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Searching Escherichia coli K-12 substr. MG1655 (EcoCyc) change organism database

EcoCyc E. coli Database

EcoCyc s a scientific database for the bacterium Escherichia coli
K-12 MG1655. The EcoCyc project performs literature-based
curation of the entire genome, and of transcriptional regulation,
transporters, and metabolic pathways.

New to EcoCyc? Take the guided tour of the EcoCyc.org Web -
site, watch our free online instructional videos, or read our 2013 et o b PanePod
article: "EcoCyc: fusing model organism databases with systems
biology”

EcoCyc App is now BioCyc App
Have you ever wanted to quickly find out what is known about a
gene, protein or pathway that was just mentioned in a talk or
EcoCyc User Guide »> on a poster? Download the frea BioCyc iPhone app to browse
EcoCyc on the go! The IEW BioCyc app comes preloaded v/
New version of the E. coli K-12 MG1655 sequence. The Eealyc.
current release of ECOCYC uses the version of the £. colfgenome
sequence from GenBank record UD0096.2. We plan 1o upgrade
R R R R to version UDD096.3 in our next release in April 2016. The
G en et ica d el P rocari Ot | - 5 nuclestide coordinates of genes and other features differ between 1[2]|3][4]l5 IE‘ 7
U00096.2 and UO0DY6.3. We will be offering a coordinate
mapping service as part of the new release

Download Here
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Logaritmo del n. delle cellule vive ——» g

Una coltura di E. coli in terreno complesso (LB) entra
in fase di morte dopo tre giorni di incubazione.
In questa fase, il 90-99% della popolazione muore

Fase stazionaria
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Fase esponenziale di morte
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ossidazione di proteine e DNA, programma simile

all'apoptosi eucariotica che determina la morte delle
cellule al raggiungimento di una densita elevata

Fase lag

Tempo —>

LB culture was incubated for 150 days (5 m) and sampled by spreading cells onto
LB agar plates: 5 colony variants were observed.

Phase-contrast micrographs of cells from each colony (b-f), as well as the unaged
wild-type parent (a)
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Le cellule sopravvissute possono utilizzare le sostanze rilasciate da quelle morte,
inclusi gli amminoacidi dalle proteine, i lipidi dalla membrana cellulare e il DNA

Dopo la fase di morte la vitalita delle cellule pud essere mantenuta per mesi o
addirittura per anni in una condizione definita fase stazionaria prolungata
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A partire dal 10° giorno delle colture in LB si osserva la comparsa, all'interno della
popolazione batterica, del fenotipo GASP

| fenotipi GASP mostrano una fithess migliore rispetto al ceppo parentale e il
bilancio tra le cellule in crescita e morte fornisce un equilibrio dinamico il cui
risultato finale e la vitalita stabile della popolazione
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{ GASP: Growth Advantage in Stationary Phase
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— densita totale della popolazione
== comparsa e permanenza di mutanti GASP diversi
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Nome/Gene Funzione

070 (rpoD) | Geni necessari durante la crescita esponenziale

054 (rpoN) | Geni espressi in condizioni di carenza di azoto

3 (rpoS) Geni espressi durante la fase stazionaria e in condizioni di
o p stress generale

32 (rpoH) Geni espressi durante heat-shock (chaperoni per ristabilire
G p il folding corretto delle proteine citoplasmatiche)

Geni cadificanti per proteine coinvolte nell’assemblaggio del
02 (rpoF) flagello

Geni espressi in condizioni di stress termico per ripristinare
o024 (rpoE) I'integrita di membrana e assicurare il folding corretto delle
proteine di membrana

019 (fecl) | Geni espressi in relazione al trasporto del citrato ferrico

rpoS

duplicazione di 46 bp all'estremita 3' = proteina in cui i 4 aminoacidi
presenti a C-terminale sono sostituiti con 39 nuovi aminoacidi

indebolimento dell'espressione del regulon (in E. coli RpoS controlla
I'espressione di oltre il 10% dei geni)

shilanciamento della competizione tra i vari fattori sigma per il core della
RNA polimerasi.

Cellule con una ridotta espressione di rpoS favorirebbero I'associazione
dei fattori sigma RpoD (07°) e RpoN (0°%) alla RNA polimerasi
determinando una fitness migliore rispetto al ceppo wild-type

Irp

Lrp: regolatore trascrizionale (attivatore/repressore) che controlla
I'espressione di molti geni implicati nel metabolismo e nel trasporto
degli amminoacidi

maggiore capacita di recuperare gli amminoacidi rilasciati dalle
cellule morte, in particolare: serina, treonina e alanina

Attivazione operone (ybeJ)-gltJKL

riarrangiamento genomico prodotto da IS5.

Quattro geni di questo operone sono implicati nella regolazione del
trasporto per I'aspartato e il glutammato

GASP: Growth Advantage in Stationary Phase

capacita delle cellule derivate da una coltura in batch “invecchiata” di avere la
meglio, in co-coltura, su cellule provenienti da una coltura “giovane”
a Class1 b Class 2

Log (CFU ml™)

Log (CFUmLY)
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€ Class 3 d Class 4 mutanti GASP noti (linea
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Sopyright © 2001 by the Geneiics Socicry of America
Evolutionary Cheating in Escherichia coli Stationary Phase Cultures

Marin Vulic and Roberto Kolter

1 bari, Caravaggio (Michelangelo Merisi) 1595.
Kimbell Art Museum (Fort Worth-USA)

mutanti GASP: “truffatori evolutivi”, ignorano i segnali di inibizione
della crescita e continuano a moltiplicarsi
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Un modello delle basi fisiologiche del fenotipo GASP

(Zinser e Kolter 1999)

John F. Nash (1928) matematico ed economista statunitense.
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La competizione osservata all'interno di popolazioni batteriche é stata
interpretata facendo riferimento alla “teoria dei giochi”

i “cooperatori” (WT-WT) coesistono, entrambi bloccano anticipatamente la crescita
e sono premiati attraverso la redistribuzione delle risorse necessarie al
mantenimento della popolazione per lungo tempo

i “cooperatori” (WT) che incontrano i “truffatori” (GASP) sono
imbrogliati e le loro risorse vengono consumate prematuramente dai
secondi

i “truffatori” che coesistono tra loro (GASP & GASP) sono puniti poiché continuano
a crescere senza controllo mettendo a rischio la vitalita a lungo termine

‘OPEN B ACCESS Frealy avallableonline OPLOS o

Spatial Structure Facilitates Cooperation in a Social
Dilemma: Empirical Evidence from a Bacterial
Community

Felix J. H. Hol'*", Peter Galajda'*", Krisztina Nagy?, Rutger G. Woolthuis', Cees Dekker',
Juan E. Keymer'**

Received My 13, 2013; Accopted Septerber 6, 2013; Published October 22, 2013

in un habitat artificiale spazialmente
strutturato (micro lastre in silicone) in
cui la disponibilita dei nutrienti &
omogenea, WTe GASP coesistono
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Most bacteria encode multiple sigma factors (some of which are specialized
and only used at certain times). Each binds a different promoter consensus . . )
sequence. Sequenze “consenso” diverse per alcuni fattori c.

FATTORE o SEQUENZA CONSENSO DEL PROMOTORE

@) pp_g Regione 35 Regione —10°
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RpoS controlla I'espressione di ~500 geni

OxyS

J_.

- ; + DsrA Hfg
+ Binding
7 T
Bt SRNAs

o ’t”’ @l— ol

ArcA/ArcB

U

€ sottoposto a un controllo post-trascrizionale

Il sito di legame al ribosoma (RBS)

P o T del'mRNA rpoS e appaiato alla regione
{ Em-rr

& . .

et RES 5' non tradotta dellmRNA.

Prodotti SRNA che, legandosi al 5'
del’'mRNA, impediscono la formazione
della struttura secondaria e permettono

la traduzione di RpoS (o9).

almeno 3 sRNA coinvolti: DsrA, RprA and OxyS

sRNA (small RNA), possono svolgere la loro azione regolativa appaiandosi
a regioni specifiche di un RNA bersaglio perfettamente o parzialmente
complementare (SRNA antisenso)

Gli RNA antisenso sono molecole piccole (da poche decine a poche
centinaia di nucleotidi), diffusibili

The abundance and, therefore, the activity of each is in turn regulated by different
environmental cues.

Cell Surface Oxidative
Low stress(?) stress c
temperature Osmotic S
shock ResC —E "é
YojN S
RcsB Ok 0 g
DsrA RprA OxyS

v
RpoS

4N

Target genes

All require the protein Hfg, an RNA chaperone that facilitates RNA-RNA pairing.
Hfq has a toroid structure, with a pore in the center.

22/03/2016



Hfq consists of six identical subunits arranged in a ring shape structure

Proximal face

Distal face

Hfq is an RNA-binding protein
encoded in approximately half
of the (in 2002) sequenced
bacterial genomes and is one
of the most abundant proteins

Distal face in E. coli.

Proximal face

Proximal face

The typical action of an Hfg-associated sRNA.

Om

y released

Q- &L
—

Hig + SANA
$RNA binds to mRNA targe! RNase E binds - mRNA
and farget degraded

The sRNA binds to the Hfg protein and then finds its target mMRNA

regolazione mediante fattori sigma alternativi

Starvation—> R rpoS

Acid
resistance )\ Anti-oxidant

Acid
resistance

/ Base
resistance

Periplasma La proteina di membrana EnvZ

percepisce I'alta osmolarita
esterna e, in risposta,
si autofosforila.

Membrana cellulare

EnvZ fosforilata cede il proprio
gruppo fosfato alla proteina

citoplasmatica OmpR...

... che silega
al promotore
dei geni codificanti
le porine e ne attiva
la trascrizione.

Citoplasma
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EnvZ/OmpR System of E. coli

OmpR

P
|-— Input domain ——l-— Autokinase ——l |-.Regu|at0|—|-0utputdomam-—|
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Senses changes in extracellular osmolarity
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Quorum Sensing

« Bacteria produce and secrete chemical signal molecules
(autoinducers)

. Concentration of molecules increases with increasing bacterial
density

« When critical threshold concentration of molecule is reached,
bacteria alter gene expression

Quorum Sensing

Altre cellule
della stessa
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Quorum sensing

@ Autoinducer

<> Bacterial Cell

The local concentration of signal is low due to diffusion

At high cell densities the local concentration of Inducer becomes high

° °® o .O.
Y
R =
®e .'o'o.o. ® o

Bacteria sense this and alter gene expression

1. AHLs are produced in
the bactarum by the
AHL synthase...

AHL syrihasa AHL \
@ -\b)_y_%,r 3. Binding 10 1he recepton

palypaptics leacs 1o
il_\i /ﬁ(\ l e | farmatian af active dimers.
o
N -
N ) M

ﬂqh*ﬂml 4. Tha recaptor dimars bind
s— | taspecilic promoter
I |l Pramatar Wirulence:, matility, sequencas and activaie
\ SAGUENCE debangs, transpor, transerigtion af sels of genes.
. LN COmmUniY STucure.
2, . and can diffuse from (G5 J
the call 10 enter Y
nalghboning bactena, Lo

AHLs diffondono dalla cellula e raggiungono le cellule vicine.

Il legame con il recettore porta alla formazione di dimeri attivi

che legano specifiche sequenze nel genoma batterico

determinando I'attivazione della trascrizione di un set di geni

Gram negative and Gram positive bacteria use different
signaling molecules (Acyl Homoserine lactones vs peptides)

Autoi.nducer (AHL) Autoind’ucer (peptide)
® e?® o9 nEA T A N4
:. PS '. l' Y [’”-'\‘ soe

......

{ ] 'ﬂ
‘ m®4\

'd ]
Pheromone Target
1 precursor genes
Target genes

Gram-negative bacteria Gram-positive bacteria
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Planktonic

= Mature biofilm
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Serratia liquefacens wild type Ceppo mutante AHL

Mature biofilm community

a Biofilm development
Planktonic bacteria Quorum
(free living) sensing

-

-
@
l / Microcolonies
- O O
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b 8days
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High activity
Intermediate activity
Low activity

Dormant

Metabolic activity in a biofilm cell cluster is a function of depth within the biofilm
and is influenced by nutrient transport.

Cells deep within the microcolony can potentially remain dormant and provide a
nucleus for regrowth following antibiotic treatment.

Untreated 20 minutes 24 hours

|

. a
Autoinducer | a 8
. e
production T= a8

I Autoinducer | a B
a 5
® o e e

detection

Response: commaonly,
secretion of effectors
(e.g. degradative
enzymes, surfactants,
antibiotics,
siderophores).
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(b) Competence and sporulating stimulating factor (CSF)
autoinducer of Bacillus subtilis. (c) Al-2 autoinducer. (d) The N-
butyryl-homoserine lactone of Pseudomonas aeruginosa.
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Bacillus subtilis ComX ADDPITRQWGD
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Una coltura di E. coli in terreno complesso (LB) entra
in fase di morte dopo tre giorni di incubazione.
In questa fase, il 90-99% della popolazione muore

Fase stazionaria
I
"

Fase

Fase esponenziale di morte

{logaritmicay

90.990/0
5o

ossidazione di proteine e DNA, programma simile
all'apoptosi eucariotica che determina la morte delle
cellule al raggiungimento di una densita elevata

Fase lag

Logaritmo del n. delle cellule vive ——» g
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A Linear Pentapeptide Is a Quorum-
Sensing Factor Required for mazEF-
Mediated Cell Death in Escherichia coli

llana Kolodkin-Gal,* Ronen Hazan,™* Ariel Gaathon, Shmuel Carmeti,”

Hanna Engelberg-Kulka't

mozEF is a toxin-antitoxin module located on many bacterial chromosomes, including those of
pathogens. Here, we report that Escherichia coli mazEF-mediated cell death is a population
phenomenon requiring 2 quorum-sensing molecule that we call the extracellular death factor
(EDP). Structural analysis revealed that EDF is a linear pentapeptide, Asn-Asn-Trp-Asn-Asn. Each of
the five amino acids of EDF is important for its activity.

EDF (extracellular death factor) attiva I'operone mazEF responsabile del modulo
tossina-antitossina che determina la morte delle cellule al raggiungimento di una
densita elevata

mazEF: a chromosomal toxin-antitoxin module that
triggers programmed cell death in bacteria

Hanna Engelberg-Kulka*, Ronen Hazan and Shahar Amital
Department of Molecular Biology, The Hebrew University-Hadassah Medical Sehool, Jerusalem 91120, lsael
“Author for correspondence (e-maik: hanka @oc.hujlac)

Accepted 8 August 2005
Joumal of Col Science 116, 4327432 Publshad by Tho Campany of ologists 2005
i 10.1252fc5 02019

mazF encodes a stable toxin, MazF: a sequence-
specific endoribonuclease that preferentially cleaves

single-stranded mRNAs at ACA sequences
5 WAS

mazE encodes a labile antitoxin, MazE, that
counteracts the action of MazF

Transcription

| 1P2 | raz e L - e

Translation ‘

PPGpp MazE
gg% antitoxin
DNA damage \m.\
Degradation by ClpPA B
Antibiotics . :";:._ Sequence-specific
.

mRNA cleavage

— \
= .

Inhibition of Selective synthesis of cell
bulk protein synthesis ~ death proteins encoded
by mRNAs resistant
to MazF cleavage
(“A point of no return”)

Any stressful condition that prevents the expression
of mazEF will lead to a reduction of MazE levels in
the cell, permitting the MazF toxin to act Cell death
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Chromobacterium violaceum

A mutant of C. violaceum ATCC
31532, designed strain CV026,
does not produce C6-HSL but does
produce violacein in response to
the presence of exogenous C6-HSL
(McClean et al., 1997)

)

.xg- =

Quorum sensing and Chmmobacterium
iol: ¢ loitation of vi

Misrobiology (1997}, 143, 3703-3711

d and il for the d ion of
N-a(ylhomoserlne lactones
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production of AHL molecules has been blocked by mutation of the AHL synthase
but the gene encoding the production of the purple pigment violacein remains
AHL-responsive.

In the presence of specific AHLs with acyl
chain lengths shorter than C,, this strain
will therefore produce purple pigment due
to violacein production

Cvwild type CvAHL CrAHL"
+ AHLs
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Quorum Sensing

« When critical threshold concentration of molecule is reached,
bacteria alter gene expression
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Controllo post-traduzionale

SECREZIONE PROTEINE

Proteine specifiche si trovano:

associate alla IM

nello spazio periplasmatico

oM

in alcuni casi secrete completamente dalla cellula

Le proteine legate alle membrane comprendono:

Citocromi

F1/Fo ATP sintasi
Proteine di trasporto
Porine

N-acetylmuramic acid
N-acetylglucosamine Telchoic acid

Cytoplasmic
Peptidoglycan __membrane

‘02um

Nei batteri Gram-positivi le proteine secrete o
sono rilasciate nell’ambiente esterno oppure
sono legate covalentemente al petidoglicano da
specifici enzimi associati alla membrana e
vanno a costituire le proteine di superficie

Molte proteine sono secrete attraverso entrambe le membrane
cellulari (IM, OM) dei batteri GRAM-negativi

Alcune usano la via Sec per attraversarela IM ed un’altra via
per la OM

Altre dipendono da altri sistemi per attraversare entrambe le
membrane

N oo S
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Sec-pathway

Il trasporto e realizzato attraverso un meccanismo dipendente da una

SEQUENZA SEGNALE

Met—X — Lys/Arg — Z(10 -12x) — Gly/Ala — I—
Regione basica core idrofobico N-terminus proteina matura

5-6 residui

X =residuo idrofilico o idrofobico

Z=residuo prevalentemente idrofobico

CITOPLASMA 1 Signal sequence l

COOH

/

ATP ADP+ Pi

COOH
I

== 20aa
SecF{_ Secl translocation W ‘X
complex
\‘

CITOPLASMA

Signal sequence

chaperone
translocation
competent state

PERIPLASMA peptidase

ADP + Pj

Sec A SecB
(prevents folding)

AV
(electrochemical
gradient)

Sec E
removed by peptidase

La proteinamaturainiziail processo di
ripiegamento, se a destinazione periplasmatica,
oppure puod essere presa in consegna daun
successivo sistemadi trasporto se destinata a
correctly folded OM/ ambiente extracellulare
protein

22/03/2016
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Phylogenetic tree of sequenced homologues of the SecY protein of E. coli
and Sec61 proteins accharomyces cerevisiae

A+B

egues follow the phylogenies of the
host organisms with few exceptions

~
Two-step process

~y"
One step process

b) .
a-emolisina

Membrana
% esterna

Periplasma

§ Membrana
! citoplasmatica

MFP: proteina di fusione di membrana
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Sec-independent

Type IV secretion Type |l secretion Type | secretion

Typelll - T3S l

apparato che trasloca effettori in one step attraverso la
parete usando una struttura ancestralmente correlata al
flagello batterico

¥

[
Gurtent Opinion in Microbiology

Quando I'uncino ed il corpo basale sono assemblati FIgM viene
secreto attraverso il sistema di trasporto flagellare (T3S)

solo dopo il
contatto con la
cellula eucariotica

nomenclatura di Yersinia
Yop: Yersinia outer protein
Membrana

lasmatica %@%@@
s SBSKERY

Filamento

Membrana

esterna

Mermbrana
citoplasmatica
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Cellula ospite

Effettori ; o Du‘

{invasine)

Citoplasma

batterico *

2
Effettori p

TypelV —T4S |

ancestralemente correlato all’apparato della coniugazione
che transloca DNA o substrati proteici attraverso la parete
(spesso in relazione alla patogenesi)

Extracellular

Periplasm

Cytoplasm

T4SS T3SS

Vibrio cholerae,
Pseudomonas aeruginosa

T7SS  Mycobacterium

tuberculosis

— .
Lol /%
» - \{ma Dotfiom
/ \\:’b\ / ¥S-
] N 1 Loginole
I %wweﬁzii 1 pneumophila
\ SIE 1
\ J 4
\ Vi, /
Agrobgetenum
S g
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