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Bacterial genome plasticity - intracellular transfer of genetic information

Abstract: Bacterial genomes constantly evolve upon selective pressure of an environmental factors. Mechanisms that play a role in the
genome plasticity include mutations, DNA rearrangements and horizontal gene transfer. Mobile genetic elements are potent agents of
bacterial evolution as they exhibit intracellular and intercellular mobility. They may be excluded from one locus and integrated elsewhere
in the chromosome. Before integration some acquired genetic elements undergo replicative transposition or are transferred horizontally
by transduction, natural transformation or conjugative transfer. In this review, we described the various mobile genetic elements that have
an impact on bacterial genome plasticity and microbial evolution with a focus on their intracellular mobility.
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conjugative elements. 6. Pathogenicity associated islands. 7. Summary
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1. Wstep

Bakterie, podobnie jak wszystkie, inne organizmy
stale ewoluuja. Bledy powstajace w procesie replika-
¢ji podczas replikacji DNA chromosomalnego lub
pod wptywem czynnikéw mutagennych, s3 przyczyna
mutacji, ktore jezeli okazg si¢ korzystne, a wiec zwiek-
sza zdolno$¢ adaptacyjng do srodowiska bytowania
drobnoustroju, sa przekazywane nastepnym pokole-
niom [47]. Spontaniczne mutacje DNA ze wzgledu na
lokalny charakter zmian powstajgcych w genomie nie
odgrywaja zbyt duzej roli w plastycznosci genetycznej
drobnoustrojow [8, 53]. Drobnoustroje, aby zwigkszy¢
i usprawni¢ swoja zdolnoé¢ adaptacji do $rodowiska
bytowania, poza mutacjami, rozwinely szereg mecha-
nizméw uzyskiwania nowych dla nich genéw na dro-
dze tzw. horyzontalnego transferu genéw (HGT - hori-
zontal gene transfer) bezposrednio od innych bakterii
w procesie koniugacji, posrednio poprzez bakteriofagi
w procesie transdukeji lub poprzez pobieranie natyw-
nego DNA ze srodowiska w procesie transformacji [47,
58, 74, 79]. Utrata oraz nabywanie nowych elementow
genetycznych pelni podstawowa role w ksztaltowaniu
genomow bakterii patogennych. HGT stanowi wiec
wazny mechanizm szybkiego rozprzestrzeniania sie
cech genetycznych wérdod drobnoustrojow i jest klu-
czowym czynnikiem promujacym dopasowywanie si¢
patogenow do organizmu gospodarza. Cechy nabywane
na drodze HGT umozliwiajg patogenom zajmowanie

nowych dla nich nisz ekologicznych, natomiast presja
rozmaitych czynnikéw $rodowiska np. temperatury,
dostepnosci skladnikéw odzywczych, fazy wzrostu,
selekcjonuje warianty najlepiej przystosowane do
danej niszy, co okreslane jest procesem patoadaptacji
[17]. Przykladem patoadaptacji jest poziom ekspresji
nabytych genéw wirulencji. U wielu patogenéw nowo
nabyte geny wirulencji podlegaja kontroli genow regu-
latorowych istniejacych juz w genomie ,,przodka” pato-
genu (tj. szczepu, z ktérego dany patogen sie wywo-
dzi). U pateczek Shigella ekspresja genow kodujacych
czynniki zaangazowane w inwazje oraz aparat sekrecji
typu III (odpowiedzialny za sekrecje biatek efektoro-
wych), sg $cisle regulowane temperaturg wzrostu. Geny
te ulegaja ekspresji tylko w temperaturze ciata ludz-
kiego, natomiast w nizszych temperaturach nastepuje
ich represja [47].

Zgodnie z przyjeta definicja, do gatunku naleza
szczepy wykazujace 70% podobienstwa, oznaczanego
technikg hybrydyzacji DNA/DNA, gdzie rdznica
w temperaturze topnienia (ATm) heterodupleksow, tj.
dwuniciowych czasteczek DNA powstatych w wyniku
hybrydyzacji czesciowo komplementarnych nici pocho-
dzacych z genoméw obu badanych szczepéw danego
drobnoustroju, jest mniejsza niz 5°C [76]. Przy usta-
laniu pozycji taksonomicznej drobnoustroju brane sa
réwniez pod uwage identycznos¢ sekwencji genu 16S
rDNA, ktora dla gatunku wynosi minimum 97% oraz
zawarto$¢ zasad G+C w DNA. Tu rdéznica w obrebie
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danego gatunku nie moze by¢ wigksza niz 5 mol% zasad
G+C [44, 67].

Pomimo przyjetych kryteriéw klasyfikacji drobno-
ustrojow, modele matematyczne zastosowane do ana-
lizy sekwencji genoméw wyraznie wskazuja, Ze zmien-
nos¢ genetyczna szczepow w obrebie jednego gatunku
moze by¢ tak duza, iz nawet po zsekwencjonowaniu
setek genomow roznych szczepdéw nalezacych do
danego gatunku, w dalszym ciagu beda wykrywane
nieznane dotad geny [50, 72]. To spowodowato wpro-
wadzenie pojecia pangenomu, rozumianego jak zbior
wszystkich genéw wykrywanych u réznych szczepow
danego gatunku [49]. Pangenom tworzg geny rdze-
niowe wspolne dla wszystkich szczepdéw nalezacych
do danego gatunku oraz geny dodatkowe, ktérych
wystepowanie jest zrdznicowane i zmienne pomie-
dzy szczepami, a ktdre czesto s nabywane na drodze
HGT. Rozmiar pangenomu danego gatunku réwno-
cze$nie stanowi miare plastycznosci jego genomu. Zbidr
genow danego gatunku moze by¢ $cisle zdefiniowany,
a wiec tworzy¢ pangenom zamkniety (np. Bacillus
anthracis, Staphylococcus aureus, Buchnera apidicola)
lub pangenom otwarty, cechujacy gatunki o duzej pla-
styczno$ci genetycznej (np. Streptococcus agalactiae,
E. coli) [50, 73]. Pangenom zamkniety zwykle cechuje
drobnoustroje bytujace w srodowiskach odizolowanych,
uniemozliwiajacych swobodng wymiane informacji
genetycznej, np. obligatoryjne pasozyty wewnatrz-
komorkowe takie jak Chlamydia trachomatis, Rikettsia
prowazekii, Borrelia burgdorferii, Mycobacterium leprae
[53]. Powyzsze tendencje dobrze ilustruja przyklady
Mycoplasma genitalium, bakterii o najmniejszym jak
dotad opisanym genomie (tj. 580kpz) oraz paleczki
Pseudomonas aeruginosa, ktorej genom obejmuje
6,3 Mpz [29,71]. O ile duzy genom paleczki ropy blekit-
nej zawiera informacje genetyczng niezbedng bakterii
do przezycia w zmiennym $rodowisku zewnetrznym,
o tyle redukcja genomu Mycoplasma odzwierciedla
jego pasozytnicze przystosowanie do stabilnego sro-
dowiska wewnatrz komoérek gospodarza. Maty rozmiar
genomu jako wyraz zaawansowanego przystosowania
bakterii do pasozytniczego trybu zycia okreslany jest
zjawiskiem ,,ewolucji poprzez redukcj¢” [20]. Reduk-
cja wielkosci genomu jako wyraz zmian ewolucyjnych
obserwowana jest takze wsrod patogenow fakulta-
tywnie wewnatrzkomoérkowych np. u Yersinia pestis,
bakterii ktora ewoluowala z gatunku Yersinia pseudo-
tuberculosis, jak rowniez u paleczek Shigella, wywo-
dzacych sie od niepatogennych E. coli. W przypadku
pateczek Shigella nabycie cech wirulencji zwigzane byto
z utratg przez komensalne szczepy E. coli genéw ompT
i cadA, lezacych w obrebie konserwatywnego ewolu-
cyjnie odcinka DNA obecnego u 90% szczepéw E. coli.
Delecja tego odcinka DNA, nazywana ,,czarng dziura,”
wystepuje u paleczek Shigella oraz enteroinwazyjnych
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szczepow E. coli. Cho¢ brakujacy fragment DNA, poza
genami cadA i ompT, zawiera rOwniez inne geny, jednak
to brak tych, konkretnych genéw decyduje o wirulen-
cji szczepu. Gen cadA koduje dekarboksylaze lizyny,
ktorej aktywno$¢ katalityczna prowadzi do powsta-
nia kadaweryny, hamujacej aktywno$¢ enterotoksyny.
W ten sposéb brak genu cadA i jego produktu promuje
aktywnos¢ enterotoksyny. Z kolei proteinaza kodowana
przez gen ompT zaktoca funkcje biatka VirG, niezbed-
nego w procesie rozprzestrzeniania si¢ w komoérkach
gospodarza [1, 46, 51]. Innym przykladem powstawa-
nia nowych patogenéw na drodze ewolucji poprzez
redukcje genomu s3a uropatogenne szczepy E. coli
(UPEC - uropathogenic E. coli). Utrata fragmentow
genomu UPEC, zawierajacych geny kodujace fimbrie
typu 1, a takze inaktywacja genéw kodujacych fimbrie
typu P oraz F1C, doprowadzita do powstania nowej
grupy szczepdw E. coli okreslanych akronimem ABU
(asymptomatic bacteriuria), ktére odpowiadaja za
asymptomatyczng bakteriuri¢. Inaktywacja kilku genéow
kodujacych czynniki wirulencji UPEC spowodowata
atenuacje odczynu zapalnego w uktadzie moczowym
gospodarza, co umozliwia szczepom ABU dlugo-
trwalg kolonizacje bez wywolywania pelnoobjawowego
zapalenia drég moczowych [4]. Redukcja informacji
genetycznej moze dotyczy¢ nie tylko utraty pewnych
gendw, ale réwniez ilosci funkcjonalnego DNA poprzez
mutacje [8, 53].

Gatunek E. coli obejmuje liczne, zrdéznicowane pod
wzgledem chorobotwodrczosci szczepy, ktore dosko-
nale obrazuja plastycznos¢ bakteryjnych genomow.
Genomy patogennych szczepéw E.coli s3 bardziej
zroznicowane i z reguly wigksze o ponad 1 Mpz (ok.
20% genomu) w stosunku do genomow szczepow
komensalnych, co spowodowane jest procesami naby-
wania oraz utraty réznych genéw. Zsekwencjonowane
genomy roznych szczepow E. coli posiadajg rdzen zbu-
dowany z ok. 2200 genéw, ale pangenom skfadajgcy sie
z ok. 13000 gendéw [17, 59]. W obrebie gatunku nawet
wielko$¢ chromosomu E. coli jest zmienna i waha si¢
w duzych granicach, od 3.9 do 5.5 Mpz, co wskazuje, ze
genom tej bakterii podlega ciagtym zmianom poprzez
redukcje informacji genetycznej, jak i jej pozyskiwanie
na drodze HGT [3, 21]. Dla przykladu: analiza genomu
E. coli K12 szczepu MG1655 wykazata, Ze na jego ksztalt
miato wplyw m.in. 37 addycji i 30 delecji réznych frag-
mentéw DNA [54]. Genom paleczki okreznicy jest pan-
genomem otwartym. Szacuje sie, ze ok. 10-16% genow
jej genomu zostalo pozyskanych w procesach HGT
[54]. Biorac pod uwage fakt, ze paleczka E. coli jest
szeroko rozpowszechniona w §rodowisku zewnetrznym
oraz stanowi sktadnik mikroflory jelit ludzi i zwierzat,
pangenom chorobotworczych szczepdw E. coli moze
réwniez stanowi¢ wazny rezerwuar informacji gene-
tycznej dla innych drobnoustrojow [57, 59].
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2. Mobilne elementy genetyczne

Mobilne elementy genetyczne (MGE - mobile
genetic elements) definiowane sg jako kazdego rodzaju
DNA zdolne do przemieszczania si¢ w obrebie genomu
lub pomiedzy genomami réznych prokariontéw. MGE
obecne w genomie danej komorki bakteryjnej okres-
lane sg jako mobilom. Bakteryjne MGE najcze¢$ciej sg
mozaikowymi fragmentami DNA, ktére kodujg rézne
determinanty wirulencji lub opornosci na antybiotyki
oraz enzymy i inne bialka posredniczace w ich prze-
mieszczaniu si¢ i integracji w obrebie genomu danej
bakterii (mobilno$¢ wewnatrzkomorkowa) albo pomie-
dzy genomami réznych bakterii (mobilno$¢ miedzyko-
morkowa). Wewnatrzkomdrkowy transfer informacji
genetycznej nosi nazwe transpozycji, natomiast biorgce
w nim udzial mobilne elementy genetyczne general-
nie nazywane s3 elementami transpozycyjnymi (TE
- transposable elements). Przemieszczanie si¢ frag-
mentu DNA w inng pozycje genomu prowadzi do jego
rearanzacji i moze odbywac si¢ na drodze transpozycji
konserwatywnej lub replikacyjnej. Miedzykomorkowe
przemieszczanie si¢ DNA, a wigc horyzontalny transfer
genow (HGT) lub lateralny transfer genéw (LTG - late-
ral gene transfer) prowadzi do wzbogacenia puli genow
danego gatunku i u bakterii moze odbywac si¢ na dro-
dze transformacji, koniugacji lub transdukc;ji [8, 9, 37].

3. Sekwencje insercyjne i transpozony

W wewnatrzkomoérkowy transfer informacji gene-
tycznej zaangazowane s3 liczne mobilne elementy
transpozycyjne takie jak: sekwencje insercyjne i trans-
pozony, integrony i kasety genowe, integracyjne ele-
menty koniugacyjne oraz wyspy patogennosci.

Sekwencje insercyjne IS (insertion sequence) i trans-
pozony nalezag do mobilnych elementéw genetycz-
nych, ktére z powodu ich zdolnosci do czgstej zmiany
lokalizacji w obrebie chromosomu opisywane sa jako
»skaczace geny” [61]. Sekwencje IS s3 najprostszymi,
mobilnymi elementami genetycznymi spotykanymi
u prokariontéw, ktore moga dowolnie przemieszczaé
sie w obrebie struktur DNA bez wymogu homologii
sekwencji nukleotydowej pomigdzy wstawiang sekwen-
cja IS a docelowa sekwencja DNA, w ktorg elementy
te wbudowuja sie (tzw. rekombinacja nieuprawniona).
Z tego powodu sekwencje IS sa nazywane ,,samolub-
nym DNA,” gdyz wbudowanie sekwencji IS w dowolny
gen moze spowodowaé jego unieczynnienie [22].
Sekwencje IS dzigki obecnosci w swojej strukturze
promotora, po wlaczeniu sie¢ w dany gen moga spowo-
dowa¢ przerwanie jego ciggtosci i unieczynnienie lub
ulega¢ rekombinacji z DNA danego genu w regionie
promotorowym, co doprowadzi do jego nadekspresji
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lub aktywacji nieaktywnego genu [24, 64]. Sekwen-
cje IS, wbudowane po obu stronach fragmentu DNA
o okreslonej wielko$ci, moga ten fragment przenosi¢
w obrebie genomu bakterii. Strukture taka, tj. dowolny
fragment DNA oflankowany sekwencjami IS, nazywa
sie transpozonem zlozonym. Sekwencje insercyjne
transpozonu zfozonego czesto sg identyczne o tej samej,
badz przeciwnej orientacji. Przemieszczanie sekwencji
insercyjnych oraz transpozonéw zlozonych w obrebie
DNA bakterii przypuszczalnie ma na celu ulokowa-
nie tych elementéw w innych, mobilnych jednostkach
genetycznych, takich jak plazmidy lub transpozony
koniugacyjne, ktére zdolne sa do samodzielnego prze-
mieszczania si¢ miedzy bakteriami [5, 7, 39, 62].

Wielko$¢ sekwencji insercyjnych waha si¢ w gra-
nicach 0,5-3kpz. W centrum struktury sekwencji IS
znajduje si¢ gen kodujacy transpozazg, tj. enzym kata-
lizujacy proces transpozycji. Na obu koncach sekwencji
IS znajduja si¢ tzw. odwrécone sekwencje powtorzone
IR (inverted repeats), tj. IRL (inverted repeat left) po
stronie lewej oraz IRR (inverted repeat right) po stronie
prawej. Sekwencje IR sg kréotkimi fragmentami DNA
o dtugosci 10-40 pz, ktore w obrebie danej sekwencji
IS czesto posiadaja podobna lub identyczng sekwencje
nukleotydéw (Rys. 1).

IR petnig wazng funkcje poniewaz zawierajg miej-
sce wigzania transpozazy (tzw. domeng II) oraz miejsce
naciecia nici DNA, bioracej udzial w transpozycji (tzw.
domene I) [40, 43]. Sekwencja IRL moze ponadto zawie-
rac cze$¢ promotora transpozazy. Obecny w sekwencji
IS promotor genu transpozazy zaliczany jest do promo-
toréow stabych, warunkujacych niski poziom ekspresji
genodw, ktore im podlegaja [43].

A) SEKWENCJA INSERCYJNA IS
P

DOMENY: | Il

DOMENY: I |

B) TRANSPOZON Zt OZONY

IRL ﬁ. . IRL ﬁ
IS s

[] sekwencie IR (IRL, IRR) B Geny warunkuijace fenotyp

[ Geny zwiazane z transpozycjg

Rys. 1. Organizacja strukturalna wybranych elementéw transpo-

zycyjnych: (A) Sekwencja insercyjna IS; IR (inverted repeats)

odwrdcone sekwencje powtorzone lewa i prawa (IRL, IRR); domeny I

i II elementu IR odpowiedzialne za wigzanie enzymu transpozazy

oraz za reakcje cigcia nici DNA; P - sekwencja promotorowa;

(B) Transpozon ztozony; IS - sekwencje insercyjne ograniczajace
obszar kodujacy transpozonu zlozonego
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Rys. 2. Transpozycja sekwencji insercyjnej IS przy udziale enzymoéw
transpozazy, polimerazy DNA oraz ligazy polaczona z duplikacjg
miejsca docelowego

Cechg charakterystyczna sekwengji IS i transpozo-
néw zlozonych jest ich zdolno$¢ powielania krétkiego
odcinka DNA, w ktérym dochodzi do transpozycji,
a wiec sekwencji docelowej nazywanej sekwencja DR
(direct repeats). W miejscu nacigcia DNA w sekwencji
docelowej transpozaza generuje tzw. lepkie korice DNA,
ktére po wstawieniu sekwencji IS wypelniane sg przez
polimeraze¢ DNA nukleotydami wedlug regut komple-
mentarnosci, a nastepnie scalane przez ligaze. W efek-
cie docelowa sekwencja DR zostaje powielona, nato-
miast wbudowana sekwencja IS lub transpozon zfozony
zostajg oflankowane identycznymi fragmentami DNA,
charakterystycznymi dla danego elementu (Rys. 2).

Na podstawie podobienstwa struktury genetycz-
nej sekwencji IS, homologii sekwencji aminokwaséw
w transpozazach oraz dlugosci powielanych sekwen-
cji docelowych DR, wyodrebniono 19 rodzin IS, ktore
obejmujg ponad 900 elementéw izolowanych od
ponad 200 gatunkow bakterii [2]. Opisane sekwencje
IS oznaczane s3 symbolem, ktory obejmuje pierwsza
litere nazwy rodzaju oraz dwie pierwsze litery nazwy
gatunkowej bakterii, u ktorej wykryto dang sekwencje
IS, a takze numer wskazujacy kolejnos¢ izolacji danej
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sekwencji IS [43]. Dla przykladu, ISPae4 oznacza
sekwencje IS Pseudomonas aeruginosa wyizolowana
jako 4 element tego rodzaju.

W przypadku transpozondéw nazewnictwo jest bar-
dziej skomplikowane i obejmuje dwa rézne podzialy.
Wedlug pierwszego podzialu wyréznia sie sekwen-
cje insercyjne IS i transpozony Tn. Wedlug drugiego
podziatu transpozony dzieli si¢ na grupy I i II. Do
grupy I zalicza si¢ sekwencje IS i transpozony zlozone
(w obu przypadkach mobilno$¢ elementu zwigzana
jest z obecnoscia sekwencji IS). Do grupy II, obejmu-
jacej tzw. transpozony nieztozone, zalicza sie struktury
o skomplikowanej budowie, ktére nie zawieraja sekwen-
cji IS, a ktérych mobilnos¢ jest uwarunkowana obecno-
$cig wyspecjalizowanych biatek kodowanych w obrebie
ich struktury. Przykladem transpozonu grupy II jest
transpozon Tn7, kodujacy pie¢ bialek (oznaczonych
TnsA-TnsE), ktére w procesie transpozycji pelnig
$cisle okreslone funkcje. Wspodtdziatanie poszczegol-
nych bialek moze prowadzi¢ do przemieszczenia trans-
pozonu Tn7 w $cisle okreslone miejsce na chromoso-
mie (kompleks biatek TnsABC+D) lub w przypadkowe
miejsce na plazmidzie koniugacyjnym (kompleks biatek
TnsABC+E). Biatka TnsA-TnsC pelnig role wspolng dla
obu drég transpozycji, odpowiadajac za nacigcie kon-
cow 5’ (biatko TnsA) i 3’ (biatko TnsB) transpozonu
Tn7, a takze regulacje catego procesu przemieszcze-
nia transpozonu Tn7 (funkcja ATP - zaleznego biatka
TnsC). Biatka TnsD oraz TnsE majg zdolno$¢ aktywa-
cji kompleksu TnsABC i promowania insercji trans-
pozonu Tn7 w specyficzne miejsce oznaczone att7Tn7
na chromosomie (bialko TnsD) badz niespecyficzna
transpozycje na plazmid koniugacyjny (biatko TnsE)
[56]. Inne transpozony nieztozone, np. transpozon Tn3,
réwniez moga wbudowywac si¢ w przypadkowe, ale
bogate w pary A+T miejsce na chromosomie. Wydaje
sie, ze transpozony nieztozone wykazuja wigksza pre-
dyspozycje do przemieszczania si¢ w okreslone miejsca
docelowe niz sekwencje IS, najczesciej wbudowujace sie
w przypadkowe sekwencje docelowe [13, 41].

Osobng kategorig transpozonéw sg transpozony
koniugacyjne, oznaczane symbolem CTn (conjugative
transpozon), najczesciej wystepujace w formie zintegro-
wanej z DNA chromosomalnym i zaliczane do wigkszej
grupy integracyjnych elementéw koniugacyjnych, ktére
zostaly opisane w dalszej czesci artykutu.

Zaréwno transpozony grup IiII, jak i transpozony
koniugacyjne CTn, czesto niosg w swoich strukturach
geny kodujace funkcje kataboliczne bakterii, opornos¢
na jony metali ciezkich oraz antybiotyki, a takze deter-
minanty wirulencji. Chociaz uzyskanie droga transferu
horyzontalnego nowych cech fenotypowych kodowa-
nych przez transpozony wydaje sie korzystne, proces
transpozycji moze takze generowaé mutacje ujemnie
wplywajace na metabolizm drobnoustroju, a nawet
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prowadzi¢ do jego $mierci. Proces transpozycji zwig-
zany jest z powstawaniem mutacji o charakterze inser-
cji, delecji, powielenia, inwersji, a takze translokacji
duzych fragmentéw DNA. Z tego powodu czgstosé
transpozycji podlega $cistej, wieloetapowej, negatywnej
regulacji genetycznej, ktéra obejmuje kontrole poziomu
transkrypcji genu transpozazy lub jej odpowiednika,
hamowanie translacji, a takze modulowanie aktywnosci
czynnego enzymu. Dodatkowymi czynnikami negatyw-
nej regulacji procesu transpozycji jest obecno$¢ w ele-
mentach transpozycyjnych stabych promotoréw oraz
szybka inaktywacja enzymu transpozazy [18, 19].

4. Integrony i kasety genowe

Pojecie integronu zostalo wprowadzone w 1989r.
dla okreslenia grupy mobilnych elementéw genetycz-
nych, zawierajacych determinanty genetyczne pozwa-
lajace na rekombinacje zlokalizowang genu lub gendw
kodujacych oporno$¢ na antybiotyki [68]. W krétkim
czasie badania integronéw wykazaly istnienie dwoch
poziomow ich mobilnosci tj. zdolno$¢ przemieszcza-
nia si¢ integronéw rozumianych jako kompleks genow
opornosci i systemu rekombinacyjnego oraz zdolnos¢
samodzielnego przemieszczania si¢ integronowych
gendéw opornosci na antybiotyki i rekombinacji spe-
cyficznej, poza strukturami danego integronu [32, 33,
35]. Dzi$ wiadomo, ze faktyczng zdolnos$¢ przemiesz-
czania si¢ w obrebie genomu maja tylko kasety genowe,
integrony natomiast nie s3 mobilne jednak ze wzgledu
na fakt, ze czesto spotyka si¢ je na plazmidach koniu-
gacyjnych badz transpozonach, uznawane sg za struk-
tury biorgce udzial w horyzontalnym transferze gendw.
Obecnie integrony definiuje si¢ jako naturalne systemy
rekombinacji zlokalizowanej, pozwalajace na wlaczanie
do swojej struktury gendw w postaci kaset genowych
oraz ich ekspresje [2].

Wsréd integrondéw wyrdznia sie dwie grupy, tzw.
superintegrony (SI - superintegrons), ktérych istnie-
nie wykryto w DNA chromosomalnym niektorych
gatunkow bakterii oraz integrony opornosci (RI - resi-
stance integrons) spotykane na plazmidach, transpozo-
nach i wyspach patogennosci. Uwaza sie, ze superinte-
grony stanowig forme, z ktérej ewoluowaly integrony
opornosci [23]. Na podstawie enzymu integrazy, inte-
grony podzielone zostaly na klasy. Dotychczas wyod-
rebniono 8 grup integronéw opisanych jako integrony
klas 1-8 oraz jedng klas¢ nieoznaczong numerycznie
(GeneBank AJ277063) [52]. Integrony klasy 1 s3 naj-
wigkszg i najlepiej poznang klasg integronow [23, 30].

Integrony opornosci rozpowszechnione sg przede
wszystkim wsrod bakterii Gram-ujemnych, natomiast
u bakterii Gram-dodatnich wystepuja znacznie rzadziej
[14, 27, 65, 75]. Najczgsciej integrony wykrywane sg
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wsrod szczepdw klinicznych, zwigzanych ze srodowi-
skiem szpitalnym, cho¢ ich obecno$¢ opisano takze
wérod bakterii srodowiskowych [52]. Integrony wykryte
u dzikich szczepow bakterii cz¢sto nie posiadajg zad-
nych wbudowanych kaset genowych i stad nazywa si¢ je
zerowymi. Wykazanie obecno$ci integronéw u bakterii
srodowiskowych, zyjacych z dala od siedzib ludzkich,
a wiec nie podlegajacych bezposredniej presji antybio-
tykowej, sugeruje iz integrony s3 naturalng sktadowa
genomu bakterii [6, 48].

O aktywnosdci integronu decyduje tzw. konserwa-
tywny segment 5 DNA, okreslany jako 5°CS (5conse-
rved segment). W jego obrebie znajduja sie: gen (int)
kodujacy enzym integraze, ktéra dokonuje rekombina-
cji wbudowywanego do integronu elementu, sekwen-
cja attl, bedaca miejscem dzialania integrazy oraz dwa
promotory P_ i P_ulozone przeciwlegle (promotor P_
zapewnia ekspresje genu integrazy, natomiast pro-
motor P_umozliwia ekspresje genéw wigczonych w
postaci kaset genowych) [42, 60]. Zaréwno geny kodu-
jace integraze, jak i sekwencje attl, r6znig si¢ od siebie
w poszczeg6lnych klasach integronéw, dlatego oznacza
sie je wskazujgc klase integronu, z ktorej si¢ wywodza
(np. intl1, intl2, attll, att]2 itd.) [36]. Integraza kodo-
wana przez gen intl nalezy do tej samej grupy enzymow,
rekombinaz tyrozynowych, co integraza bakteriofaga \.
Jej funkcja polega na przeprowadzeniu rekombinacji
pomiedzy sekwencjami att] integronu a sekwencja
59-be, nalezaca do wbudowywanej lub usuwanej kasety
genowej. Struktura kasety genowej jest stosunkowo
prosta. Tworzy ja otwarta ramka odczytu (ORF) wraz
z krotka sekwencja, okreslang jako 59-be (59-base ele-
ment). Sekwencja 59-be moze mie¢ rézna wielkosc,
od 57 do 141 pz. [69]. Kasety genowe moga posiada¢
strukture liniowg, wlaczong w integron lub prezento-
wa¢ struktury kowalencyjnie zamkniete, znajdujace
sie w cytoplazmie bakterii, ktore nie majac zdolnosci
samodzielnej replikacji sa tracone, o ile nie zostana
wbudowane przez integraze w struktury integronu [15].
Poniewaz w wiekszo$ci przypadkow kasety genowe nie
posiadajg wlasnego promotora, zawarta w nich infor-
magcja genetyczna nie ulega ekspresji. Stad, utrzyma-
nie informacji genetycznej niesionej w kasecie genowej
oraz jej ekspresja zaleza od poprawnej rekombinacji
integronu. Miejscem rekombinacji zlokalizowanej,
katalizowanej przez integraze jest charakterystyczna
sekwencja GTTRRRY (R=reszta pirymidynowa,
Y =reszta purynowa), znajdujaca si¢ w obrebie sekwen-
cji attl oraz 59-be [34, 69]. Kasety genowe w wigkszosci
przypadkow nie kodujg wlasnych promotoréw, wiec po
wlaczeniu si¢ w strukture integronu przechodza pod
kontrol¢ promotora P, lezacego w obrebie genu inte-
grazy (Rys. 3).

Promotor P_jest promotorem uniwersalnym, mo-
gacym funkcjonowaé u réznych gatunkoéw bakterii,
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Rys. 3. Schemat insercji kasety genowej w strukture integronu.
Kaseta genowa w formie liniowej jest precyzyjnie wigczana pomie-
dzy sekwencje G i TTRRRY, nalezace do sekwencji attl. Poniewaz
wbudowywana kaseta genowa posiada wtasng sekwencje GTTRRRY
a rekombinacja zachodzi wedlug zasad komplementarnosci, efektem
integracji kasety genowej jest obecnos¢ sekwencji GTTRRRY po
obu jej stronach, co pozwala na wlaczanie w strukture integronu
kolejnych kaset genowych. Poniewaz sekwencja GTTRRRY jest
hybryda pochodzaca ze sktadowych sekwencji attl i 59-be, dla
zaznaczenia tego faktu hybrydowa sekwencje GTTRRRY, powstajaca
pomiedzy kolejnymi wigczanymi do integronu kasetami genowymi
opisuje si¢ jako attC

cho¢ réwnoczesnie wykazujagcym nieznaczne réznice
w sekwencji nukleotydowej w obrebie poszczegélnych
klas integrondw, czego skutkiem jest rézna jego aktyw-
no$¢. Poziom ekspresji poszczegdlnych genéw znajdu-
jacych sie pod wplywem promotora P_bywa zréznico-
wany i jest uzalezniony od miejsca oddalenia danego
genu od promotora. Silniejszej ekspresji ulegaja geny
polozone najblizej promotora, stad lokalizacja inte-
gronu nie pozostaje bez znaczenia [16, 42, 55].
Pomimo, Ze integrony wigzane sg z horyzontalnym
transferem genéw opornosci na antybiotyki i srodki
dezynfekcyjne, w struktury integronéw moga by¢ wia-
czane kasety genowe, niosgce geny kodujace czynniki
wirulencji lub enzymy [77]. Marquez i wsp. [45]
wykazali u pateczek E. coli obecno$¢ integronu klasy 2,
zawierajacego oprocz kasety z genem opornosci na
antybiotyki, druga kasete¢ prawdopodobnie kodu-
jaca proteaze serynows, uczestniczaca w biosyntezie
lipopolisacharydu. Podobnie, u szczepu Acinetobacter
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wykryto obecnos$¢ integronu klasy 1, zawierajacego
dwie kasety genowe, z ktérych jedna niosta gen opor-
noéci na antybiotyk, druga natomiast zawierala gen dla
reduktazy sulfotlenku metioniny, zwiekszajacej u bak-
terii tolerancje na stres tlenowy [28].

Wedtug Stokes oraz Gillings [70] propaga-
cja cech wirulencji zawartych w kasetach genowych na
drodze transferu horyzontalnego jest kolejnym etapem
ewolucji bakterii patogennych, ktére w ten sposdob uzy-
skuja przewage selekcyjna.

5. Integracyjne elementy koniugacyjne/
integrony koniugacyjne

Integracyjne elementy koniugacyjne (ICE - integra-
tive and conjugative elements) stanowig réznorodna
grupe mobilnych elementéw genetycznych obecnych
u bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, ktére
u bakterii-dawcy pierwotnie zlokalizowane sg na chro-
mosomie, ale majg zdolno$¢ wylaczania sie z genomu
i koniugacyjnego transferu do bakterii-biorcy. Pomimo,
ze ICE prezentujg rozne mechanizmy promujace ich
integracje, transfer oraz regulacje, posiadaja rowniez
wiele cech wspdlnych, na podstawie ktdérych zaliczane
sg do tej samej grupy mobilnych elementéw gene-
tycznych. ICE obejmuja wszystkie (takze transpozony
koniugacyjne), samoreplikujace si¢, zdolne do inte-
gracji i koniugacji ruchome elementy genetyczne, bez
wzgledu na prezentowane mechanizmy koniugacji
oraz integracji, niezaleznie czy zachodzi ona w miej-
scu o minimalnej lub restrykcyjnej swoistosci sekwencji
DNA. Uwaza sie, ze niektére genomowe, niemobilne
wyspy patogennosci rowniez naleza do defektywnych
ICE, ktore utracily zdolno$¢ transferu koniugacyjnego.
Jako moduly fizycznie zwigzane z chromosomem, inte-
gracyjne elementy koniugacyjne sa niezwykle trudne do
identyfikacji eksperymentalnej, lecz analizy genomoéw
bakteryjnych bazujace na programach komputerowych
(tzw. analizy in silico) wskazuja, Ze sa one szeroko roz-
powszechnione wérdd wielu drobnoustrojow [11, 78].

ICE tacza w sobie cechy innych, mobilnych elemen-
tow genetycznych takich jak: a) fagi, ktére moga wla-
czaé sie i wytaczaé z chromosomu bakteryjnego, ale nie
sa przenoszone horyzontalnie, b) transpozondw, ktore
podobnie jak fagi moga wlacza¢ si¢ i wylaczac z chro-
mosomu bakteryjnego i sg przenoszone horyzontalnie
oraz c) plazmidy koniugacyjne, przenoszone z bakte-
rii-dawcy do bakterii-biorcy w procesie koniugacji,
zdolne do autonomicznej replikacji [78]. Integracyjne
elementy koniugacyjne w przeciwienstwie do fagéw nie
potrafig utrzymac si¢ w formie pozachromosomalnej
w cytoplazmie bakterii i replikuja si¢ tylko wraz z chro-
mosomem, z ktérym sg zintegrowane. Wszystkie inte-
gracyjne elementy koniugacyjne posiadaja strukture
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zorganizowang w trzy moduly genéw, ktore odpowia-
dajg za ich integracje z chromosomem, wylgczanie sie
z genomu i koniugacje oraz geny regulatorowe [10, 78].

Wszystkie ICE koduja integraze (Int), ktéra umoz-
liwia integracje z chromosomem oraz jest konieczna,
poza innymi czynnikami zaangazowanymi w ten pro-
ces, w procesie wycinania integracyjnego elementu
koniugacyjnego. Integrazy ICE determinujgc miejsce
insercji ICE, a nierzadko takze czestos¢ wylaczania sig
tych elementéw z chromosomalnego DNA, stanowig
kluczowy czynnik kontrolujgcy koniugacyjny transfer
ICE. Najlepiej poznanym przedstawicielem integraz
ICE jest integraza kodowana przez faga lambda (A),
ktora wykazuje 46% podobienstwa sekwencji z homo-
logicznym biatkiem lamboidalnego faga ¢80. Podob-
nie, wiele ICE integruje si¢ z chromosomem w spos6b
podobny do faga \. Integraza posredniczy w procesie
integracji elementu ICE w regionie kodujagcym 3’tRNA
chromosomu, ktéry umozliwia utworzenie optymal-
nej, konserwatywnej sekwencji pomiedzy attB i attP,
tj. sekwencjami ograniczajacymi elementy ICE. Aby
przenies¢ si¢ z bakterii-dawcy do bakterii-biorcy zin-
tegrowany element ICE musi uprzednio zosta¢ wyciety
z chromosomu. Proces ten zachodzi w kierunku
odwrotnym do procesu integracji z pozostawieniem
miejsca insercji w stanie nietknietym, dzigki ewolucyj-
nie konserwatywnemu mechanizmowi rekombinacji
przeprowadzonej przez integraze ICE. Poza integraza,
proces wycinania promujg tzw. czynniki ukierunko-
wania rekombinacji RDF (recombination directiona-
lity factor), ktore s matymi, dodatnio-naladowanymi
biatkami wigzacymi DNA, wptywajgcymi na architek-
ture DNA oraz interakcje DNA z biatkami. RDF pro-
mujac wycinanie elementu ICE réwnoczesnie hamuja
integracje tych elementéw z chromosomem. Dynamika
integracji i wycinania jest cecha swoistg kazdego inte-
gracyjnego elementu koniugacyjnego [78]. Elementy
ICE (np. Tn916 lub Tn916-podobne) wykryto u licz-
nych Proteobakterii (np. Pseudomonas spp., Aeromonas
spp., E. coli, Haemophilus spp.), a takze u Actinobacte-
ria i Firmicutes. ICE nadajac bakteriom rozne cechy
np. oporno$¢ na antybiotyki, jony metali ciezkich,
zdolnos$¢ metabolizmu aminokwaséw aromatycznych
lub wigzania azotu, ale takze np. zdolnoé¢ koloniza-
cji tkanek gospodarza, tworzenia biofilmu lub inne
determinanty zwiazane z wirulencja, maja zasadniczy
wplyw na plastyczno$¢ bakteryjnych genomoéw [10, 26,
66, 78]. Ksztaltujac bakteryjne genomy elementy ICE
promuja zrdéznicowanie szczepéw w obrebie gatun-
kéw oraz rozprzestrzenianie si¢ czynnikéw wirulen-
cji pomiedzy niespokrewnionymi rodzajami bakterii.
Dzieki wykorzystywaniu konserwatywnych miejsc inte-
gracji z chromosomem, elementy ICE moga ponadto
ulatwia¢ insercje innych moduléw DNA, np. wysp
genomowych [10, 12].
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6. Wyspy patogennosci

Wraz z rozwojem techniki sekwencjonowania
mozliwe stalo si¢ poréwnywanie calych genomoéw
réznych drobnoustrojow. Jednym z zaskakujgcych
odkry¢ analiz poréwnawczych bylo to, ze genomy
bakterii czg¢sto zawieraja ,obce DNA;” nierzadko
w znaczacych ilosciach, ktére w przypadku pateczek
E. coli moze stanowi¢ nawet 16% calego genomu [31,
38]. Gléwna czg$¢ genomu bakterii (70-80% DNA
genomowego) zawiera stosunkowo homogenng ilos¢
molowg par G+C i stanowi konserwatywny, stabilny
rdzen genomu, ktéry zawiera informacje genetyczng
dotyczaca podstawowych funkeji komorki bakteryj-
nej. ,Obce odcinki DNA” moga obejmowac region od
10kpz do 200 kpz chromosomalnego DNA o rdznej
niz genom danego drobnoustroju zawarto$ci molo-
wej par G+C. Te osobliwe odcinki DNA, nie pasujace
pod wzgledem zawartosci par C+G do reszty genomu,
zostaly nazwane wyspami patogennosci (PAI - patho-
genicity associated island) u bakterii chorobotwoérczych
lub wyspami genomowymi u bakterii niepatogennych
(GEI - genomic islands) [25, 63]. Dodatkowo niektore
szczepy patogenne posiadaja mniejsze odcinki obcego
DNA (1-10kpz), okreslane jako wysepki patogennosci.
Chociaz wigkszo$¢ PAI zlokalizowana jest na chromo-
somie, wyspy patogenno$ci moga by¢ réwniez czescia
bakteryjnych plazmidéw lub profagéw [31].

Najprosciej PAI definiowane sa jako mobilne re-
giony DNA, zawierajace geny wirulencji, ktore wyste-
puja w genomach szczepdw patogennych, lecz sa nie-
obecne w genomach ich niechorobotwoérczych odpo-
wiednikow. Swoja mobilnos¢ wyspy patogennosci
zawdzieczaja obecnosci ruchomych elementéw gene-
tycznych takich jak sekwencje insercyjne (IS), trans-
pozony, integrony lub profagi, dzigki ktérym te duze
bloki DNA s3 przekazywane na drodze HGT pomig-
dzy bakteriami tego samego lub réznych gatunkéw.
Niekiedy wyspy patogennosci moga przemieszczac
sie w obrebie chromosomu [38]. Cechg charaktery-
styczng opisanych dotychczas wysp patogennosci jest
obecno$¢ w obu regionach ograniczajacych odcinki
»obcego DNA” tzw. bezposrednich powtoérzen (DR
— direct repeats). Sekwencje DR prawdopodobnie two-
rzone s3 podczas procesu wbudowywania si¢ w genom
bakterii tzw. elementéw pre-PAI tj. bakteriofagow
lub plazmidéw. Dodatkowo, segmenty DR mogg sta-
nowi¢ cel aktywnosci integraz wycinajacych wyspe
patogennodci z genomu w procesie jej delecji [31].
W obrebie wysp patogennosci wystepuja roznorodne
geny warunkujace ich mobilnos¢, szczegélnie geny
kodujace fagowe integrony oraz transpozony [31, 63].
Obecnos¢ oraz funkcjonalno$¢ tych gendw jest rozna
pomiedzy wyspami patogennosci, od genéw koduja-
cych funkcjonalne enzymy, po geny kodujace nieczynne
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enzymy. Opisano rowniez wyspy patogennosci nie
zawierajgce genu integrazy [31].

Okolo 75% opisanych wysp patogennosci posiada
geny tRNA, ktdre czgsto stanowig miejsce integracji
obcogatunkowego DNA. Jednym z genéw tRNA cze-
sto zwiazanym z wyspami patogennosci jest gen selC,
kodujacy seleno-cysteinowo swoiste tRNA**. Locus selC
towarzyszy trzem wyspom patogennosci u trzech roz-
nych patotypow E. coli, a takze PAI obecnym u paleczek
Salmonella enetrica i Shigella flexneri.

Pomimo, ze wyspy patogennosci czesto posiadaja
wlasne geny regulatorowe, okreslajace ekspresje genow
zawartych w ich obrebie, geny te moga takze regulowa¢
ekspresje genow spoza wyspy patogennosci i odwrotnie,
geny spoza wyspy patogennosci moga regulowac eks-
presje genéw kodowanych przez wyspe patogennosci.
Geny regulatorowe spoza wyspy patogennosci reguluja
przede wszystkim ekspresje genéw wirulencji kodo-
wanych przez PAI, ale takze regulatory obecne u pato-
gennych i niepatogennych szczepdw, ktore z kolei poza
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genami wirulencji moga regulowaé ekspresje gendw
podstawowego metabolizmu bakterii [31]. Zespoly
gendw zawarte w obrebie wysp patogennosci moga
kodowa¢ te cechy drobnoustroju, ktére przyczyniaja
sie do jego chorobotworczosci, np. adhezyny, toksyny,
mechanizmy inwazji do komérek gospodarza lub cechy
ulatwiajace adaptacje do danej niszy ekologicznej (np.
systemy wychwytu jondw zelaza). Czesto wyspy pato-
gennosci koduja systemy sekrecji typu III lub IV, umoz-
liwiajace bakterii sekrecje bialek efektorowych wprost
do cytozolu komorki gospodarza, ktore wplywaja na
jej funkcje (np. promuja apoptoze lub internalizacje
patogenu, zaburzajg szlaki sygnalowe lub metaboliczne
w komorce gospodarza). Wyspy patogennosci moga
takze obejmowac geny kodujace opornos¢ na antybio-
tyki (Rys. 4) [38].

Pomimo, ze opisane dotychczas wyspy patogennosci
majg zréznicowang strukture i funkeje, posiadajg wiele
cech wspolnych, a mianowicie:

a) zawierajg jeden lub wigcej gendw wirulencji;

NIEPATOGENNA
E. coli

EPEC

Rys. 4. Przyktad ewolucji patogennych szczepéw E. coli. EHEC, enterokrwotoczne szczepy E. coli; EPEC, enteropatogenne szczepy E. coli;

UPEC, uropatogenne szczepy E. coli; LEE, wyspa patogennoéci EPEC i EHEC obejmujaca geny odpowiedzialne za zdolnos¢ szczepu do

reorganizacji aktyny i indukcji swoistych zmian histopatologicznych w komoérkach nablonka jelita; OI, O wyspa; stx, bakteriofag niosacy

gen kodujacy toksyny shiga; espC, gen kodujacy wydzielnicza proteaze E. coli, znajdujacy sie na wyspie patogennosci espC PAIL; PAI I-1V,

wyspy patogennoéci UPEC; P, plazmid; kolorem czerwonym oznaczono ruchome elementy genetyczne, obejmujace geny wirulencji; kolorem
zielonym i szarym oznaczono konserwatywne sekwencje DNA chromosomalnego i plazmidowego.
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b) wystepuja u szczepéw chorobotwdrczych, ale sa
nieobecne u niepatogennych odpowiednikéw tych
szczepow;

c) sa to elementy duze (zwykle >40 kpz; 10-200 kpz),
ktére mogg zawiera¢ mniejsze inserty (1-10kpz)
tzw. wysepki patogennosci;

d) z reguly réznia si¢ od reszty genomu zawarto$-
cig molowg par G+C, cho¢ rdznice te mogg nie
wystepowac jezeli DNA bakterii dawcy i biorcy
wykazujg identyczna lub bardzo podobna zawartos¢
zasad G+C;

e) sa oflankowane swoistymi sekwencjami DR (bezpo-
$rednimi powtoérzeniami), ktoére powstajg podczas
integracji z chromosomem na drodze rekombinacji
genetycznej;

f) zwykle sa zwiazane z konserwatywnymi ewolucyj-
nie genami tRNA, ktdre przypuszczalnie stanowig
miejsce integracji obcogatunkowego DNA;

g) czesto posiadaja geny lub kryptyczne pseudogeny
warunkujgce mobilno$¢ np. sekwencje insercyjne
(IS), transpozony, integrony lub profagi;

h) najczesciej wykazuja mozaikowsg strukture wska-
zujacg na akumulacje horyzontalnie nabywanych,
kolejnych genéw wirulencji;

i) z uwagi na zawarto$¢ licznych sekwencji insercyj-
nych, sg wzglednie niestabilne i mogg ulega¢ delecji
(31, 38, 63].

7. Podsumowanie

Plastyczno$¢ genomu bakteryjnego, a wiec zdol-
nos¢ do pozyskiwania, rearanzacji i modyfikacji
poprzez mutacje nowego materialu genetycznego od
innych mikroorganizmow jest cechg wszystkich drob-
noustrojow, a takze narzedziem ewolucji. Natezenie
zjawisk miedzy- i wewnatrzkomdrkowego transferu
informacji genetycznej z udzialem mobilnych ele-
mentéw genetycznych takich jak sekwencje inser-
cyjne, transpozony, kasety genowe integronéw, wysp
patogennosci i integracyjne elementy koniugacyjne,
jest cecha osobnicza i wydaje si¢ by¢ funkcja juz ist-
niejacego przystosowania do warunkéw zycia danego
organizmu. Drobnoustroje wysoce przystosowane do
zajmowanej okreslonej niszy lub zyjace w srodowiskach
odizolowanych wykazuja pangenom zamkniety, a pla-
styczno$¢ ich genomu wyraza sie czesto poprzez wyzby-
wanie si¢ zbednej, obcigzajacej metabolizm komorki
informacji genetycznej, a wiec poprzez tzw. ewolucje
przez redukcje. Wigkszos¢ mikroorganizmoéw cechuje
jednak pangenom otwarty. Intensywno$¢ zachodza-
cych u tych organizméw zmian genetycznych skutkuje
pojawianiem sie szczepdw bardziej wirulentnych i nie-
zmiernie zréznicowanych genetycznie nawet w obrebie
jednego gatunku.
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