale dei domini N3D
sia della meta C-terminale che N-terminale del trasportatore.




Domini accessori citoplasmatici catalitici
dei trasportatori ABC
]

I I I I I | membrane

151 cytoplasm
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LenC, un trasportatore ABC coinvolto nella secrezione di
batteriocine, che possiede un dominio accessorio citoplasmatico
N-terminale. Si tratta di un dominio catalitico con attivita
peptidasica che serve a rimuovere dalla batteriocina esportata
da questo sistema (LcnA) il peptide leader, durante il processo di
secrezione.




Conclusioni

| trasportatori ABC sono ATPasi e di conseguenza tutti trasportatori primari.

Il core di un tipico trasportatore ABC & composto da due domini NBD e da due
domini TMD.

Ciascun domino TMD nella maggior parte dei casi possiede cinque o sei segmenti
trans membrana (TMS) ad alfa-elica.

Le proteine leganti il substrato (SBP) sono componenti accessori dei sistemi ABC

di assorbimento, che si sono evolute per segnalare la disponibilita di substrato
all’ATPasi, dopo il legame ai domini TMD del complesso SBP-substrato.

Diversi trasportatori ABC si sono evoluti per giocare ruoli importanti in processi
come ad esempio la regolazione del volume cellulare (OpuA) e quindi, per
eseguire funzioni regolatorie accessorie.

Alcuni trasportatori ABC (sistemi di secrezione di tipo |) possono avere un dominio
peptidasico che taglia la sequenza segnale prima della traslocazione del peptide
maturo (batteriocina) o della proteina.




Sistemi di trasporto in uscita

1. Esportazione/Traslocazione di proteine
2. Secrezione di proteine

| procarioti hanno inoltre evoluto dei sistemi per la traslocazione all’esterno della cellula di
grosse molecole come le proteine.

Tali sistemi funzionano grazie all’attivita di proteine dette traslocasi,
Possono essere distinti in:

sistemi indipendenti da Sec

tipo ITT
IV, e tipo VI




I sistemi di secrezione di tipo IIT

| sistemi di secrezione di tipo Il

Le componenti dei sistemi di tipo Ill sono
altamente conservate in molti batteri Gram-
negativi, causa di malattie nelle piante e
negli animali.

S. enterica
SPI1




Omologia dei sistemi di tipo ITI
con i flagelli

| geni che codificano per diverse componenti
dei sistemi di tipo [l presentano
omologia con quelli che codificano per il
macchinario di esportazione flagellare
sia nei batteri Gram-negativi che Gram-
positivi.

Le principali differenze risiedono a livello
della membrana esterna.

Le componenti flagellari passano attraverso
una struttura ad anello che € parte del
flagello stesso;

y'/‘ wiE mentre le molecole effettrici patogenetiche
CEL/‘ attraversano la membrana esterna
mediante una proteina canale omologa a

Typse Hl souraton

quella dei sistemi di tipo |I.




I sistemi di secrezione di tipo IIT

Quando il patogeno giunge a contatto con la cellula ospite
le molecole di secrezione possono essere riversate sulla
superficie del batterio, oppure direttamente all’interno
della cellula bersaglio.

Le molecole secrete provocano deli cambiamenti nelle
funzioni delle cellule ospiti che facilitano la capacita del
patogeno di sopravvivere e replicarsi.




I sistemi di secrezione di tipo IIT
di Yersinia

Ad esempio, Yersinia spp. secerne
diverse molecole, come YopJ e
YopH, capaci di alterare funzioni

chiave dei macrofagi.

LPScorother ¥ & T
bacterial signals ¢y .

_ / k4
IJ. ) TCaspase-82 i

Mitochondrion
Pe—ete Y
Nel corso del processo patogenetico le | ‘\'\;__-gL'.g_'; )
cellule immunitarie sono (e
probabilmente neutralizzate da o PN
queste molecole, permettendo a '
Yersinia di prosperare

nell’ambiente reticoloendoteliale.

IF'TdIns(a]P

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

A proinflammatory form of cell death that requires caspase-1,
termed pyroptosis, is activated in response to microbial products within the host
cytosol or disruption of cellular membranes by microbial pathogens. 28




*» Presenti in molti Gram-negativi patogeni (anche piu di un
sistema) o simbionti (Rhizobium)

¢ Codificati da plasmidi o “isole
** No “peptide leader” tipo Sec

Diversi fattori ambientali come:
la temperatura,
la fase di crescita,
la concentrazione salina,

influenzano la sintesi dell’apparato di secrezione e delle molecole effettrici di
vari agenti patogeni.

29




I sistemi di secrezione di tipo IT e
V: il sistema Sec (secretorio)

Il sistema Sec (secretorio)

Altamente specifico:

 discrimina tra proteine periplasmatiche e
proteine da esportare;

* specie-specificita.




SecYEG
(E. coli)

(un canale),

sia in grado di esportare proteine all'esterno che di inserirle
nella membrana nel giusto orientamento

affinche svolgano correttamente la loro funzione.

enzimi

tossine




Via di traslocazione metabolica sec-dipendente di E.coli

SecYEG

Membrana
plasmatica

Preproteina




Rappresentazione schematica dei sistemi di
secrezione di tipo I, tipo IT e tipo III
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Tutti e tre i sistemi di secrezione (tipo I, II, e Ill) utilizzano |'energia che deriva dall'idrolisi di ATP.

Le proteine dei sistemi di tipo | e di tipo lll attraversano, senza interruzione, sia la _membrana
citoplasmatica che la membrana esterna, e le molecole secrete by-passano completamente il periplasma.

Le proteine secrete dai 33
per tale motivo tali sistemi sono definiti anche




Sistemi di secrezione di tipo I, tipo II
e tipo ITT

Un’altra caratteristica comune dei sistemi di tipo | e di tipo llI
e rappresentata dalla secrezione di proteine
che non vengono modificate durante il trasporto.

Le proteine secrete dai sistemi di secrezione di tipo Il possono presentare una
porzione N-terminale (peptide segnale) che viene rimossa nel periplasma.

| sistemi di tipo | sono costituiti da un minor numero di componenti proteiche,
rispetto a quelli di tipo lll.
| sistemi di tipo Il e di tipo Il
presentano un componente simile a livello della membrana esterna,
come indicato dalla omologia di sequenza e dalla struttura terziaria.




Funzioni dei sistemi di tipo I e II

Cc

o-hemolysin

Curmzrt Opinian in Call Bickgy

Secrezione di molte tossine e biogenesi pili di tipo IV

E. coli utilizza il sistema di tipo | per la secrezione dell’a-emolisina;

mentre il sistema di tipo Il & utilizzato da EPEC (E. coli enteropatogeno) per la formazione
dei pili e da ETEC (E. coli enterotossico) per I'esportazione di tossine.




SISTEMI DI TRASPORTO DI TIPO IV (T4SS)
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CLASSIFICAZIONE DEI SISTEMI T4SS

GI-T4SSs
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I SUBSTRATI DEL SISTEMA
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Cristina E. Alverez et al., Micro. Biol. Rev. 2009




RUOLO DEL SISTEMA VirB/VirD4
NELLA PATOGENICITA" DI
Agrobacterium tumefaciens




RUOLO DEL SISTEMA VirB/VirD4 NELLA PATOGENICITA
DI
Agrobacterium ftumefaciens

a Protein trafficking and conjugation

°JVirE2/E1

Complesso nucleoproteico: T-DNA/VirD2 Trasportati @ virF
nelle cellule

vegetali

Effettori proteici: VirE2, VirE3, VirF, VirD5




RUOLO DEL SISTEMA T4S5S NELLA
PATOGENICITA" DI Helicobacter pylori
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_ Repertorio infinito di modalita_di trasporto
Sistemi di secrezione dei batteri Gram negativi.

Tipo Il

J

Ambiente esterno
alla cellula

Membrana
esterna

Spazio
periplasmatico ‘

hieinbrana .
plasmatica

Citoplasma
Chaperon Chaperon

/

%

Proteina

Codificati da plasmidi, isole di patogenicita
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Type VI secretion regulation: crosstalk and intracellular

communication

Ka Yin Leung’', Bupe A Siame', Heather Snowball' and Yu-Keung Mok?

Pathogens use type VI secretion systems (T6SSs) to transport
proteins into the environment or host cells in response to
external stimuli. TESSs are tightly regulated together with other
virulence determinants such as type Il secretion systems,
quorum sensing (QS), and flagella synthesis. Five pathogens
(Salmonella enterica, Edwardsiella tarda, Aeromonas
hydrophila, Vibrio cholerae, and Pseudomonas aeruginosa) are
examined for crosstalk proteins (global regulators) that connect
T6SSs to other virulence determinants. Common
transcriptional regulators (TRs) include two component
systems (i.e. PhoPQ), ¢®* and ¢**-dependent TRs (i.e. VasH),
and QS regulators. Greater understanding of this integral
communication network will define what is essential for
bacterial pathogenesis.
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lence determinants. Bernard ez #/. [8°*] suggested the next
challenge is defining crosstalk among T6SSs and other
virulence determinants. This paper highlights possible
crosstalk among multiple T6SSs and the connection
between T6SS, T'3SS, flagella synthesis and quorum
sensing (QS) within the bacterium.

\

'T6SSs contribute to infection and survival within phago-
cytic cells [9-12] as well as the ecology of bacteria such as
biofilm formation, QS and stress response [13,14%,15°%].
Silico analyses of over 500 bacterial genomes revealed
'T6SSs in 92 sequenced bacterial genomes [3]. Multiple
T'65S copies, ranging from two to six, were found in one
third of the 92 genomes [3]. The T6SS loci harbor 15-25
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hemolysin co-regulated protein (Hep) and valine-glycine
repeat protein (VgrGG), and non-secreted proteins [3,4,6].
Crystal structure of Hep from P. aeruginosa revealed the
formation of hexameric rings that stack to form the
extracellular and periplasmic tubule [6,7,16]. VgrGs have

Type VI secretion system regulation as a
consequence of evolutionary pressure
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The type VI secretion system (T6SS) is a mechanism evolved by Gram-negative bacteria to
negotiate interactions with eukaryotic and prokaryotic competitors. T6SSs are encoded by a
diverse array of bacteria and include plant, animal, human and fish pathogens, as well as

vary widely from species to species, and even from strain to strain within a given species. This
review concentrates on the four bacterial genera that the majority of recent T6SS regulatory
studies have been focused on: Vibrio, Pseudomonas, Burkholderia and Edwardsiella.




