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CO TO JEST PLAZMID?

U organizmów prokariotycznych (bakterii i
archeonów) podstawowa informacja gene-
tyczna zawarta jest zazwyczaj w jednej, dwuni-
ciowej koliœcie zamkniêtej cz¹steczce DNA sta-
nowi¹cej tzw. chromosom. Wielkoœæ chromo-
somu prokariotycznego mierzona liczb¹ tysiê-
cy par zasad (kb) zawiera siê w przedziale od
niespe³na 600 do blisko 10000 kb. U Escheri-

chia coli, modelowego organizmu w bada-
niach genetycznych bakterii, wartoœæ ta wyno-
si 4 700 kb, co odpowiada d³ugoœci �1400 �m.
W komórce chromosom jest upakowany w
zwart¹, lecz nieob³onion¹ strukturê okreœlan¹
mianem nukleoidu, funkcjonalnego odpo-

wiednika j¹dra (nukleus) eukariotycznego.
Oprócz chromosomu, w bardzo wielu komór-
kach bakteryjnych wystêpuj¹ dodatkowe ele-
menty genetyczne — plazmidy. Plazmidy nie s¹
niezbêdne do ¿ycia komórki, gdy¿ wszystkie
geny metabolizmu podstawowego (ang. house
keeping genes) zlokalizowane s¹ w chromoso-
mie, tym niemniej posiadanie plazmidów
znacznie zwiêksza zasób informacji genetycz-
nej gospodarza. Wielka ró¿norodnoœæ puli ge-
nów zlokalizowanych na plazmidach odgrywa
znacz¹c¹ rolê w zdolnoœciach adaptacyjnych
prokariotów i w ich ewolucji.

DEFINICJA

Plazmidy s¹ to autonomiczne, pozachromo-
somowe elementy genetyczne wystêpuj¹ce
(zwykle w postaci kolistych lub rzadziej linio-
wych cz¹steczek DNA) u bardzo wielu organi-
zmów prokariotycznych oraz u niektórych eu-
kariotów. Ich najbardziej charakterystyczn¹
cech¹ jest fizyczna odrêbnoœæ od chromosomu
gospodarza oraz zdolnoœæ do trwa³ego utrzy-
mywania siê (ang. maintenance) w komórce i
replikowania siê w niej w kontrolowany spo-
sób.

Czasem definicja plazmidu uzupe³niana
jest stwierdzeniem, ¿e plazmid nie koduje
funkcji, które by³yby niezbêdne do ¿ycia ko-
mórki (w „normalnych” warunkach). Konse-
kwencj¹ tego jest fakt, ¿e usuniêcie plazmidu z

komórki (tzw. wyleczenie, ang. curing) nie jest
letalne dla komórki gospodarza.

Mo¿na te¿ sformu³owaæ bardziej lakonicz-
na definicjê: „Plazmidy s¹ to samodzielne poza-
chromosomowe replikony”.

Termin „plazmid” zosta³ po raz pierwszy
oficjalnie zaproponowany przez profesora Jos-
hua Lederberga, pioniera badañ genetycznych
bakterii, w 1952 r. jako generyczna nazwa
wszystkich znanych w tym czasie „pozachro-
mosomowych cz¹stek genetycznych” (LEDER-
BERG 1952). Wbrew pozornej zgodnoœci z
podan¹ powy¿ej wspó³czesn¹ definicj¹, zna-
czenie terminu plazmid sformu³owane przez
Lederberga by³o znacznie szersze, gdy¿ obej-
mowa³o tak ró¿ne „cz¹stki genetyczne” jak pa-
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so¿yty, symbionty, organelle, wirusy, episomy
itp. i mia³o na celu zasygnalizowanie, ¿e j¹dro
komórkowe nie jest wy³¹cznym „magazynem”
informacji genetycznej, mo¿e ona bowiem byæ
w ró¿nej formie zlokalizowana tak¿e w cyto-
plazmie. W obecnym znaczeniu termin pla-
zmid zacz¹³ byæ u¿ywany niemal 10 lat póŸniej.
Pewne swe przemyœlenia dotycz¹ce postêpu

badañ nad plazmidami, które ju¿ w 1978 r. za-
owocowa³y powstaniem wysoce specjalistycz-
nego czasopisma „Plasmid”, a w ostatniej deka-
dzie publikowaniem rocznie oko³o 3000 prac
dotycz¹cych problematyki plazmidowej,
przedstawi³ Lederberg w rocznicowym (45 lat
od u¿ycia terminu „plasmid”) artykule
(LEDERBERG 1997).

ODKRYCIE I POCZ¥TEK BIOLOGII PLAZMIDÓW

Pierwszym czynnikiem genetycznym spe³-
niaj¹cym kryteria wspó³czesnej definicji pla-
zmidów by³ tzw. faktor F. Odkryty zosta³ on na
prze³omie lat 40. i 50. ubieg³ego wieku. pod-
czas badañ nad rekombinacj¹ u Escherichia

coli K12. Nazwa faktor F pochodzi od angiel-
skiego terminu Fertility — p³odnoœæ, gdy¿ po-
siadanie przez komórkê takiego faktora warun-
kowa³o jej p³odnoœæ, rozumian¹ jako zdolnoœæ
do jednokierunkowego przekazywania mate-
ria³u genetycznego podczas bezpoœredniego
kontaktu z inn¹ komórk¹. O istnieniu czynnika
p³odnoœci wnioskowano wtedy wy³¹cznie na
podstawie eksperymentów z zakresu klasycz-
nej analizy genetycznej. To, ¿e czynnik F zbu-
dowany jest z DNA i wystêpuje w formie wol-
nej w cytoplazmie komórki wykazano 10 lat
póŸniej. Wykorzystano tu metodê ultrawirowa-
nia w gradiencie gêstoœci chlorku cezu
(MARMUR i wspó³aut. 1961), która ujawni³a po-
jawianie siê w Serratia marcescens (której
chromosom zawiera 58% par GC), po koniuga-
cji z E. coli (F+), dodatkowej frakcji DNA o za-
wartoœci par GC = 50%, czyli charakterystycz-
nej dla DNA E. coli. Faktem, który zainicjowa³
postêp badañ nad plazmidami i przeniós³ je z
poziomu analizy pewnego rodzaju ciekawostki
naukowej do sfery badañ maj¹cych bezpoœred-
nie znaczenie dla zdrowia cz³owieka, by³o od-
krycie, ¿e czynniki genetyczne odpowiedzial-
ne za gwa³towne rozprzestrzenianie siê tzw.
wielorakiej opornoœci na antybiotyki w czasie
epidemii czerwonki w Japonii w koñcu lat 50.
ubieg³ego wieku wykazuj¹, istotne podobie-
ñstwa do czynnika F. Pierwszym opisanym pla-
zmidem z grupy plazmidów opornoœciowych
„R” (ang. Resistance), by³ plazmid NR1 (znany
tak¿e jako R100 i R222) izolowany z Shigella

flexneri strain 222/CTS, warunkuj¹cy opor-
noœæ na chloramfenikol, tetracyklinê i strepto-
mycynê (MITSUHASHI i wspó³aut. 1960). Obec-
nie, plazmidy typu R s¹ najliczniejsz¹ grup¹
spoœród wszystkich opisanych. Na pocz¹tku lat

70. zidentyfikowano pierwsze plazmidy kata-
boliczne (TOL, CAM, OCT itp.). Wczesne lata
70. to tak¿e okres, w którym z wykorzystaniem
naturalnych plazmidów, wykonano pionier-
skie eksperymenty bêd¹ce podstaw¹ rozwoju
techniki zwanej in¿ynieri¹ genetyczn¹. Pierw-
szym takim eksperymentem, przeprowadzo-
nym w Stanford University przez grupê ba-
dawcz¹ Stanleya Cohena, by³o wstawienie frag-
mentu genu koduj¹cego opornoœæ na kanamy-
cynê do ma³ego plazmidu pSC101 nios¹cego
cechê opornoœci na tetracyklinê (COHEN i
wspó³aut. 1973).

Od tego czasu badania nad plazmidami po-
toczy³y siê dwiema drogami. Pierwsza to tzw.
biologia plazmidów, a wiêc obszar badañ, w
którym plazmid jako taki stanowi przedmiot
badañ; analizowana jest struktura cz¹steczki,
wszelkie mechanizmy stanowi¹ce o jego stabil-
nym utrzymywaniu siê w populacji bakterii
(ang. maintenance functions), analiza funkcji
fenotypowych kodowanych przez geny obec-
ne w naturalnych plazmidach, mechanizmy
przekazywania plazmidów w obrêbie gatunku
oraz miêdzy gatunkami bakterii, znaczenie
tego procesu w ogólnie ujmowanym procesie
horyzontalnego transferu genów, ewolucja
plazmidów itp. Typowym przyk³adem potrak-
towania plazmidu jako fascynuj¹cego obiektu
biologicznego mo¿e byæ ksi¹¿ka Davida
Summersa, w której nie pada ani razu termin
„wektor” (SUMMERS 1996). Drugi sposób spoj-
rzenia na plazmidy to spojrzenie czysto instru-
mentalne — plazmid jako doskona³e narzêdzie
in¿ynierii genetycznej, czyli zespo³u nowocze-
snych technik biologii molekularnej umo¿li-
wiaj¹cych przeprowadzanie rekombinacji ge-
netycznej genami in vitro (lub jak okreœlaj¹ to
niektórzy: celowe manipulowanie genami in

vitro). Cz¹steczki plazmidów sta³y siê istotnie
podstaw¹ konstrukcji doskona³ych i ró¿norod-
nych wektorów do klonowania genów, jest to
prawda niepodwa¿alna, lecz niew¹tpliwie na-
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tura nie „stworzy³a” plazmidów z takim za-
mys³em. W przedstawianym czytelnikom opra-
cowaniu podejmujemy próbê zaprezentowa-

nia obu zasygnalizowanych aspektów badañ
nad plazmidami.

STRUKTURA CZ¥STECZKI PLAZMIDOWEJ

Wiêkszoœæ plazmidów to koliste cz¹steczki
dwuniciowego DNA tworz¹ce strukturê tzw.
CCC-DNA (ang. covalently closed circle), która
wykazuje negatywne superskrêcenie (wyj¹t-
kiem s¹ plazmidy izolowane z hypertermofil-
nych Archaea, u których udokumentowano po-
zytywne superskrêcenie cz¹steczek DNA pla-
zmidowego, co jak siê wydaje jest jednym z ele-
mentów ich przystosowania do funkcjonowa-
nia w temperaturach powy¿ej 100�C). Przez
wiele lat s¹dzono, ¿e wszystkie plazmidy bakte-
ryjne wystêpuj¹ w formie CCC-DNA (Ryc. 1A),
co powodowa³o, ¿e ta cecha struktury cz¹stecz-

ki plazmidu by³a (i czasem wci¹¿ jest) umiesz-
czana w jego definicji. Takiemu pogl¹dowi
sprzyja³o powszechne stosowanie do izolacji i
oczyszczania plazmidów metod preferuj¹cych
tê formê strukturaln¹ DNA (patrz nastêpny roz-
dzia³). Nie wszystkie jednak plazmidy s¹ koli-
ste, pierwsze liniowe plazmidy wykryto na
pocz¹tku lat 80. u dro¿d¿y Kluyveromyces lac-

tis, a wkrótce tak¿e u bakterii, np. u przedstawi-
cieli rodzajów Streptomyces, Borrelia, Nocar-

dia, Rhodococcus (MEINHARDT i wspó³aut.
1997). Wœród plazmidów liniowych wyró¿nia-
my dwa typy strukturalne. Pierwszy z nich, wy-

stêpuj¹cy na przyk³ad u Streptomyces, jest to
„prawdziwa” liniowa cz¹steczka dwuniciowe-
go DNA (posiadaj¹ca wolne koñce), której
cech¹ charakterystyczna jest obecnoœæ bia³ek
terminalych (TP) po³¹czonych z koñcem 5’-
³añcucha DNA (Ryc. 1B). Bia³ka te chroni¹ DNA
przed atakiem komórkowych 5’-egzonukleaz, a
czasem, podobnie jak u adenowirusów, mog¹
pe³niæ rolê startera w replikacji cz¹steczki
DNA. Wszystkie plazmidy tej grupy posiadaj¹
tak¿e d³ugie terminalne powtórzenia. Drugi
typ, zwany typem „szpilki do w³osów” (ang. ha-
irpin loop) to cz¹steczki widoczne w mikro-
skopie elektronowym jako struktury liniowe,
lecz których koñce s¹ kowalencyjnie po³¹czo-
ne. Przyk³adem mo¿e byæ 16 kb liniowy pla-
zmid z Borrelia burgdorferi (HINNEBUSCH i
BARBOUR 1991). Plazmid ten to jeden polinu-
kleotydowy ³añcuch, który jest komplementar-
ny na ca³ej swej d³ugoœci, z wyj¹tkiem krótkich
naprzeciwleg³ych odcinków, w wyniku czego
powstaj¹ jednoniciowe pêtle (Ryc. 1C)) na ko-
ñcach p³askiej liniowej dwuniciowej struktury
(st¹d nazwa „hairpin loop’). Taki plazmid po
denaturacji tworzy jedn¹ jednoniciow¹ kolist¹
cz¹steczkê.

W literaturze spotykany jest czasem termin
„plazmidy jednoniciowe”. Nale¿y wyjaœniæ, ¿e
plazmidy jednoniciowe, to nie jest kolejna na-
turalna forma strukturalna plazmidów. Termin
ten odnosi siê do poœredniej formy replikacyj-
nej wystêpuj¹cej w szlaku replikacyjnym pla-
zmidów bakterii Gram-dodatnich repli-
kuj¹cych siê wed³ug mechanizmu „tocz¹cego
siê ko³a” (ang. roling circle replication, RCR).
Przy pewnych zaburzeniach procesu replikacji
mo¿e nastêpowaæ nagromadzanie siê tych jed-
noniciowych kolistych form w komórce do ilo-
œci wykrywalnej metodami fizykochemiczny-
mi. Z kolei, widoczne czasem w preparatach
mikroskopii elektronowej lub w obrazach
elektroforetycznych, formy OC i liniowe towa-
rzysz¹ce klasycznej postaci CCC-DNA, s¹ naj-
czêœciej wynikiem przekszta³ceñ formy CCC w
wyniku zerwania (pêkniêcia) jednego lub
dwóch naprzeciwleg³ych wi¹zañ fosfodwu-
estrowych w cz¹steczce kolistej.

Co to jest plazmid? 233

A

B

C

ori
3’

3’

TP

TP

Ryc. 1. Formy strukturalne naturalnych plazmi-
dów bakteryjnych.

A — Plazmid kolisty w formie CCC-DNA (kowalentnie
zamkniêtego ko³a). B — Plazmid liniowy; TP — bia³ka
terminalne, ori — punkt startu replikacji. C — Plazmid
liniowy typu “hairpin loop”



WIELKOŒÆ

Wielkoœæ plazmidów jest bardzo zró¿nico-
wana i zawiera siê w granicach od oko³o 1000
par zasad (1 kb) do nawet oko³o 1700 kb. Naj-
mniejsze plazmidy, o wielkoœci nieznacznie
przekraczaj¹cej 1 kb, zidentyfikowano w He-

amophilus somnus, Mycoplasma sp. i Helico-

bacter pylori (kompletne sekwencje tych pla-
zmidów znajduj¹ siê w bazie danych NCBI). Z
kolei plazmidy o górnej granicy podanej wiel-
koœci, zwane megaplazmidami, zosta³y zidenty-
fikowane wœród przedstawicieli Rhizobium i
s¹ to czêsto plazmidy odpowiedzialne za pro-
ces symbiotycznego wi¹zania azotu (pSym)
przez gospodarza (BANFALVI i wspó³aut. 1981).
Wielu badaczy mianem megaplazmidów okre-
œla tak¿e plazmidy o wielkoœci poni¿ej 1 Mb
(1000 kb), nawet ju¿ plazmidy o wielkoœci 150
–200 kb (0,15–0,2 Mb), czyli po prostu bardzo
du¿e.

Dolna wartoœæ wielkoœci plazmidu wyzna-
czana jest minimaln¹ iloœci¹ informacji gene-
tycznej potrzebnej do kodowania funkcji abso-
lutnie niezbêdnych do jego powielenia (repli-
kacji), nie pozostawiaj¹c praktycznie miejsca
na kodowanie ¿adnych dodatkowych cech fe-
notypowych. W takiej sytuacji mielibyœmy do
czynienia z tzw. „prawdziwym” plazmidem
kryptycznym. Z kolei górna granica wielkoœci

plazmidu mo¿e przekraczaæ nawet wielkoœæ
chromosomów niektórych bakterii (np. chro-
mosom Mycoplasma genitalium ma 580 kb,
Helicobacter pylori 1600 kb). Sama tylko wiel-
koœæ cz¹steczki DNA nie mo¿e wiêc byæ para-
metrem rozró¿niaj¹cym pomiêdzy plazmidem
a chromosomem. Z regu³y du¿e plazmidy to te,
które nios¹ geny warunkuj¹ce z³o¿one procesy
fizjologiczne (np. zdolnoœæ do koniugacji),
skomplikowane szlaki metaboliczne (plazmidy
kataboliczne, np. pWW0) lub opornoœæ na kil-
ka antybiotyków i innych substancji antybakte-
ryjnych (np. plazmid NR1, RK2). Znaj¹c wiel-
koœæ plazmidu ³atwo jest w przybli¿eniu osza-
cowaæ ile œredniej wielkoœci bia³ek mo¿e byæ
kodowanych przez jego genom, czyli okreœliæ
tzw. teoretyczn¹ pojemnoœæ koduj¹c¹ plazmi-
du (przyjmujemy, ¿e gen koduj¹cy œredniej
wielkoœci bia³ko, �30 kDa, zajmuje 1 kb). Takie
szacunki daj¹ nam wyobra¿enie jaki procent
ca³kowitej, niesionej przez komórkê informa-
cji genetycznej, „przypada” na informacjê nie-
sion¹ przez plazmid. Wartoœæ ta dla modelowe-
go uk³adu: komórka E. coli nios¹ca plazmid F
(czyli szczep F+) wynosi �2%, ale mo¿e osi¹gaæ
wartoœci nawet do kilkudziesiêciu procent w
przypadku bardzo du¿ych lub wielokopio-
wych plazmidów.

NAZEWNICTWO

Zanim opracowano metody wykazywania
fizycznej obecnoœci DNA plazmidowego w ko-
mórkach (patrz nastêpny rozdzia³), o obecno-
œci plazmidów wnioskowano na podstawie
cech fenotypowych, jakie ich obecnoœæ nada-
wa³a komórkom gospodarza. Konsekwencj¹
tego by³o nazywanie plazmidów w oparciu o
te w³aœnie cechy. I tak, jak ju¿ wspomnia³am,
nazwa plazmidu F pochodzi od cechy p³odno-
œci (ang. fertility), która zale¿y od jego obec-
noœci w komórce E. coli. Plazmidy nios¹ce
geny opornoœci na antybiotyki, to plazmidy R.
Dla pierwszego z nich przyjêto nazwê NR1
(pierwszy plazmid R opisano w National Insti-
tute of Health w Japonii), kolejne obok ozna-
czenia R zyskiwa³y dodatkowo numery lub
symbole literowe. Plazmidy degradacyjne (ka-
taboliczne) TOL, CAM, OCT itp. oznaczono
symbolami informuj¹cymi jakie substancje s¹
degradowane pod kontrol¹ tych¿e plazmidów
(odpowiednio: TOLuen, CAMphor, OCTane).
Plazmidy odpowiedzialne za produkcjê koli-

cyn przez Escherichia coli to grupa plazmidów
Col (ColE1, ColIb, ColV itd.). W miarê lawino-
wego zwiêkszania siê liczby nowoodkrywa-
nych (a potem tak¿e konstruowanych in vi-

tro) plazmidów, tego typu nazewnictwo sta³o
siê ma³o przejrzyste i wprowadzaj¹ce szereg
nieporozumieñ. W zwi¹zku z tym zapropono-
wano standaryzacjê nazewnictwa plazmidów,
której zasady opublikowano w 1976 r.
(NOVICK i wspó³aut. 1976). Od tego czasu pla-
zmidy winny byæ oznaczane symbolami i nu-
merami, podobnie jak szczepy bakteryjne, a
wybrany symbol winien byæ poprzedzony
prefiksem „p” — od plazmid. Zwykle symbole
literowe pochodzi³y od nazwisk odkrywców. I
tak np. pBR322 — plazmid skonstruowany
przez Bolivara i Rodrigueza jako 322 plazmid
w ich kolekcji, po wprowadzeniu do niego
genu opornoœci na chloramfenikol zyska³
oznaczenie pBR325. Znany powszechnie ma³y
plazmid opornoœciowy z kolekcji Stanleya Co-
hena nosi nazwê pSC101, z kolei seria plazmi-
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dów pUB pochodzi z laboratorium University
of Bristol. Te zasady nazewnictwa plazmidów
zosta³y zaakceptowane i wesz³y do powszech-
nego u¿ycia, jednak wiele utrwalonych trady-
cj¹ nazw pozosta³o niezmienionych (F, ColE1,
RK2 itp.). Prawdopodobnie niewielu badaczy
(zw³aszcza m³odych) zajmuj¹cych siê plazmi-
dami pamiêta, ¿e w 1977 r. za³o¿ony zosta³
centralny oœrodek rejestruj¹cy i wydaj¹cy cer-
tyfikaty legalnoœci u¿ywania wybranych sym-
boli plazmidów, po ustaleniu, ¿e nie zosta³y
one dotychczas wykorzystane przez inn¹ oso-
bê. Oœrodek „The Plasmid Reference Center

(PRC)” funkcjonowa³ przy Stanford Universi-
ty, a by³ prowadzony przez ¿onê profesora Le-
derberga — Esther Lederberg. Okresowo pu-
blikowane by³y bie¿¹ce listy „Plasmid Prefix
Designations Registered by PRC” (LEDERBERG
1986). O ile wiem, zwyczaj rejestracji ozna-
czeñ plazmidów zosta³ jakiœ czas temu zarzu-
cony, dlatego przed u¿yciem wybranego
przez siebie oznaczenia plazmidu w oficjalnej
publikacji warto sprawdziæ w odpowiednich
bazach danych, czy nie powielamy u¿ytego
wczeœniej symbolu, aby unikn¹æ mog¹cych
wynikn¹æ z tego nieporozumieñ.

KLASYFIKACJA

W miarê odkrywania coraz to wiêkszej licz-
by plazmidów i opisywania niezwyk³ej ró¿no-
rodnoœci funkcji przez nie kodowanych poja-
wi³a siê naturalna w biologii potrzeba opraco-
wania systemu ich klasyfikacji. Pierwsze syste-
my klasyfikacji plazmidów oparte by³y o feno-
typy komórek gospodarza, które zale¿a³y od
obecnoœci okreœlonego plazmidu (lub grupy
plazmidów). Wyró¿niono wiêc np. plazmidy
„koniugacyjne” (plazmid F), warunkuj¹ce
opornoœæ na antybiotyki (NR1, RK2), bakterio-
cynogenne (ColE1), degradacyjne (TOL), sym-
biotyczne (pSYM) itd. Klasyfikacja taka, aczkol-
wiek dla pewnych celów u¿yteczna, ma szereg
niedogodnoœci, z których na pierwszym miej-
scu nale¿y podkreœliæ, ¿e jest to klasyfikacja nie-
wyklucz¹j¹ca (lub zachodz¹ca), gdy¿ wed³ug
niej wiele plazmidów nale¿a³oby w³¹czyæ do
dwóch lub nawet trzech grup (np. plazmidy R1
czy RK2 to plazmidy opornoœciowe, ale tak¿e
koniugacyjne). Powsta³a próba opracowania
schematu klasyfikacji opartego o cechê, która
by³aby unikatowa dla ka¿dej wyró¿nionej gru-
py. Po poznaniu zjawiska niezgodnoœci plazmi-

dów, które definiujemy jako niemo¿noœæ
wspó³istnienia dwóch plazmidów w jednej li-
nii komórkowej, tê w³aœnie cechê odzwiercie-
dlaj¹c¹ stopieñ pokrewieñstwa systemów re-
plikacyjnych plazmidów, przyjêto za podstawê
klasyfikacji. Pionierskie próby takiej klasyfika-
cji podjê³a Naomi Datta ju¿ we wczesnych la-
tach 70., a podsumowuje je praca z 1979 r.
(DATTA 1979). Wtedy system kwalifikowania
plazmidu do odpowiedniej grupy niezgodno-
œci (Inc) prowadzono metodami genetyki kla-
sycznej, co by³o procedur¹ doœæ ¿mudn¹. No-
woczesny, wprowadzony przed kilkunastu laty
system tzw. typowania replikowanego, oparty
na stwierdzaniu homologii (lub jej braku) miê-
dzy replikonami przy u¿yciu technik hybrydy-
zacji DNA, z wykorzystaniem odpowiednich
specyficznych sond molekularnych reprezen-
tuj¹cych ró¿ne grupy niezgodnoœci, pozwoli³
na znaczny postêp w klasyfikacji plazmidów.
Najpe³niejszy system tego typu klasyfikacji, wy-
ró¿niaj¹cy oko³o 30 grup niezgodnoœci, stwo-
rzono dla plazmidów z Enterobacteriaceae
(COUTURIER i wspó³aut. 1988).

METODY IDENTYFIKACJI PLAZMIDÓW

Zwiêz³e omówienie tego zagadnienia nie
jest proste, a nie jest moj¹ intencj¹ przedsta-
wianie przegl¹du technik eksperymentalnych
do tego celu wykorzystywanych. Najogólniej
mówi¹c, o obecnoœci plazmidu(ów) w komór-
ce bakteryjnej mo¿emy wnioskowaæ poœred-
nio, na podstawie cechy fenotypowej gospoda-
rza zale¿nej od potencjalnej obecnoœci plazmi-
du lub na podstawie bezpoœredniego wykaza-
nia (metodami fizykochemicznymi) obecnoœci
DNA plazmidowego w komórce. W pierwszym

przypadku d¹¿ymy do udowodnienia korelacji
pomiêdzy jak¹œ konkretn¹ w³aœciwoœci¹ fizjo-
logiczn¹ badanych bakterii a potencjaln¹ obec-
noœci¹ pozachromosomowego czynnika tê ce-
chê warunkuj¹c¹. Klasyczny przyk³ad (dziêki
któremu odkryto plazmid F, a tak¿e pierwsze
plazmidy opornoœciowe, R) to analiza kinetyki
rozprzestrzeniania siê analizowanej cechy w
populacji komórek. Cechy o plazmidowej loka-
lizacji (przy za³o¿eniu, ¿e mamy doczynienia z
plazmidem koniugacyjnym) bêd¹ rozprze-
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strzenia³y siê w populacji z czêstoœci¹ znacznie
wy¿sz¹ ni¿ cechy, których determinanty gene-
tyczne zlokalizowane s¹ w chromosomie. Inn¹
drog¹ jest poddanie hodowli komórek o intere-
suj¹cym nas fenotypie dzia³aniu czynnika usu-
waj¹cego plazmidy z komórki (ang. curing) i
poszukiwanie klonów, które utraci³y badan¹
cechê fenotypow¹. Wœród mikrobiologów œro-
dowiskowych popularna staje siê metoda iden-
tyfikacji plazmidów zwana „izolacj¹ egzo-
genn¹” (SMALLA i wspó³aut. 2000). Metoda ta
jest cenna z tego powodu, ¿e pozwala na wy-
krywanie plazmidów w bakteriach pocho-
dz¹cych z naturalnego œrodowiska bez potrze-
by otrzymania ich hodowli; mo¿na j¹ wiêc sto-
sowaæ nawet w odniesieniu do tzw. bakterii
niehodowalnych (ang. unculturable). Ograni-
czeniem metody egzogennej izolacji jest nato-
miast mo¿liwoœæ wykrywania tylko plazmidów
zdolnych do transferu koniugacyjnego i
nios¹cych przydatny do selekcji marker. Pole-
ga ona na przeprowadzeniu eksperymentu ko-
niugacji, w którym biorc¹ jest dobrze scharak-
teryzowany laboratoryjny szczep bakteryjny,
natomiast „dawca” to próbka pobrana ze œrodo-
wiska, w której mog¹ znajdowaæ siê ró¿ne bak-
terie, tak¿e takie, które nios¹ plazmid warun-
kuj¹cy cechê wykorzystywan¹ do selekcji tran-
skoniugantów. Je¿eli w wyniku takiego ekspe-
rymentu uzyskamy biorcê „wzbogaconego” o
dodatkow¹, wybran¹ cechê fenotypow¹, to
mamy podstawê do wnioskowania, ¿e
zwi¹zana jest ona z nabyciem drog¹ koniugacji
plazmidu pochodz¹cego z zewn¹trz (stad na-
zwa techniki „egzogenna”), od bli¿ej nieokre-
œlonego dawcy. Plazmid taki znajduje siê teraz
w znanym nam gospodarzu, co umo¿liwia jego
dalsz¹ analizê, otrzymanie w czystej postaci i
standardow¹ charakterystykê (patrz nastêpny
rozdzia³).

Wykrywanie plazmidów poprzez stwier-
dzenie fizycznej obecnoœci DNA plazmidowe-
go w puli totalnego DNA komórkowego nastê-
puje w kilku etapach, z których ka¿dy mo¿e byæ
realizowany wieloma sposobami. Pierwszy
etap to ³agodna liza hodowli bakteryjnej w wy-
niku której otrzymujemy tzw. surowy lizat, z
którego nastêpnie usuwamy mo¿liwie du¿o
DNA chromosomowego, aby DNA plazmido-
wy, stanowi¹cy zwykle niewielki procent
ca³kowitego DNA by³ ³atwiejszy do uwidocz-
nienia. Wiêkszoœæ obecnie stosowanych me-
tod opiera siê na klasycznej metodzie tzw. lizy
alkalicznej (BIRNBOIM i DOLY 1979), w której
krytycznym momentem jest przeprowadzenie

lizy komórek przy u¿yciu lizozymu i SDS-u przy
pH 12,5. W tym etapie nastêpuje tak¿e frag-
mentacja i denaturacja DNA chromosomowe-
go, podczas gdy znacznie mniejsze cz¹steczki
DNA plazmidowego zachowuj¹ sw¹ strukturê i
po zwirowaniu masy DNA chromosomowego i
pozosta³ych elementów wielkocz¹steczko-
wych mog¹ byæ odzyskane z supernatantu. Po-
wszechnie stosowana do celów identyfikacyj-
nych jest wersja powy¿szej metody zwana po-
tocznie „mini-liz¹ alkaliczn¹”. Analizujemy wte-
dy niewielk¹ objêtoœæ hodowli (1,5 ml), a anali-
zê lizatu, po wstêpnym oczyszczeniu, prowa-
dzimy metod¹ elektroforezy w ¿elu agarozo-
wym, która pozwala nam uwidoczniæ obecne
w lizacie plazmidy, a tak¿e okreœliæ ich liczbê i
przybli¿on¹ wielkoœæ (Ryc. 2). G³ównym ogra-
niczeniem tej metody jest jej przydatnoœæ do

identyfikacji jedynie niezbyt du¿ych plazmi-
dów kolistych (takich jednak jest wiêkszoœæ).
Du¿e plazmidy (ponad 100 kb) mog¹ nie byæ w
tych warunkach wykrywane, gdy¿ podczas
preparatyki ulegaj¹ ³atwo mechanicznemu
uszkodzeniu, a ich DNA przechodzi do frakcji
DNA liniowego. Identyfikacja du¿ych plazmi-
dów mo¿liwa jest przy zastosowaniu metod, w
których liza komórek przeprowadzana jest bez-
poœrednio w ¿elu agarozowym, co minimalizu-
je niekontrolowane uszkadzanie ich cz¹ste-
czek (ECKHARDT 1978) lub przy zastosowaniu
analizy elektoroforetycznej typu PFGE (ang.
pulsed field gel electrophoresis), przystosowa-
nej do analizy du¿ych cz¹steczek DNA. Tak¿e
plazmidy liniowe nie s¹ w warunkach lizy alka-
licznej wykrywane, gdy¿ ulegaj¹, podobnie jak
liniowe fragmenty chromosomu, nieodwracal-
nej denaturacji. W przypadku plazmidów linio-

236 MIROS£AWA W£ODARCZYK

Ryc. 2 .Wyniki analizy elektroforetycznej w ¿elu
agarozowym lizatów kilku szczepów bakterii
nios¹cych plazmidy ró¿nej wielkoœci



wych wymagane jest przeprowadzanie prepa-
ratyki w warunkach neutralnych (niedenatu-
ruj¹cych).

Opisana metoda pozwala identyfikowaæ ta-
k¿e plazmidy kryptyczne, czyli takie, które nie
nios¹ innych, poza zdolnoœci¹ do w³asnej repli-
kacji, rozpoznanych cech fenotypowych.
Obecnie wiele firm biotechnologicznych ofe-

ruje gotowe zestawy do izolacji DNA plazmido-
wego; zwykle opieraj¹ siê one na klasycznej
metodzie lizy alkalicznej, lecz dziêki zastoso-
waniu ró¿nego typu u³atwieñ technicznych,
znacznie upraszczaj¹ i przyspieszaj¹ procedu-
rê, a tak¿e dostarczaj¹ preparat DNA plazmido-
wego o wysokim stopniu czystoœci.

PREPARATYWNA IZOLACJA DNA PLAZMIDOWEGO I SCHEMAT STANDARDOWEJ
CHARAKTERYSTYKI PLAZMIDU

Techniki s³u¿¹ce do wykrycia plazmidu w
bakteriach poprzez wykazanie fizycznej obec-
noœci jego DNA w komórkach gospodarza
mog¹ byæ wykorzystane tak¿e do preparatyki
DNA plazmidowego. Aby jednak preparat taki
charakteryzowa³ siê stopniem czystoœci odpo-
wiednim do przeprowadzania jego dalszej cha-
rakterystyki molekularnej, nale¿y zastosowaæ
procedury usuwaj¹ce z preparatu pozosta³oœci
DNA chromosomowego, towarzysz¹ce bia³ka,
RNA, potencjalne inhibitory reakcji enzyma-
tycznych itp. Technik¹ powszechnie stoso-
wan¹ do otrzymywania du¿ych iloœci czystego
DNA plazmidowego by³a przez lata procedura
ultrawirowania w gradiencie gêstoœci chlorku
cezu z bromkiem etydyny, w której separacja
DNA plazmidowego od chromosomowego
opiera siê na zró¿nicowanym stopniu inkorpo-
racji bromu etydyny (CsCl+EtBr) przez koliste
plazmidowe formy, formy OC i liniowe chro-
mosomowe (po celowej fragmentacji natyw-
nych chromosomów) cz¹steczki DNA, co pro-
wadzi do zró¿nicowania ich gêstoœci p³awnej
umo¿liwiaj¹cej rozdzia³ w gradiencie (Ryc. 3).
Obecnie, opisana technika ultrawirowania
jako doœæ pracoch³onna, d³ugotrwa³a i droga,
ustêpuje w popularnoœci stosowania korzysta-
niu z licznych komercyjnych zestawów do
oczyszczania DNA.

Niezale¿nie od wybranej metody oczysz-
czania DNA plazmidowego nale¿y uwzglêdniæ
fakt, ¿e je¿eli chcemy otrzymaæ czysty preparat
DNA jednego tylko plazmidu musimy byæ pew-
ni, ¿e materia³ (klon bakterii) u¿yty do prepara-
tyki DNA zawiera tylko ten jeden plazmid. Gdy
wstêpna analiza (np. obraz elektoforetyczny li-
zatu) wskazuje na obecnoœæ wiêcej ni¿ jednego
plazmidu, nale¿y ka¿dy z nich (lub ten nas inte-
resuj¹cy) przenieœæ z naturalnego gospodarza
(odpowiednimi metodami, których omawia-
nie przekracza zakres tego opracowania) do
wybranego szczepu bezplazmidowego i taki
klon u¿yæ do preparatyki DNA interesuj¹cego

nas plazmidu. Szczególnie trudne jest otrzyma-
nie czystego preparatu DNA plazmidów linio-
wych; jedna z mo¿liwoœci to reizolacja takiego
plazmidu z odpowiedniego pr¹¿ka DNA uwi-
docznionego w ¿elu agarozowym po elektrofo-
rezie.

Dysponuj¹c czystym preparatem DNA pla-
zmidowego mo¿emy zaplanowaæ zgodn¹ z na-
szymi potrzebami jego dalsz¹ charakterystykê.
Jest jednak kilka elementów charakterystyki,

których przeprowadzenie zalecane jest w stan-
dardowej analizie ka¿dego plazmidu.

WIELKOŒÆ PLAZMIDU

Okreœliæ j¹ mo¿emy poprzez: (i) porówna-
nie tempa migracji w ¿elu agarozowym natural-
nej formy badanego plazmidu z tempem migra-
cji wzorcowych plazmidów o znanej wielkoœci,
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liniowe cz¹steczki
DNA

CCC DNA

OC DNA

Przed wirowaniem Po wirowaniu

RNA

Ryc. 3. Oczyszczanie DNA plazmidowego metod¹
ultrawirowania w gradiencie chlorku cezu z
bromkiem etydyny.

Próbka przed wirowaniem zawiera mieszaninê ró¿-
nych form DNA, resztki RNA i bia³ek w roztworze
CsCl+EtBr. Po wirowaniu (typowe warunki: 48 godz.,
40 tys. obr/min) nastêpuje rozdzielenie formy
CCC-DNA od pozosta³ych



(ii) zsumowanie wielkoœci liniowych fragmen-
tów restrykcyjnych otrzymanych po trawieniu
DNA plazmidu jednym lub kilkoma enzymami
restrykcyjnymi, (iii) zmierzenie tzw. d³ugoœci
konturowej plazmidu z u¿yciem mikroskopii
elektronowej i przyrównanie do obecnej w
tym samym preparacie cz¹steczki DNA o zna-
nej d³ugoœci, (iv) zsekwencjonowanie ca³ej
cz¹steczki DNA plazmidu. Ostatni¹ metod¹
uzyskujemy najdok³adniejszy wynik, jednak
niezbyt czêsto kompletne sekwencjonowanie
jest uzasadnione na etapie wstêpnej charakte-
rystyki plazmidu.

ANALIZA RESTRYKCYJNA

Przeprowadzaj¹c analizê restrykcyjn¹ DNA
plazmidowego z wykorzystaniem kilku enzy-
mów restrykcyjnych mo¿emy skonstruowaæ
mapê restrykcyjn¹, bêd¹c¹ unikatowym opi-
sem tego¿ plazmidu. Mapa taka jest niezmier-
nie przydatna w planowaniu bardziej szcze-
gó³owej analizy molekularnej plazmidu (np. w
identyfikacji modu³ów strukturalnych i funk-
cjonalnych).

TYPOWANIE REPLIKONOWE

Dziêki wykorzystaniu techniki hybrydyza-
cji z charakterystycznymi dla ró¿nych grup nie-
zgodnoœciowych znakowanymi sondami repli-
konowymi mo¿emy potwierdziæ lub wyklu-
czyæ przynale¿noœæ badanego plazmidu do
okreœlonej grupy niezgodnoœci (Inc), otrzy-
muj¹c jednoczeœnie cenne informacje do-
tycz¹ce typu jego systemu replikacyjnego.

IDENTYFIKACJA MINIMALNEGO REPLIKONU

Celem takiej analizy jest zidentyfikowanie
najmniejszego fragmentu badanego plazmidu,
który niesie minimaln¹, lecz wystarczaj¹c¹ do
samodzielnej replikacji iloœæ informacji gene-
tycznej. Po trawieniu DNA plazmidu enzy-
mem/enzymami restrykcyjnymi i ligacji z wy-
branym markerem selekcyjnym przeprowa-
dzamy transformacjê odpowiedniego gospo-
darza i selekcjonujemy klony oporne na wybra-
ny czynnik selekcyjny (THOMAS 1987). Z regu³y
plazmidowy minimalny replikon (nawet po-
chodz¹cy z du¿ego plazmidu) stanowi frag-

ment genomu plazmidowego o wielkoœci
oko³o 3 kb. Zidentyfikowany minimalny repli-
kon jest doskona³ym materia³em do analizy sys-
temu replikacyjnego plazmidu.

LICZBA KOPII

Ka¿dy plazmid, w swoim naturalnym go-
spodarzu, wystêpuje w okreœlonej, charaktery-
stycznej dla siebie liczbie kopii. Mówimy o pla-
zmidach (a) jednokopiowych (np. plazmid F),
kiedy to na komórkê, a precyzyjnie mówi¹c na
jeden ekwiwalent chromosomu przypada jed-
na cz¹steczka plazmidu, (b) niskokopiowych,
gdy liczba kopii plazmidu okreœlana w analo-
giczny sposób wynosi 3–8 cz¹steczek (np.
pSC101) lub (c) wysoko(wielo)kopiowych
(np. ColE1), dla którego typowa liczba kopii
wynosi 15–20, lub R6K z liczb¹ kopii oko³o 30.
Plazmid w innym gospodarzu mo¿e wystêpo-
waæ w innej liczbie kopii, a ponadto w warun-
kach laboratoryjnych jesteœmy w stanie zabu-
rzaæ systemy reguluj¹ce replikacjê chromoso-
mu i plazmidu doprowadzaj¹c do nagromadze-
nia siê w komórce nawet kilkuset kopii plazmi-
du (np. amplifikacja plazmidów typu ColE1 po-
przez hodowanie gospodarza w obecnoœci
chloramfenikolu lub spektynomycyny). Celo-
wo zwiêkszana jest te¿ „kopijnoœæ” niektórych
wektorów plazmidowych, co ma znaczenie
przy maksymalizacji odzyskania iloœci klono-
wanego w takim wektorze egzogennego DNA.
Metod okreœlania liczby kopii plazmidu w ko-
mórce jest wiele, ich opisywanie przekracza za-
planowane ramy tego opracowania, zwracam
jedynie uwagê, ¿e jest to wa¿na cecha charakte-
ryzuj¹ca ka¿dy plazmid.

ZAKRES GOSPODARZA

Okreœlony plazmid charakteryzuje siê typo-
wym dla siebie zakresem gospodarza (ang. host
range). Plazmid o w¹skim zakresie gospodarza
mo¿e funkcjonowaæ tylko w swoim natural-
nym gospodarzu lub filogenetycznie bliskich
mu bakteriach. Na przyk³ad plazmid ColE1 i se-
ria plazmidów o analogicznym systemie repli-
kacyjnym, w tym popularne wektory, np.
pBR3222 lub seria pUC, mog¹ replikowaæ siê
tylko w ró¿nych szczepach Escherichia coli.
Inne plazmidy mog¹ funkcjonowaæ w wielu
ró¿nych, czasem bardzo odleg³ych filogene-
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tycznie gatunkach i wtedy nazywamy je plazmi-
dami o szerokim zakresie gospodarza.
(THOMAS 1989). Podstawy molekularne tego
procesu s¹ z³o¿one, nie do koñca poznane i ich
dyskusja przekracza ramy tego rozdzia³u (zain-
teresowanych odsy³am do artyku³u I. KO-
NIECZNEGO, w tym zeszycie KOSMOSU). Ogól-
nie mówi¹c problem zakresu gospodarza
wi¹¿e siê z typem systemu replikacyjnego, a
g³ównie ze stopniem jego uzale¿nienia od
uczestnicz¹cych w replikacji lub jej regulacji
czynników bakteryjnych i sposobami „komuni-
kowania siê” systemu replikacyjnego plazmidu
z aparatem replikacyjnym gospodarza. Dyspo-
nuj¹c preparatem DNA plazmidowego
mo¿emy wprowadzaj¹c go (np. poprzez elek-
troporacjê) do ró¿nych szczepów bakteryj-
nych i potwierdzaj¹c jego stabilne w nich funk-
cjonowanie, okreœliæ zakres gospodarza.

ZDOLNOŒÆ DO TRANSFERU KONIUGACYJNEGO

Wiele plazmidów wykazuje zdolnoœæ do
przekazywania swego DNA do komórek bez-
plazmidowych w drodze bezpoœredniego z
nimi kontaktu. Gdy plazmid niesie komplet ge-
nów potrzebny do wytworzenia kontaktu z ko-
mórk¹ biorcy i przekazania do niej DNA, klasy-
fikujemy go jako plazmid koniugacyjny (Tra+).
Wyró¿niamy te¿ plazmidy, zwane mobilizowal-
nymi (Tra– Mob+), które transferu swego DNA
do komórki biorcy mog¹ dokonaæ jedynie przy
wspó³udziale dodatkowego plazmidu (tzw.
mobilizuj¹cego), gdy¿ nie dysponuj¹ w³asnym
mechanizmem prowadz¹cym do wytworzenia
kontaktu komórek. Okreœlenie zdolnoœci ko-
niugacyjnych plazmidu mo¿e byæ dokonane w
klasycznym eksperymencie genetycznym lub
poprzez odnalezienie w jego genomie sekwen-
cji homologicznych z elementami innych syste-
mów koniugacyjnych. I znów, nie podejmujê
w tym miejscu analizy mechanizmów procesu
koniugacji bakteryjnej. Zwracam jednak uwa-
gê, ¿e poza ma³o popularnym systemem koniu-
gacji z udzia³em transpozonów koniugacyj-
nych, zawsze elementem odpowiedzialnym za
proces koniugacji bakteryjnej jest obecny w
komórce dawcy plazmid. Jest to prawdziwe za-
równo w systemie z udzia³em pilusów p³cio-
wych (np. modelowy uk³ad E.coli/plazmid F),
jak i koniugacji tzw. feromonowej (spotykanej
g³ównie u bakterii Gram-dodatnich). Zaintere-

sowanych odsy³am do monografii „Bacterial
Conjugation” (CLEWELL 1993).

NIEZGODNOŒÆ

Problem wykorzystania zjawiska niezgod-
noœci (ang. incompatibility) w tak wa¿nym pro-
cesie jak nowoczesna klasyfikacja plazmidów, o
którym mówiono wczeœniej, jednoznacznie
wskazuje na wa¿noœæ tego zjawiska w biologii
plazmidów. Zaklasyfikowanie plazmidu do od-
powiedniej grupy niezgodnoœci to wa¿ny ele-
ment jego charakterystyki. Zjawisko to rzutuje
na czêsto spotykany obraz obecnoœci w jednej
komórce bakteryjnej wiêcej ni¿ jednego rodza-
ju plazmidu. W skrajnych przypadkach wykaza-
no w jednej komórce obecnoœæ kilkunastu ró¿-
nych plazmidów, np. u Borrelia burgdorferi

(FRASER i wspó³aut. 1997).

FUNKCJE KODOWANE PRZEZ PLAZMIDOWY DNA

Mimo, ¿e wymieniony na ostatnim miejscu,
jest to temat niezwykle wa¿ny i wzbudzaj¹cy bar-
dzo du¿e zainteresowanie „plazmidologów”, a
chyba jeszcze wiêksze ludzi spoza grona œcis³ych
specjalistów. Ró¿norodnoœæ bakteryjnych cech
fenotypowych zale¿nych od obecnoœci w ich ko-
mórkach plazmidów jest zadziwiaj¹ca. Temato-
wi temu poœwiêcony jest kolejny artyku³ M.
W£ODARCZYK w tym numerze KOSMOSU, dlate-
go teraz nie bêdzie on rozwijany. Wœród plazmi-
dowo kodowanych cech s¹ takie, które wydaj¹
siê mieæ oczywiste korzystne znaczenie dla bak-
terii nios¹cych dany plazmid (mo¿liwoœæ wzro-
stu w obecnoœci antybiotyków i ró¿nych sub-
stancji toksycznych) oraz takie, których znacze-
nie jest mniej oczywiste (produkcja bakteriocyn,
niektóre w³aœciwoœci zwi¹zane z patogenno-
œci¹). Wiele cech bakterii kodowanych przez
geny plazmidowe ma negatywne (znów œwiet-
nym przyk³adem jest zale¿na od plazmidów leko-
opornoœæ bakterii chorobotwórczych) lub pozy-
tywne (wykorzystanie bakterii nios¹cych plazmi-
dy degradacyjne w bioremediacji) „prze³o¿enie”
na znaczenie dla cz³owieka — jest to jednym z ele-
mentów motywacji do lepszego poznania tej
ogromnej przecie¿ puli materia³u genetycznego,
aby minimalizowaæ niekorzystne oddzia³ywanie
na nasze ¿ycie, a coraz doskonalej wykorzysty-
waæ jej pozytywne aspekty.

Co to jest plazmid? 239



WHAT IS A PLASMID?

S U M M A R Y

The paper constitutes a general introduction to
the biology and application of bacterial plasmids. The
current definition of a plasmid is given as well as his-
torical background of the discovery of plasmids and
early plasmid research. Plasmid structure and size
range are presented. The rules recommended for

proper plasmid naming and classification are given.
The methods of plasmid identification in bacterial
cells and its isolation in the form of purified DNA
preparations are summarized, followed by the scheme
of a typical procedure for plasmid characterization.
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