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uvoD

Razvoj rezistencije na antibiotike doveo je do otkri¢ca mnogih mobilnih elemenata, ukljucujuci
transpozone i konjugativne plazmide. Komparativna analiza nukleotidnih sekvenci tih
elemenata u konacnici je dovela do otkri¢a integrona, prirodnih klonirajucih i ekspresijskih
sustava koji inkorporiraju otvorene okvire Citanja (engl. Open Reading Frame, ORF) te ih

pretvaraju u funkcionalne gene.

Integroni su genetski elementi koji imaju sposobnost prihvacanja i uklju¢ivanja novih gena
mjesno-specificnom rekombinacijom u veé postojeéi geneticki materijal te mogu uspjesno
provoditi njihovu ekspresiju. Oni su nasiroko poznati po svojoj ulozi u $irenju rezistencije na
antibiotike, osobito u Gram-negativnih bakterija. Medutim, buduc¢i da su integroni inicijalno
otkriveni u klini¢ckim bakterijskim sojevima, postalo je jasno da su integroni Cest sastav
bakterijskih genoma te da imaju dugu evolucijsku povijest. Integroni se pojavljuju u gotovo
svim sredinama, u mogucnosti su prenositi se izmedu vrsta i rodova te imaju pristup velikom
broju gena ¢ija se funkcija jo$ treba utvrditi. Istrazivanjem raznolikosti integrona u prirodnim
uvjetima pokazalo se da integroni, osim svoje velike uloge u Sirenju rezistencije na antibiotike,
imaju mnogo veéi znacaj kao Sto je primjerice utjecaj na adaptaciju bakterija i evoluciju

genoma.

U ovom radu ¢e biti razmatran prirodni tijek integrona. Istrazivat ¢e se aktivnost integrona i
mehanizmi pomocu kojih integroni uzimaju gene iz okoline i preureduju ve¢ postojecu zalihu
gena. Prikazat ¢e se koliko je porastao klini¢ki znacaj integrona uzimanjem gena iz ralicitih
izvora, potencijalna daljnja evolucija integronskih sustava te primjena integrona u

biotehnologiji.



TEORIJSKI DIO

1. STRUKTURA | POVIJEST INTEGRONA

1.1 Struktura inteqrona

Funkcionalna oshova integrona sastoji se minimalno od tri osnovne komponente.
Kombinacijom aktivnosti tih komponenata integroni preuzimaju gene i provode ekspresiju tih
gena kao dio kazeta gena (Boucher i sur.,2007). Prva glavna komponenta je gen intl, koji kodira
za protein integrazu Intl, ¢lana tirozin-rekombinacijske obitelji. Uloga integraze je da katalizira
rekombinaciju izmedu ulaznih kazeta gena i druge glavne komponente integrona u
rekombinacijsko mjesto gen attl (Partridge i sur.,2000). Nakon S$to se kazeta gena
rekombinacijom ugradi u integron provodi se ekspresija gena pomocu trece glavne komponente

integrona, promotora Pc (slika 1) (Collis i Hall, 1995).
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Slika 1. Struktura integrona. Funkcionalna osnova integrona sastoji se od sljedeceg: gen intl
kodira za protein integrazu Intl; promotor Pc; gen attl je rekombinacijsko mjesto te kazete gena
koja se rekombinacijom umece izmedu rekombinacijskog mjesta integrona attl i
rekombinacijskog mjesta attC kazete gena. (A) Kazeta gena sadrzi otvoreni okvir ¢itanja ¢iju
ekspresiju provodi promotor Pc. U nekim integronima promotor Pc se nalazi izmedu gena intl
i attl. (B) Postoje i kazete gena s dva ORF-a, bez ORF-g, ili s ORF-om u suprotnom smjeru. U
nekim rodovima gen inll se transkribira u istom smjeru kao i kazeta gena. (C) Kazeta gena

moze sadrzavati unutarnje promotore. Prilagodeno prema Gillings (2014).

Integroni stje¢u nove gene kao dio kazeta gena. Kazete gena su mali mobilni elementi koji se

sastoje nesto vise od jednog gena, otvorenog okvira ¢itanja i rekombinacijskog mjesta attC koji



se originalno zvalo element 59 nukleinskih baza. Mjesta attC se sastoje od dva osnovna dijela,
svako se sastoji od par oCuvanih mjesta dugackih 7-8 parova baza. Cirkularne kazete gena se
ugraduju mjesno-specifiénom rekombinacijom izmedu mjesta attl i attC, taj proces provodi
integron integraza (Stokes i sur.,1997) (slika 2). Ovaj proces je reverzibilan, tj. kazete gena se
mogu izrezati u obliku slobodnih cirkularnih molekula DNA (Collis i Hall, 1992). Insercijom
kazete gena u mjesto attl omogucena je njihova ekspresija preko promotora Pc (Collis i Hall,
1995).
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Slika 2. Stjecanje kazeta gena. Integroni stjeCu nove kazete gena rekombinacijom izmedu
mjesta attC cirkularne kazete gena i mjesta attl integrona. Na ovaj nacin se nove kazete gena
ugraduju blizu gena integraze i njegovog promotora. Kazetni niz se moze prosiriti ponovljenim
stjecanjem kazeta, ali kazete se mogu izrezati kao kruzni elementi rekombinacijama attl x attC
ili attC x attC. Prilagodeno prema Gillings (2014).

Kao genomske inovacije integroni imaju dvije glavne prednosti. Prvo, novi geneticki materijal
je integriran u bakterijski genom u specifi¢no rekombinacijsko mjesto attl i na taj nacin se ne
narusavaju postojec¢i geni. Drugo, novo integrirani gen je ekspresiran preko integron promotora
Pc i stoga je odmah podvrgnut prirodnoj selekciji. Kao posljedica toga, stanice koje sadrze
integrone, od kojih svaka sadrzi razlicite kazete gena, ekspresijom gena mogu dati razne korisne

fenotipe.



1.2 Evolucijska povijest integrona

Integroni su geneti¢ki elementi koji su odredeni prisutno$¢u gena Kkoji kodiraju za protein
integron integrazu Intl. Integron integraze su ¢lanovi tirozin-rekobinacijske obitelji, ali odlikuju
se time §to imaju jedinstveni konzervirani motiv od 16 aminokiselina, koji je neophodan za
njihovu aktivnost. Na temelju gena intl, sekevencioniranjem bakterijskog genoma utvrdeno je
da vise od 15 % bakterija sadrzi integron (Cambray i sur., 2010). Integroni su osim u
bakterijama pronadeni u raznolikim okruzenjima ukljucujuéi Sumska tla, pustinjska tla, rije¢ne

nanose, izvore, vodene biofilmove, itd.

Razli¢iti integroni mogu se razlikovati na temelju homologije gena intl, iako nije definiran
toc¢an broj kljuénih tocaka za razlikovanje izmedu razli¢itih grupa integrona. U posljednjih
nekoliko godina otkriveno je nekoliko stotina razlicitih integrona koji se mogu svrstati u tri
glavne skupine s obzirom na evoluciju njihovih gena za integrazu (Boucher i sur., 2007). Prvu
skupinu ¢ine integroni koji su nadeni u proteobakterijama iz slatkovodnih voda i tla. Ova
skupina ukljucuje 1 klinicki vazne integrone grupe 1 i grupe 3. Drugu skupinu ¢ine integroni
koji su pronadeni u gamaproteobakterijama iz morskih okolisa. Ova skupina takoder ukljucuje
integrone grupe 2 i integrone koji su pronadeni na intergrativnom konjuktivnom elementu SXT
(omogucavaju rezistenciju na vise antibiotika) i plazmidu pRSV1 iz roda Vibrio. Tre¢u skupinu
¢ine integroni kojima su integraza geni u obrnutoj orijentaciji od navedenih integrona. Obrnuti
integroni do sada su pronadeni u Spirochaetes, Planctomycetes, Cyanobacteria i Chlorobi,

izolirani iz raznih okolisnih nisa (Boucher i sur., 2007).

U pocetku je bilo zamisljeno da se integroni podijele u dvije grupe: mobilni integroni koji
sadrze nekoliko kazeta gena, obi¢no kodiraju za otpornost na antibiotike, imaju razli¢ita mjesta
attC, a mobilnost su stekli udruzivanjem s transpozonima ili plazmidima i superintegroni koji
bi mogli imati na stotine kazeta i homogena mjesta attC te bi bili smjesteni na kromosomima
(Rowe-Magnus i sur., 1998). U pocetku razlika izmedu ove dvije vrste bila je temeljena na jako
malom broju primjera, no danas je poznat kontinuiran slijed integrona izmedu ove dvije
skupine. PoloZaj integrona na kromosomima u odnosu na mobilnim elementima ima vazne
funkcionalne i evolucijske posljedice, budu¢i da pokretljivost omogucuje prodiranje u nove
taksonomske skupine, a polozaj na kromosomima moze uzrokovati kompleksne genome i

razli¢ite fenotipe (Gillings i sur., 2005).

Svrstavanje integrona u odredene skupine s obzirom na okoli§, u odnosu na njihovo svrstavanje

s obzirom na stanice domacina, pokazuje da se horizontalni prijenos integrona moze dogoditi



izmedu bakterija koje obitavaju u slicnom okruzenju. Ovaj prijedlog je baziran na usporedbi
filogenetickih stabala na temelju gena 16S rRNA ili rpoB s filogeneti¢kim stablima na temelju
gena intl. Pojedine filogenetske analize nisu podudarne i pokazuju da se horizontalni prijenos
kromosomalnih integrona dogodio izmedu bakterijskih vrsta (Boucher i sur., 2006). U nekim
bakterijama, kao na primjer Shewanella, Xanthomonas i Vibrio cholerae, integroni su ste¢eni
prije nego §to je postojeca vrsta izloZena radijaciji. Medutim, u mnogim drugim slucajevima
usko povezani integroni pronadeni su u daleko povezanim bakterijskim rodovima. Mogu se
izvuéi dva zakljucka: prvo, da su integroni drevni sustavi koji datiraju najmanje stotine milijuna
godina unazad, i drugo, da je tijekom evolucijskog procesa doslo je do zna¢ajnog horizontalnog
prijenosa integrona izmedu razli¢itih rodova, iako su u kratkom roku neki integroni preneseni

uglavnom horizontalnim prijenosom (Boucher i sur., 2006).

1.3 Raznolikost kromosomskih integrona i superintegrona

Prvi opisani integron potjece iz Vibrio cholerae (Mazel i sur., 1998). Ovaj integron znacajno se
razlikovao od svih do tada opisanih integrona jer se nalazio na kromosomu i imao je stotine
razli¢itih kazeta gena koje su kodirale za proteine uglavnom nepoznate funckije. IstraZivanja u
posljednjih petnaest godina su pokazala da su kromosomski integroni obavezni za bakterije iz
okolisa, dok su integroni iz klini¢kih bakterija, a koji se nalaze na plazmidima, uglavnom nadeni

u patogenim bakterijama i nedavni su fenomeni izazvani pretjeranim koristenjem antibiotika.

Sekvencioniranjem bakterijskog genoma postalo je jasno da su kromosomalni integroni
uobicajena pojava unutar bakterijske molekule DNA. Nedavno istrazivanje je pokazalo da ¢ak
do 17 % bakterijskog genoma sadrzi gen integron integraze (Cambray i sur., 2010).
Kromosomski integroni se najéesée nalaze u razli¢itim rodovima Proteobacteria, ali su takoder
zabiljezeni u Chlorobi, Cyanobacteria, Spirochaetes i Planctomycetes (Boucher i sur., 2007).
Kako je sve viSe genoma sekvencionirano, raspon vrsta i redova koji sadrZe integrone ¢e se
vjerojatno Siriti.

Integroni su posebice proucavani unutar roda Vibrio, gotovo sve ispitivane vrste su sadrzavale
ove geneticke elemente na njihovim kromosomima (Rowe-Magnus i sur., 2003). Integroni koji
su pronadeni unutar roda Vibrio imaju velike kazetne nizove, a unutar nizova nalazi se izmedu
36 i 219 kazeta te zauzimaju 0.7 % do 3.1 % genoma (Boucher i sur., 2006). Integroni se unutar

roda Vibrio uglavnom prenose horizontalnim nac¢inom (Mazel, 2006).

Kromosomski integroni su takoder nasljedna znacajka Xanthomonas buduci da je gen integron

integraze smjeSten na istom kromosomskom mjestu u svim ispitivanim sojevima (Gillings i
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sur., 2005). Kazetni nizovi u Xanthomonas su krac¢i nego ona u Vibrio i sadrze otprilike 1 do 22

kazete.

Kromosomski integroni su takoder prisutni unutar roda Pseudomonas, iako su u ovom rodu
integroni distribuirani izmedu razli¢itih vrsta Sto upucuje na stjecanje integrona horizontalnim
prijenosom gena (Boucher i sur., 2007). Broj kazeta je slican onom u Xanthomonas, u rasponu
od 10 do 32 kazete. Kazetni nizovi se znatno razlikuju po sadrzaju, a identi¢ni sojevi dijele
malo ili niti jednu kazetu gena. Neki ¢lanovi roda imaju integrone koji imaju moguénost

preuzimanja i ekspresije kazete gena (Holmes i sur., 2003).

U opisanim integronima gen integron integraze i kazete gena se transkribiraju u suprotnom
smjeru (slika 1A). U nekim rodovima bakterija s kromosomskim integronima gen integraze i
kazete gena se transkribiraju u istoj orijentaciji, npr. kod bakterijskog roda Treponema
(Coleman i sur., 2004).

Kromosomski integroni su izvor geneticke raznolikosti (Hall, 2012). Cak i unutar srodnih
sojeva jedne bakterijske vrste, razli¢iti izolati mogu imati vrlo razlicite nizove kazeta gena. U
rodu Treponema i Pseudomonas, razli€iti izolati identi¢nih sojeva ¢esto nose samo nekoliko
zajednickih kazeta (Holmes i sur., 2003).

Veé¢ina komparativnih analiza napravljena je unutar roda Vibrio, gdje stjecanje, gubitak i
preuredivanje poretka kazeta gena mogu generirati znacajne razlike unutar serotipova, sojeva i
vrsta (Rowe-Magnus i sur., 2003). Promjene kazeta gena ¢esto ukljucuju ¢itave blokove u nizu,
¢ime se mobilizira niz povezanih kazeta. Tako generirana raznolikost se moze koristiti kao

filogenetski sistem za pracenje pandemic¢nih sojeva (Labbate i sur., 2007).

Brzina kojom se generira raznolikost kazetnih nizova u integronima u V. cholerae dozvoljava
preuredivanje 1 uzimanje novih uzoraka gena iz ostalih vrsta. Ova aktivnost generira razlicite
genotipove koji se onda mogu podvrgnuti prirodnoj selekciji omogucavajuéi na taj nacin brzu
adaptaciju lokalnim uvjetima (Boucher i sur., 2011). Detaljna analiza 12 Vibrio spp., izoliranih
iz koraljne sluzi, pokazala je da samo 1-10 % kazeta je zajedni¢ko njihovim nizovima. Cak i
kada su izolati imali iste kazete gena, pozicija tih kazeta u nizovima nije bila ista. Prema tome,
kazetni nizovi u nekim vrstama Vibrio mogu evoluirati brze nego ona u V. cholerae (Koenig i
sur., 2011).

Postavlja se pitanje sto to to¢no dovodi do aktivnosti gena integron integraze i posljedi¢no do

pregradnje kazeta gena? Unutar promotorske regije gena intl nalaze se mjesta na koje se veze



protein LexA, transkripcijski represor koji upravlja SOS odgovorom. Indukcija SOS odgovora
aktivira ekspresiju gena integron integraze i time povecava stopu ekscizije kazete gena za jedan
red veli¢ine (Guerin i sur., 2009). Smatra se da je ovaj mehanizam nasljedan s obzirom da se
nalazi u kromosomskim i mobilnim integronima (Cambray i sur., 2011). Transformacija sa
stranom DNA i bakterijska konjugacija induciraju SOS odgovor i stoga pojacavaju aktivnost
integraze, kao i stres i izlaganje antibioticima (Baharoglu i sur., 2010). Integrazom posredovana
rekombinacija povecava se za vrijeme stacionarne faze (Shearer i Summers, 2009). Prema
tome, stjecanje kazeta i mehanizam pregradivanja se stimulira upravo u trenutku kada stjecanje

novih funkcija i genetske raznolikosti moze biti vrlo povoljano.

1.4 Struktura kazete gena i rekombinacija

Kazete gena su kompaktni dijelovi molekule DNA koji opcenito imaju jednostavnu strukturu,
sastoje se od otvorenog okvira Citanja i rekombinacijskog mjesta (Hall i sur., 1991) (slika 3).
Rekombinacijsko mjesto attC (prikazan u integriranom obliku, slika 3A) pokazuje znacajnu
unutarnju homologiju koja omogucuje formiranje stabilne sekundarne strukture koja je vazna
za prepoznavanje pomocu proteina Intl i rekombinaciju (Stokes i sur., 1997) (slika 3B).
Gledajudi sliku 3A, s lijevo na desno, tipi¢na obiljezja kazete gena su kako slijedi: dio mjesta
attC koji je odcjepljen tijekom insercije u niz i sastoji se od konzerviranih nukleotida TTRRRY,
kratka nekodirajuca regija koja se sastoji manje od 10 nukleotida i moze sadrzavati mjesta na
koja se mogu vezati ribosomi, start kodon (ATG, GTG ili TTG) za interni otvoreni okvir ¢itanja,
stop kodon koji se naj¢esce nalazi unutar mjesta attC te samo mjesto attC koje se sastoji od niza
obrnutih ponavljanja (R", L", L' i R') koja predstavljaju domenu vezanja integraze (Stokes i sur.,
1997). Varijacije osnovne strukture uglavnom ukljucuju identitet i orijentaciju ugradenog
otvorenog okvira ¢itanja. Veéina kazeta sadrzi jedan ORF, orijentiran s lijeva na desno, a
poznate su kaseta s dva ili vise ORF-ova, bez ORF-a ili s ORF-om u obrnutoj orijentaciji (slika
1) (Holmes i sur., 2003).
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Slika 3 Struktura kazete gena i povezana rekombinacijska mjesta. (A) Prikazana je jedna kazeta
gena u linearnom obliku koja je umetnuta u kazetni niz. S lijeva na desno, istaknute znacajke
su kako slijedi: konzervirano rekombinacijsko mjesto GTTRRY (vertikalna strelica pokazuje
rekombinacijsku tocku); start kodon i otvoreni okvir €itanja koje kodira kazeta te mjesto attC
koje sadrzi domene R", L", R" i L' za vezanje integraze. (B) Prikazana je detaljna struktura
jednog mjesta attC. Ovi elementi imaju djelomi¢no palindromske sekvence (oznacene sa
slovima), tako da se R" moze upariti S R"i L" se moze upariti s L', pri ¢emu se formira stabilna
krizna struktura koju prepoznaje integron integraza. Dodatna baza, oznacena zvjezdicom u L",
osigurava pravilnu orijentaciju i umetanje kazeta u nizu. Izmedu zavrSetaka palindromskih
regija je regija koja se razlikuje po duzini (od 16 do 109 nukleotida) i slijedu izmedu razli¢itih
kazeta. Ova regija moze tvoriti sekundarnu strukturu, a nedostatak ocuvanosti slijeda sugerira
da je struktura vaznija od slijeda za prepoznavanje. (C) Prikazano je mjesto attC iz integrona
grupe 1. Mjesto attll takoder ima L i R elemente s o¢uvanom rekombinacijskom tockom
G|TTRRRY. Mjesto attl integrona grupe 1 ima dva direktna ponavljanja, DR1 i DR2, ali ona
nisu poznata u mjestima attl kod integrona iz drugih klasa. Prilagodeno prema Gillings (2014).



Mijesta attC su rekombinacijska mjesta prepoznata od strane integron integraze Intl. Unutar
mjesta attC postoje Cetiri domene za vezanje integron integraze, R", L", L'i R' (slika 3B). Medu
ovim domenama za vezanje jedino R" i R' imaju konzervirane sekvencije, atosu 5-RYYYAAC
i 5'-GTTRRRY. Unato¢ nedostatku konzerviranih sekvenci, unutar mjesta attC postoje jako
ocuvane palindromske sekvence koje mogu tvoriti kriznu sekundarnu strukturu sparivanjem R"
SR'iL"s L' (Stokesisur., 1997). Budu¢i da sredis$nji dio mjesta attC pokazuje znatne varijacije
u duzini i slijedu, €ini se da je o¢uvanje sekundarne strukture vaznije za aktivnost nego ocuvanje
slijeda mjesta attC (Bouvier i sur., 2005). Doista, dokazano je da se protein Intl veze za
izbo¢enu DNA ukosnicu (Johansson i sur., 2004). Isturena baza u L" (zvjezdica u slici 3B) sluzi
da bi se odredio polaritet rekombinacijskog dogadaja tako §to se odredi koji ¢e se lanac
rekombinirati te se na taj nacin osigurava da se kazete insertiraju u ispravnom smjeru (Bouvier
i sur., 2005). Rekombinacija izmedu mjesta attl i attC ukljucuje samo donji lanac dolaznog
attC, zatim se jednolancana rekombinacijska struktura rjesava replikacijom (Bouvier i sur.,
2009). S obzirom da protein Intl ovisi o strukturi, a ne o slijedu, objasnjava zaSto razliéiti
proteini Intl mogu mobilizirati kazete gena s razli¢itim sekvencama attC (MacDonald i sur.,
2006).

Najcesci oblik insercije kazete gena ukljucuje rekombinaciju izmedu mjesta attC i attl koji je
povezan s integronom (Partridge i sur., 2000). Mjesto attl, kao i mjesto attC, ima mjesta za
vezanje integrona, a to su L i R (slika 3C). Vezno mjesto R sadrzi kanonsku sekvencu
5-GTTRRRY, a dolazec¢a kazeta gena se umece izmedu nukleotida G i T. U mjestima attl
integrona grupe 1 postoje jo$ dva vezna mjesta za integrazu, DR1 i DR2, koja se sastoje od
direktnih ponavljanja (Gravel i sur., 1998) (slika 3C). Medutim, niti ova regija niti vezna regija
L nije ocuvana u mjestima attl unutar drugih grupa integrona. Razli¢iti proteini Intl preferirano
prepoznaju svoja polazna mjesta attl, ali u moguénosti su raditi na mjestima attl iz drugih

heterolognih sustava, iako s manje u¢inkovitosti (Collis i sur., 2002).

Integron integraza moze katalizirati i druge rekombinacijske reakcije osim attl x attC, ali manje
ucinkovito (Partridge i sur., 2000). Rekombinacijom izmedu dva mjesta attC u podrucju kazeta
dolazi do izrezivanja kazeta u obliku kruznih molekula DNA (Collis i Hall, 1992). Kruzne
molekule DNA mogu sadrzavati viSe kazeta gena te tako briSu ili preureduju blokove povezanih
kazeta (Labbate i sur., 2007). Insercija kazeta prilikom rekombinacije attC x attC je moguca,

ali mjesto attl ima vec¢i afinitet za inserciju nadolazecih kazeta (Collis i sur., 1993).

Rekombinacija izmedu dva mjesta attl je najmanje efektivna reakcija koju katalizira integraza
(Collis i sur., 2001), ali moze pokazati povecanje ucinkovitosti tijekom kasne log faze i rane
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stacionarne faze (Shearer i Summers, 2009). Ovakve rekombinacije mogu generirati hibridna
mjesta attl (Hansson i sur., 1997) i spojiti razli¢ite integrone u nova uredenja. Mjesta attl
takoder mogu rekombinirati u sekundarna mjesta koja obi¢no sadrze ocuvan GTT,
karakteristiCan motiv rekombinacijske toc¢ke attl. Insercija u sekundarna mjesta putem
rekombinacije attl spaja inegrone u nove genomske lokacije (Hansson i sur., 1997) te bi se

ovime moglo objasniti kretanje integrona izmedu kromosomskih mjesta.

Mijesta attC takoder mogu rekombinirati sa sekundarnim mjestima u genomu te se u takvim
sluajevim mjesta za prepoznavanje mogu pojednostavniti s nukleotidnom sekvencom GNT.
Ove insercije ¢ine mjesto attC inaktivnim te tako popravljaju kazete u sekundarnom mjestu.
Ovakav nacin insercije moze biti vazan mehanizam za stjecanje gena na plazmidu i kromosomu
(Recchia i Hall, 1995). U drugim slucajevima, kada sekundarno mjesto sadrzi kanonsku
sekvencu GTTRRRY, nespecifi¢ne insercije zadrzavaju integritet mjesta attC te tako kazete

gena mogu biti izrezane putem integrazne aktivnosti (Segal i sur., 1999).

1.5 Ekspresija kazete gena

Kazete gena Cesto sadrze samo otvoreni okvir ¢itanja i rekombinacijsko mjesto attC. To znaci
da se oslanjaju na vanjski promotor za ekspresiju. Vecina istrazivanja ekspresije kazete gena
provedena je u integron sustavu grupe 1, gdje se ekspresija provodi pomoc¢u jednog od dva
promotora, Pcl- lociran unutar gena Intl1 i Pc2- lociran unutar mjesta attl1. Identificiran je broj
promotora koji se razlikuju po snazi (Collis i Hall, 1995). Integroni sa slabijim promotorima

Cesto imaju smanjenu aktivnost integron integraze (Coyne i sur., 2010).

Promotori unutar gena integron integraze provode ekspresiju kazete gena, ali jac¢ina ekspresije
opada kako se kazete udaljavaju od promotora (Collis i Hall, 1995). Ovo mozZe biti razlog zasto
kazetni nizovi klinickih integrona grupe 1 ne sadrzavaju vise od 6 kazeta, ekspresija dodatnih
kazeta ne bi mogla biti provedena zbog njihove udaljenosti od promotora. Osim toga,
sposobnost mjesta attC da formiraju stabilne steam-and-loop strukture omoguéuje im da
sprjeCavaju progresiju ribosoma duz policistronskih RNA te daljnju redukciju translacije

polipeptida kodiranih nizvodno od kaseta (Jacquier i sur., 2009).

Promotori koji provode ekspresiju kazeta takoder su pronadeni u regijama attl unutar integrona
grupe 2 (Biskri i sur., 2005), unutar gena intl integrona grupe 3 te unutar kromosomalnih
integrona Pseudomonas stutzeri (Collis i Hall, 1995). Prema toma, pretpostavlja se da svi
integroni nose promotore kazeta unutar regije intl — attl. Medutim, neki kromosomalni kazetni

nizovi sadrze viSe stotina kazeta gena i predugacka su da bi se ekspresija provela samo pomocu
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jednog promotora. Ovakve kazete su transkripcijski ,.tthe ili sadrze svoje interne promotore.
U jako dugackim kazetnim nizovima, koje Kkarakteriziraju Vibrio vrste, vecina kazeta je
transkribirana i transkripcija je pojacana stresnim situacijama (Michael i Labbate, 2010). Stoga,
kazete gena s internim promotorima rasprostranjene su unutar kazetnih nizova roda Vibrio i na

ovaj nacin je olakSana nizvodna ekspresija kazeta.

Unutarnji promotori su identificirani u brojnim kazetama gena. Primjerice, kazeta gena cmlA
za rezistenciju na kloramfenikol ima svoj interni promotor (Stokes i Hall, 1991). Na ovaj nacin
omogucit ¢e se ekspresija kazeta bez obzira na njihov polozaj u nizu. Geni sustava toksin-
antitoksin (TA) su zajednic¢ka osobina velikih kromosomalnih kazetnih nizova i njihova glavna
znacajka je da pridonose stabilnosti nizova (Yuan i sur., 2011). Da bi se odrzali unutar roda
odredene bakterije takvi geni moraju biti eksprimirani te njihove kazete takoder imaju svoje

promotore (Rowe-Magnus i sur., 2003).

1.6 Raznolikost kazete gena i njihova funkcija

Integron kazete gena su zajedni¢ka osobina okolisnih bakterija te se nalaze u prirodi u obilnim
koli¢inama. Metagenomicke analize pokazuju da se kazete gena mogu naci u gotovo svakom
istrazivanom podruéju: pustinjskom tlu, Sumskom tlu, polarnom tlu, rijeénim sedimentima,
gejzirima i us¢ima (Stokes i sur., 2001), morskim vodama, morskim sedimentima, dubokim
morskim otvorima (Stokes i sur., 2001), biofilmovima, biljnim povr$inama i simbiontima
ekukariota (Gillings i sur., 2005).

Kazete gena su velika novost u svijetu genetike. Kombinirana analiza metagenomickih i
kromosomalnih kazeta gena pokazala je da do 65 % kazeta i njihovi kodirani polipeptidi nemaju
homologe u molekuli DNA ili proteinskim bazama podataka. Kodiranjem kazeta dobivaju se
novi polipeptidi koji tvore nove proteinske strukture i na taj nac¢in omogucavaju fleksibilnost

molekulama za tvorbu novih kvarternih struktura (Robinson i sur., 2008).

Mobilna priroda kazeta gena znaci da genomske lokacije i stanice domacini nisu fiksni, a to
stvara probleme za konvencionalne anotacije. Zbog toga, na temelju broja predanih baza
podataka uspostavljeni su sustavi za oznacavanje i stru¢nu obradu integrona i njihovih kazeta
gena (Moura i sur., 2009). Razvijen je i softver za identifikaciju kazeta unutar sekvence DNA
(Rowe-Magnus i sur., 2003). Budué¢i da su se neke istrazivacke skupine vise usredotocile na
klinicke aspekte integrona, razvijene su baze podataka i anotacijski sustavi koji se bave
isklju¢ivo kazetama gena iz integrona nadenim u patogenima. Ove kazete uglavnom kodiraju

za otpornost na antibiotike (Partridge i sur., 2009).
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Neke kazete gena pronadene u metagenomickim DNA ili kromosomskim integronima ne
kodiraju za polipeptide (Stokes i sur., 2001). Takve nekodirajuc¢e kazete mogu zauzimati
znacajan dio nizova. Primjerice, unutar roda Vibrio takve nekodirajuce sekvence zauzimaju od
4 do 49 % kazetnih nizova (Boucher i sur., 2006). Ove nekodirajuce kazete bi mogle kodirati
promotore ili regulatorne RNA. U metagenomic¢kim DNA otkrivene su skupine nekodiraju¢ih
kazeta gena koje pokazuju oCuvanje srediSnjeg motiva s nesavrSenim obrnutim ponavljanjima,
Sto ukazuje da je RNA struktura vaznija nego slijed (Holmes i sur., 2003), $to je opet znacajka

svih regulatornih RNA.

Funkcije oko 20 % okolisnih kazeta gena mogu se zakljuciti putem homologije s poznatim
genima. Ove funkcije su raznolike i ukljuc¢uju sekundarne metabolizme, odrzavanje plazmida,
virulencije i povrSinska svojstva. Sustavi toksin-antitoksin (TA) najéesce se nalaze unutar ili u
susjedstvu integrona (Boucher i sur., 2007). Gubitak sustava TA ubija stanice koje su ih
posjedovale, bududi da toksin ima duzi poluzivot od antitoksina koji ga inaktivira. Prema tome,
prisutnost sustava TA unutar integrona moze Stabilizirati kromosomske nizove i odrzavati

plazimide u stanicama koje imaju integrone (Yuan i sur., 2011).

Veliki broj kazeta gena kodira za funkcije povezane s virulencijom i ,,gostoprimstvom*
domacina, ukljucuju¢i lipokalin, polisaharidne kapsule, enterotoksine, lipaze i metionin
sulfoksid reduktaze (Holmes i sur., 2003). Impresivna je raznolikost kazeta s drugim
pretpostavljenim funkcijama, ukljuc¢ujuc¢i modifikaciju DNA, funkcije vezane za fag, biosintezu
polisaharida, sintezu aminokiselina, transportera i sustave za izbacivanje itd. (Mazel, 2006).
Prisutnost signalnih peptida za izlu¢ivanje kroz stani¢cne membrane posredno ukazuje da su
proizvodi kazeta gena Cesto vazni za interakciju s lokalnim okruzenjem i pomazu stvoriti uvjete
potrebna za formiranje bakterijskog biofilma ili interakcije s fagom (Rowe-Magnus i sur.,
2003).

Na temelju navedenog mozemo zakljuciti da kazete gena koje sadrze integroni su vazan
sastavni dio bakterijske prilagodbe. Sposobnost integrona da steknu nove kazete gena i preurede
one koje su ve¢ u nizu, pruza brz nacin stvaranja adaptivne raznolikosti (Koenig i sur., 2011).
Integroni pomazu bakterijama da se prilagode odredenim niSama, kodiraju funkcije koje se
odnose na interakcije sa simbiontima, a mogu pomoci u generiranju ekotipova (Boucher i sur.,
2011). U zagadenim sedimentima, kazete kodiraju razli¢ite funkcije vazne za katabolizam
industrijskog otpada, kao $to su polipeptidi koji se bave prijenosom i katabolizmom aromatskih
spojeva (Koenig i sur., 2009). U danasnje vrijeme integroni imaju glavnu ulogu u adaptaciji
bakterija na razlicite antibiotke. Sustav integrona, omoguc¢ava bakterijama pristup velikom
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broju kazeta gena s razli¢itim funkcijama koje im omogucavaju stjecanje i izraZavanje

rezistencije, tj. brzi odgovor na djelovanje antibiotika (Wright, 2011).

2. INTEGRONI U SADASNJOSTI

2.1 Porast rezistencije bakterija na antibiotike

Integroni imaju glavnu ulogu u Sirenje otpornosti na antibiotike, osobito kod Gram-negativnih
bakerija. Prilikom stvaranja otpornosti funkcionalna osnova integrona povezana je s mobilnim
elementima DNA kao §to su transpozoni i/ili konjugativni plazmidi te na taj nacin pospjesu
prijenos izmedu stanica i vrsta (Mazel, 2006). Postoji pet grupa mobilnih integrona, svi su
povezani s rezistencijom na antibiotike: grupe 1,2 i 3, obi¢no povezane s klini¢kim bakterijskim
sojevima (Partridge, 2011); grupa 4, nalazi se na elementu SXT bakterije Vibrio cholerae
(Hochhut i sur., 2001) i grupa 5, nalazi se na plazmidu pRSV1 bakterije Alivibrio salmonicida
(Serum i sur., 1992).

Ovi integeroni dijele velik broj kazeta gena od kojih veéina kodira za rezistenciju na antibiotike.
Ukupno je identificirano oko 130 kazeta gena za rezistenciju, koje uporabom razlic¢itih kodona
i heterolognih mjesta attC snazno ukazuju na to da su akumulirane iz razli¢itih filogenetiskih
sredina (Cambray i sur., 2010). Kazetni nizovi u mobilnim integronima su obi¢no kratki,
najduzi zabiljeZen niz ima osam kazeta (Naas i sur., 2001), vjerojatno zato Sto ekspresiju kazeta
provodi jedan promotor. Skupine kazeta gena, koje nose mobilni integroni, mogu steci

otpornost na vecinu antibiotika koji se koriste u medicini i poljoprivredi (Partridge i sur., 2009).

Integroni koji su rezistentni na antibiotike pokazuje brojne zajedni¢ke osobine. Oni su obi¢no
pokretni, a njihova kazetni nizovi su kratki i kodiraju za otpornost na antibiotike. Medutim,
njihove zajednicke karakteristike nisu sustinske osobine predaka integrona ve¢ su nastale kao
rezultat konvergentne evolucije, uzrokovane jakim selekcijskim pritiscima nametnutim
tijekom ljudske uporabe antibiotika. Sve glavne grupe integrona, koje su pronadene u

antibioticki rezistentnim patogenima, imaju sli¢nu evolucijsku povijest.
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2.2 Podrijetlo integrona grupe 1

Integroni grupe 1 su kao vektori za rezistenciju na antibiotike. Kromosomski integroni grupe 1
pronadeni su u Sirokom rasponu nepatogenih baktrija Betaproteobacteria, ukljucujuéi i
pripadnike rodova Hydrogenophaga, Aquabacterium, Acidovorax, Imtechium, Azoarcus i
Thauera. Ovi kromosomski integroni nose kazete gena nepoznate funkcije i pokazuju znacajan
raznolik slijed nukleotida u genu za integrazu intll (Gillings i sur., 2008). Svi kromosomski
integroni grupe 1 koji su do sada izolirani iz okoli$nih izvora imaju zajednicke terminalne
sekvence. Oc¢uvano lijevo prijelomno mjesto nalazi se 107 parova baza ispred stop kodona gena
intl1 i to naistom mjestu gdje se insertira insercijska sekvenca ISPa7, koju nose odredeni izolati
bakterije P.aeruginosa (Gillings i sur., 2008), u integron grupe 1. Desno prijelomno mjesto
takoder je oCuvano i nalazi se 43 para baza iza elementa attC. Prisutnost takvih preciznih
prijelomnih mjesta u razli¢itim kromosomskim podru¢jima i razli¢itim vrstama dokazuje
relativnu mobilnost kromosomskih integrona grupe 1, obzirom na kratko evolucijsko

vremensko razdoblje te djelovanje mjesno-specifi¢ne rekombinacije (Gillings i sur., 2008).

Ispitivanja bakterija iz tla, slatkovodnih voda i biofilmova ukazuju da 1-5 % stanica moze nositi
integrone grupe 1 (Gaze i sur., 2005). U nekim sredinama, taj postotak moze biti i visi, ¢ak do
30 % (Gillings i sur., 2008). Integroni grupe 1 prilikom izmjene gena su dinamic¢ni, a integron
integraza grupe 1 je u moguénosti pristupiti kazetama gena iz drugih grupa kromosomskih

integrona (Gillings i sur., 2009).

Stvarni slijed dogadaja nikada ne moze biti to¢no poznat, ali postoji dovoljno informacija za
opis evolucijske povijesti mobilnih integrona grupe 1 koji su sada glavni ¢imbenici u Sirenju
otpornosti na antibiotike (slika 4). Ispitivanje metagenomicke DNA rezultiralo je otkrivanjem
razli¢itih gena integron integraze grupe 1. Mnogi od tih gena imaju manje od 95 % identi¢nih
sekvenci nukleotida (Gillings i sur., 2008). Nasuprot tome, geni integron integraze u svim
integronima grupe 1 iz klini¢kih izvora su identi¢ni, §to upucuje na to da su svi klini¢ki integroni
grupe 1 nedavni potomci jednog dogadaja koji ukljucuje samo jednog predstavnika iz raznolikih
varijanti sekvenci gena intl1 prisutnih u prirodnim uvjetima. Cinjenica da se identiéne sekvence
gena intll, koje se nalaze u klinickim patogenima, takoder mogu na¢i na kromosomima

okolisnih nepatogenih Betaproteobacteria pridonosi ovom zakljucku (Gillings i sur., 2008).
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Slika 4 Model za podrijetlo i naknadnu divergenciju mobilnih integrona grupe 1 koji se sada
ve¢inom nalaze u Gram-negativnim patogenim bakterijama. (A) Zajednicki predak svih
klini¢kih integrona grupe 1 je clan razli¢ite grupe integrona grupe 1 smyjeStenih na
kromosomima Betaproteobacteria. (B, C) Transpozon Tn402 zauzima kromosomalni integron
grupe 1 (B) kako bi nastao hibrid transpozon/integron koji nosi rezistenciju na dezinficijense
kodiranu kazetom gacE (C). (D) Preuzimanjem rezistencije na sulfonamide kodirane genom
sull brise se dio kazete gacE i nastaje 3' konzervirani segment (3'-CS). (E) Delecije i insercije,
koje ukljucuju gen tni, generiraju Tn402 integrone koji su nesposobni vrsiti transpoziciju; dok
sjecanje novih kazete gena, koje kodiraju za rezistenciju na antibiotike, generira integrone Koji
¢e dati razlicite antibioti¢ki rezistentne fenotipove. (F) Stjecanje novih kazeta gena i dalje se
nastavlja, a hibrid Tn402/integron se prenosi na razli¢ite plazmide i transpozone kao §to je
obitelj transpozona Tn21. Navedeni dogadaji generiraju razli¢itosti i ubrzavaju prodiranje
integrona grupe 1 u razlicite patogene i komenzale bakterije. Prilagodeno prema Gillings
(2014).
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Evolucijska povijest integrona grupe 1 klinickih patogenih bakterija vjerojatno se dogodila na
sljede¢i nacin. Integron koji se nalazi u bakteriji iz razreda Betaproteobacteria iz biofilma ili
slatkovodnog okolisa izrezan je iz kromosoma domacina u preciznim okvirima. Ovaj integron
tada je pruzet pomocu transpozona Tn402, mjesno-specificnom rekombinacijom. Novonastali
hibridni element tada se sastojao od integron integraze grupe 1 i kazeta ugradenih u transposon

te je sadrzavao obrnuta terminalna ponavljanja i cijeli mehanizam za transpoziciju.

Uspjesnost hibrida Tn402/integron lezi u neobi¢nom i prilagodljivom svojstvu Tn402.
Usmjerava se i premjesta u plazmidna mjesta res (Minakhina i sur., 1999). Prema tome,
integroni grupe 1 ugradeni u Tn402 transposone uskoro bi se mogli naéi u razli¢itim
plazmidnim vektorima, ¢ime se povecava njihova sposobnost za Sirenje izmedu bakterijskih
stanica i vrsta. Doista, jedna od najuspjesnijih insercija ukljucivala je transpoziciju
Tn402/integrona u mobilni element koji je sadrzavao operon mer koji kodira za otpornost na
zivu. Rezultiraju¢i element Tn21 je Siroko rasprostranjen u razli¢itim plazmidima i producira

niz slozZenih derivata (Liebert i sur., 1999).

Prvi bakteriostatski antimikrobicin sulfonamid uveden je sredinom 1930-ih godina (Skéld,
2000). Otpornost na antimikrobicine pocinje od tada, tako da ne ¢udi da je sljedeci dogadaj u
evoluciji klinickih integrona grupe 1 ukljuc¢ivao gen za otpornost na sulfonamid. Gen sull
kodira za rezistentni enzim, koji je varijanta ciljanog enzima sulfonamida-dihidropteroat
sintaza. Ovaj gen je insertiran u hibrid Tn402/integron grupe 1 uklanjanjem kraja gena gack i
popratne regije attC (Kholodii i sur., 1995), stvarajuci 3 'konzervirani segment (3'-CS) koji je
karakteristiCan za postojece klinicke integrone grupe 1 (slika 4) (Stokes i Hall, 1989). Razne
daljnje delecije u elementu Tn402 dovele su do gubitka transpozicijske funkcije i generiranja

raznolikosti na 3' kraju hibrida Tn402/integrona grupe 1 (Hall i sur., 1994).

Hibrid Tn402/integron grupe 1 sada je ¢vrsto ugraden u ljudski mikrobiom i moguca je ugradnja
uzoraka kazete gene iz drugih grupa integrona (Holmes i sur., 2003). Tijekom vremena, hibridi
Tn402/integroni grupe 1 stekli su kazete gena koje pokazuju rezistenciju na veéinu vrsta

antibiotika koji se koriste za suzbijanje Gram-negativnih bakterija (Cambray i sur., 2010).

2.3 Podrijetlo integrona grupe 2

Integroni grupe 1 ve¢inom su odgovorni za otpornost organizama na antibiotike. Povezuju se s
najvecom raznolikos¢u kazeta gena, nalaze se u sve slozenijim mobilnim elementima te su
pronadeni u vrlo Sirokom rasponu vrsta. Pored toga, druge klase integrona koje dovode do

rezistencije na antibiotike su takoder opisane u klinickim bakterijskim sojevima. Integroni
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grupe 2 i integroni grupe 3 dijele svoje skupine kazeta s integronima grupe 1, ali se razlikuju
po tome $to imaju drugaciju nukleotidnu sekvencu integron integraze. Takoder, integroni grupe
2 1 grupe 3 iz klinickih bakterijskih sojeva dijele sliénu evolucijsku povijest s
Tn402/integronom grupe 1, jer su vjerojatno svi regrutirani na transponirajuci elemenat iz

kromosomalnog pretka.

Integroni grupe 2 su povezani s transpozonom Tn7 (Radstrém i sur., 1994), kojem je
transpozicijska aktivnost usmjerena na specificna mjesta na kromosomima ili plazmidima
(Peters i Craig, 2001). Metagenomicke studije su otkrile potencijalno funkcionalne gene
integron integraze grupe 2 u poljoprivrednim staniStima, povezane s razli¢itim bakterijama iz
redova Firmicutes i Bacteroidetes (Rodriguez i sur., 2009), a funkcionalni integron grupe 2
pronaden je u Providencia stuartii te je na temelju toga opisana njegova aktivnost. Integroni iz
okoli$nih uzoraka nose niz kazeta gena nepoznate funkcije, kao $to se moglo i ocekivati za
okolisne integrone (Barlow i sur., 2006). Nasuprot tome, geni integron integraze grupe 2
izoliranih iz klinickih patogenih bakterija su inaktivirani internim stop kodonom (Hansson i
sur., 2002), a njihovi povezani nizovi kazeta kodiraju za otpornost na antibiotike. Cinjenica da
svi klini¢ki integroni grupe 2 nose istu mutaciju u genu za protein Intl2 ukazuje da su svi

potomci istog dogadaja.

Budu¢i da gen integron integraze klinickih integrona grupe 2 nije aktivan, to ograni¢ava
sposobnost integrona da stjecu i preureduju kazete gena. Stoga ne ¢udi da su njihovi kazetni
nizovi visoko konzervirani te da je njihov raspon kazetnih funkcija znatno manji od integrona
grupe 1 (Biskri i Mazel, 2003). Opisane su odredene varijante kazetnih nizova, a pretpostavlja
se da su kazetna pregradivanja posredovana aktivno$c¢u integraze ili supresijom unutarnjeg stop
kodona. Dokazano je da integraza grupe 1 moze prepoznati rekombinacijska mjesta attl2 grupe
2 (Hansson i sur., 2002), tako da bi izlozenost klini¢kih integrona grupe 2 na aktivnost drugih

integron integraza mogla objasniti razlicitosti u kazetnim nizovima integrona grupe 2.

Poput klinickih integrona grupe 1, integroni grupe 2 iz klinickih bakterijskih sojeva su prosireni
u razli¢itim patogenima, komenzalima i okolisnim bakterijama, a takoder su pronadeni unutar

mikrobiona domacih i divljih Zivotinja (Stokes i Gillings, 2011).

2.4 Podrijetlo integrona grupe 3

Integroni grupe 3 prvi su put opisani u klinickih patogenih bakterija u Japanu (Arakawa i sur.,
1995), ali kao i integroni grupe 1 i 2, takoder potjeCu iz okolisnih bakterija. Tipic¢ni

kromosomski integroni s integrazama grupe 3 opisani su u dvije vrste Delftia (Xu H i sur.,
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2007). Ovi integroni imaju povezane kazetne nizove koji kodiraju za proteine nepoznate
funkcije. Kromosomski integroni grupe 3 mogu dijeliti kazete gena s okolisSnim organizama
koji nose integrone grupe 1, budu¢i da je identi¢na kazeta gena pronadena u integronu bakterije
Delftia i kazetnom nizu kromoskomskog integrona grupe 1 u bakterije Pseudomonas (Sajjad i
sur., 2011).

Integroni grupe 3 iz klini¢kih bakterijskih sojeva su povezani s rezistencijom na antibiotike i
imaju evolucijsku povijest sli¢nu integronima grupe 1. Transpozon Tn402 takoder je ukljucio
funkcionalnu osnovu integrona grupe 3, ali u obrnutoj orijentaciji u odnosu na integrone
klini¢kih bakterijskih sojeva 1 (Collis i sur., 2002). Integroni grupe 3 su relativno Cesti u Japanu,
gdje su prosireni u vise ljudskih patogenih i komezalnih bakterija (Correia i sur., 2003). Nisu
prosireni po ostatku svijeta (Kor i sur., 2013) te nemaju veliku raznolikost kazeta gena, mozda
zato $to integron integraza grupe 3 nije tako aktivana kao kod drugih grupe (Collis i sur., 2002).
Klini¢ki integron grupe 3 jos uvijek evoluira tako §to kolonizira nove vrste, stjece nove kazete
za razvijanje rezistencije te stvara svoj put prema novim plazmidnim vektorima (Correia i sur.,
2003).

3. INTEGRONI U BUDUCNOSTI

Tijekom posljednjih 50 godina raSirena uporaba antibiotika utjecala je na stvaranje mozai¢nih
elemenata molekule DNA koji nose viSestruke gene za rezistenciju. Elementi DNA, integroni,
nalaze se u razli¢itim bakterijskim domacinima, komenzalnim i patogenim, a koji koloniziraju
ljude, kuéne ljubimce i domace Zivotinje. Rezultat toga je da su integroni, odnosno njihovi geni
za rezistenciju na antibiotike i mobilni elementi DNA, koji su siroko rasprostranjeni, vrlo

raznoliki te se nalaze u izobilju u ljudskim ekosustavima.

Razumijevanje prirodnih aktivnosti i evolucije integrona daje nam mo¢ predvidanja kako ¢e ovi
elementi izgledati u buducnosti, koja su njihova potencijalna svojstva te na koji na¢in mogu biti
iskoriSteni. VaZzna osobina integrona je da mogu pruzeti bilo koji gen i provesti njegovu
ekspresiju bez narusavanja slijeda postojecih gena. Navedene osobine omoguéavaju prilagodbu
okoliSnim uvjetima stvaraju¢i vrlo brzo genske varijacije. To omogucava bakterijskim
stanicama, koje sadrze integrone, da se prilagode bakterocidnim sredstvima, ali i istraziva¢ima

bogate mogucnosti za genska ispitivanja i razvijanje novih biosintetskih putova u bakterija.

18



3.1 Bioloske funkcije povezane s integronima

Osim §to integroni i superintegroni pruZaju rezistenciju na antibiotike, postoji velik broj
funkcija za koje kodiraju kazete gena integrona i superintegrona koje jos treba precizno odrediti.
Vecina kazeta gena superintegrona jedinstvena je za pojedine vrste, a njihova funkcija je i dalje
nepoznata. Gen za rezistenciju na antibiotike koji je povezan s mobilnim integronima, izoliranih
iz klini¢kih izolata, jo$ treba biti identificiran u superintegronima. Medutim, nekoliko kazeta
gena superintegrona pokazuje zna¢ajnu homologiju s genima koji kodiraju za rezistenciju na
antibiotike, fosfomicine i streptomicine te mogu iskazivati fenotip rezistentncije ako su izlozeni
djelovanju drugih antibiotika (Rowe-Magnus i sur., 1999). Nedavno su dva takva gena iz
superintegrona, koja su se nalazila u genomu okoli$nih izolata, eksprimirani kao rekombinantni
proteini te je ispitivana aktivnost enzima (Nield, 2004). Jedan od ovih proteina, koji ima slican
slijed s aminoglikozidnom fosfotransferazom (APH), pokazao je ATPaznu aktivnost koja je u
skladu s prisutno$éu Mg?* vezajuéeg taloga, karakteristika APH proteina (Wright i Thompson,
1999). Medutim, njihov supstrat je jo§ uvijek nepoznat. Preliminarne studije pokazuju da kazete
gena superintegrona takoder kodiraju za proteine koji su uklju¢eni u adaptivne funkcije, 0Sim
otpornosti na antibiotike. U kazetama gena superintegrona bakterije Vibrio cholerae nalaze se
geni koji kodiraju za nekoliko ¢imbenika virulencije, ukljucujucéi toplinski stabilan gen sto za
toksi¢nost, manoza-fukoza-rezistentni hemaglutinin gen mrhA i gen lipoproteinau (Abbott i
Janda, 1994).

U kazetama gena superintegrona Vibrio vulnificus takoder je prisutan gen, koji je identificiran
pomocu transposon-mutageneze, a bitan je za izrazavanje glavne virulentne odrednice
V. vulnificus, polisaharidne kapsule (Smith i Siebeling, 2003). Eksperimentalno su odredene
metabolicke funkcije triju proteina koji su dobiveni kodiranjem kazeta gena superintegrona,
V. cholerae sulfat-vezajuci protein, Moritella marini psihrofilna lipaza, X. campestris metilaza,
(Rowe-Magnus, 2001). Dodatni proteini koji su dobiveni kodiranjem kazeta gena
superintegrona obuhvacaju proteine koji imaju homologiju s DNA modificiraju¢im enzimima,
ukljucujuéi hidrolaze i restrikcijske endonukleaze, i enzimima koji su ukljuceni u primarni

metabolizam (Vaisvila i sur., 2001).

Od posebnog interesa je otkrice da superintegroni imaju i nekoliko kazeta gena koji kodiraju

¢lanove toksin-antitoksin skupine (Rowe-Magnus i sur., 2003). Ove kazete su medu rijetkim
kazetama koje nose vlastiti promotor i zato se ekspresiraju bez ucesca gena attl i promotora Pe.

Oni mogu imati vaznu ulogu u stabiliziranju velikog niza kazeta pronadenih u superintegronima
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u Vibrio spp., s obzirom da je njihov gubitak Stetan za genom bakterije domacina (Rowe-
Magnus i sur., 2003).

Odredivanje razli¢itih metaboli¢kih aktivnosti povezanih s kazetama gena superintegrona, osim
otpornosti na antibiotike i virulencije, ukazuje na to da integroni djeluju kao op¢i sustav za
preuzimanje gena tijekom bakterijske adaptacije. Analizirajuéi biolosku raznolikost zarobljenih

gena mogli bismo do¢i do otkri¢a novih proteina koji imaju znanstveni i biotehnoloski znacaj.

3.2 Integroni i rezistentni geni kao zagadivadi

Zbog prekomjerne primjene antibiotika u klinickoj i poljoprivrednoj praksi nastali su mobilni
integroni koji imaju izuzetnu rezistenciju na vecinu postojecih antibiotika. Klini¢ki integroni
grupe 1, koji su osobito rasprostranjeni, javljaju se u otprilike od 10 do 50 % komenzalnih
bakterija u zdravih ljudi, ukljucujuéi i djecu koja jo$ nisu izloZena antibioticima (Sepp i sur.,
2009). Takoder su prisutni u komenzalnim bakterijama domacih Zivotinja, gdje integron koji se

nalazi u komezalnoj E. coli moze povecati i do 80 % (Sepp i sur., 2009).

Budu¢i da je stopa integrona jako visoka u ljudi i domacih zivotinja, veliki broj bakterija koje
sadrze integrone i gene za rezistenciju se bacaju u okoli§ putem otpada. Jedna procjena sugerira
da se otprilike 10 bakterija koje sadrze inegrone grupe 1 ispuste u okolis u Velikoj Britaniji
svake godine samo preko zbrinjavanja kanalizacijskog mulja (Gaze i sur., 2011). Kao posljedica
toga, integroni se mogu odmah detektirati u postrojenjima za prociS¢avanje otpadnih voda.
Rezistentni geni i integroni su prisutni u talogu sitnih Cestica i kanalizacijskom mulju te unatoc
rastuc¢oj upotrebi metoda za uklanjanje takvih gena tijekom obrade otpadnih voda znatne
koli¢ine se bacaju u reciklazne vode ili izravno u rijeke te na kraju odlaze u mora i oceane
(Laroche i sur., 2009).

Geni za rezistenciju na antibiotike i integroni sada se smatraju zna¢ajnim zagadivac¢ima okolisa
i kao markeri za pracenje izvora zagadenja (Storteboom i sur., 2010). Geni za rezistenciju i
integroni koji potjecu od ljudskih domintnih ekosustava mogu se smatrati ksenogenetickim
zagadivacima, jer su ti DNA elementi sastavljeni pod uvjetima kontinuirane selekcije zbog
ljudske upotrebe antibiotika. Medutim, za razliku od uobicajenih zagadivaca, integroni 1 geni
za rezistenciju se mogu replicirati i stoga imaju svojstva zagadivaca i invazivnih elemenata
(Gillings, 2013). Posebno je promatran utjecaj gena za rezistenciju na ljudsko zdravlje, dok se

puno manje paznje posvecuje potencijalnim uc¢incima na prirodni okolis (Gillings, 2013).
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3.3 Generacija novih DNA elemenata i novih rezistentnih vrsta bakterija

Zagadenje okoline antibioticima 1 sredstvima za dezinfekciju utjeCe na strukturu zajednice i
dovodi do povecanog prijenosa gena za rezistenciju u okolisne organizmime. Sada je Siroko
prihva¢eno da je prirodni okoli§ vrlo pogodan sustav za otporne organizame i moguce

oportunisticke patogene (Stokes i Gillings, 2011).

Nastavak zagadivanja s klini¢kim integronima i selektivnim agensima ¢e dovesti do obilja
rezistentnih stanica bakterija u okolisu i staviti dodatne selektivne pritiske na organizme u
okolisu. Mogu se predvidjeti dva opca trenda: da ¢e se pojaviti nove oportunisticke patogene
bakterije s otporno$¢u na antibiotike i da ¢e njihovi integroni akumulirati dodatne gene s

ucincima na prijenos, patogenost i virulenciju.

Tijekom svog Sirenja integron je podvrgnut kroz mnoge evolucijske promjene. Sada ima
prebivaliste u Acinetobacter johnsonii, vrsti koja se obi¢no ne povezuje s ljudima, i zbog toga
mora imati horizontalan prijenos gena u svojoj trenutnoj lokaciji. Osim toga, integron je stekao
neobi¢ne kazete gena koje kodiraju za dvije metionin sulfoksid reduktaze. Ovi enzimi
popravljaju proteine koji su oSteéeni zbog oksidativnog stresa i vjerojatno poboljSavaju
kolonizaciju i opstanak u zivotinjskim tkivima. Nadalje, kraj izvornog integrona je zamijenjen
minijaturnim obrnutim ponavljajué¢im transponiraju¢im elementima (MITEs) koji potencijalno

daju integronu mehanizam za mobilnost (Gillings i sur., 2009).

Iz toga slijedi da pomocu integrona 1 selektivnih sredstava moZemo selekcionirati
mikroorganizme u okolisu (Martinez, 2008). Ovaj sekundarni neocekivani u¢inak antibioti¢ke
revolucije ¢e uzrokovati evolucijske promjene medu mikroorganizmima diljem svijeta i imati

potencijalno negativne posljedice za ljudsku dobrobit (Gillings, 2013).

3.4 Integroni kao alati za biotehnologiju

Integroni imaju znacajne prednosti kao funkcionalne osnove za biotehnoloske primjene. Imaju
sve mehanizme za stjecanje, preuredivanje i ekspresiju egzogenih gena u in vivo sustavu.
Prirodna aktivnost integron integraze moze se koristiti za dobivanje funkcionalnih kazeta gena
u plazmidima za daljnje manipulacije (Rowe-Magnus, 2009). Sintetske i prirodne kazete gena
mogu se lako uvesti u stanice putem transformacije. To potencijalno omogucuje da se svaki gen
ugradi u integron (Gestal i sur., 2011). Kazete koje se upotrebljavaju kao markeri, poput kazeta
gena koje kodiraju za zeleni fluorescentni protein, mogu se upotrijebiti za transformiranje

okoliSnih bakterije s aktivnim integron rekombinacijskim sustavom. To bi omogucilo
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kromosomskim kazetnim nizovima laku obnovu s uzorcima iz okoliSa i detekciju nizova koji

¢e se tek ugraditi u organizme.

Kromosomalni kazetni nizovi golem su izvor za otkrivanje novih proteina te za otkric¢e proteina
koji bi mogli ¢initi blokove za prihvacanje novih proteina (Koenig i sur., 2009). Takvi kazetni
nizovi vec¢ su bili podvrgnuti prirodnoj selekciji u okruzenju u kojem su se nasli i tako da ¢e
vjerojatno kodirati za proteine znacajne za adaptaciju bakterija (Koenig i sur., 2009). Prema
tome, potraga za proteinima sa specificnim svojstvima i/ili aktivnostima moze biti u¢inkovitija
u prirodnoj okolini koja odgovara zeljenim uvjetima pod kojima protein treba raditi, a zatim
pronalaziti odgovaraju¢e kazete gena. Te kazete ne moraju biti ¢lanovi niti jedne poznate

obitelji proteina.

Nakon §to su potencijalni geni sastavljeni u kazetne nizove, prirodna aktivnost integrona mogla
bi se koristiti za generiranje razlicitih razmjesStaja gena. Navedeni princip dokazan je kroz
optimizaciju sintetskog puta triptofana pomocu sinteti¢kih kazeta gena koje su sluc¢ajno
premjeStene pomocu aktivnosti integron integraze (Bikard i sur., 2010). Prema tome,
funkcionalne osnove integrona se mogu Koristiti za generiranje novih biokemijskih putova za
bioremediaciju ili biosinteze proteina pomocu inzenjerstva posredovanog integron operonoma

(Koenig i sur., 2009).

3.5 Evolucija bakterija

Uporaba antimikrobnih spojeva je dovela do razvoja sve slozenijih elemenata DNA koji sadrze
integrone, gene za rezistenciju, transpozone i druge mobilne DNA elemente u svim ljudskim
ekosustavima. Ovi ksenogeneticki DNA elementi su pusSteni natrag u okolis, istovremeno s
antibioticima, dezinficijensima i teSkim metalima koji su izvorno utjecali na njihovu selekciju
(Gillings i Stokes, 2012). Otpadne vode i kanalizacije postale su velike reakcijske posude za
rekombinaciju i preuredenje ovih elemenata te za horizontalni prijenos gena izmedu klini¢kih,
komenzalnih i okolisnih bakterija (Gillings i sur., 2009). Vodena okruZenja ¢e vjerojatno biti
glavna zariSta za slozene interakcije izmedu integrona, odrednica za otpornost i mobilne
molekule DNA, gdje su biofilmovi posebno znacajna zarista za genske razmjene (Gillings,
2013).

Ljudsko koristenja selektivnih agenasa ¢e i dalje utjecati na stvaranje kompleksnih genetickih
elemenata koji ¢e sadrzavati gene s uc¢incima na virulenciju, prijenos i patogenost. Medutim, ta
ista selektivna sredstva takoder ¢e imati mnogo $ire posljedice na cijelu mikrobnu biosferu i na

op¢i tempo mikrobne evolucije (Gillings, 2013). Geneti¢ka raznolikost u bakterija nastaje
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mutacijama, rekombinacijama i horizontalnim prijenosom gena. Stopa za svaki od navedenih
procesa je pod utjecajem stabilizirane selekcije, pri ¢emu je prisutna ravnoteza izmedu
prednosti genskih inovacija i mogucéi gubitk genomskog integriteta. Nije iznenadujuée da je u
stabilnim uvjetima genska promjena bakterija potisnuta. Medutim, u uvjetima selekcije i stresa
stope rekombinacije, mutacije i horizontalnog prijenosa gena su pod kontrolom SOS odgovora
(Schlacher i Goodman, 2007). Stalna izlozenost promjenama, subinhibicijskim razinama
selektivnih agenasa stvara okolnosti gdje bakterijski sojevi s visim stopama genetske promjene
imaju prednost (Baquero, 2009). Dakle, nezeljena posljedica revolucije antibiotika moze
ucvrstiti bakterijske sojeve s visom stopom mutacija, rekombinacija i horizontalnog prijenosa
gena (Gillings i Stokes, 2012). Jasna je potreba da se pazljivije prate uéinci bioaktivnih

zagadivaca na okolis.

ZAKLJUCAK

Regrutacija egzogenih gena je najucinkovitiji nacin na koji bakterijske vrste mogu prezivjeti
razne izazove kojim su izlozene u okolisu, ukljucujuéi izlozenost antimikrobnim spojevima.
Integroni osiguravaju bakterijama sustav za uzimanje gena iz okoliSa te tako mogu steéi
rezistenciju na razne antibiotike. Medutim, nakon otkrica superintegrona i tisu¢a kazeta gena
povezanih s integronima u genomima okoli$nih bakterijskih vrsta, vaznost tih elemenata jasno
nadilazi fenomen otpornosti na antibiotike. Regrutacija integron kazeta gena osigurava
bakterijama nove proteine i nove enzimske funkcija te omogucava stanicama prednost u
prilagodavanju na odredeni okolis. Eksperimentalni i filogenetski podaci ukazuju da bi
superintegron mogao biti predak mobilnih integrona i kazeta gena, koji nose gene za
rezistenciju, uoc¢enih u genomima bakterijskih izolata klinickog znacaja. Ipak, mnogo vaznih
pitanja 0 ovom sustavu ostaje bez odgovora. Konkretno, postoji potreba da se objasne
mehanizmi na kojima se temelji proces rekombinacije pomoc¢u integraze, formiranje novih

kazeta gena i dinamika razmjene kazete gena u slozenim bakterijskim populacijama.
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