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REPLIKACJA PLAZMIDÓW

WSTÊP

Plazmidy to cz¹steczki kwasu nukleinowe-
go zdolne do niezale¿nego dziedziczenia w ko-
mórce. Mo¿na je traktowaæ jako wewn¹trzko-
mórkowe paso¿yty lub symbionty (jako ¿e cza-
sem nios¹ geny nadaj¹ce komórkom korzystny,
przynajmniej w pewnych warunkach, feno-
typ). W przeciwieñstwie do plazmidów, inne
poso¿yty wewn¹trzkomórkowe — wirusy — re-
plikuj¹ siê podczas rozwoju litycznego w spo-
sób w zasadzie niekontrolowany. Genomy wi-
rusowe charakteryzuje te¿ wiêksza „inwazyj-
noœæ”, dziêki rekrutacji genów umo¿li-
wiaj¹cych nie tylko wydajn¹ replikacjê, ale te¿
wyjœcie z komórki gospodarza, ochronê mate-
ria³u genetycznego poza komórk¹ i wreszcie
wnikniêcie do innej komórki.

Materia³ genetyczny wirusów i plazmidów
zdolny jest czasem do integracji do genomu go-
spodarza. Wówczas plazmidowe czy wirusowe
geny s¹ powielane i przekazywane komórkom
potomnym ³¹cznie z DNA chromosomalnym.
Integracja do genomu gospodarza jest imma-
nentn¹ cech¹ w³aœciw¹ transpozonom: ele-
mentom genetycznym zdolnym do zmiany
swojej lokalizacji w genomie. Mo¿na powie-
dziec, ¿e transpozony ró¿ni¹ siê od plazmidów
tym, ¿e nie s¹ zdolne do niezale¿nej replikacji
w komórce — musz¹ stanowiæ czêœæ innego re-
plikonu, by ulec powieleniu. Ten opis jednak
nie do koñca odpowiada prawdzie. Otó¿ nie-
które transpozony istotnie fizycznie zmieniaj¹

lokalizacjê w genomie z miejsca donorowego
na akceptorowe. Jednak istniej¹ te¿ transpozo-
ny, których transpozycja jest replikacyjna —
tzn. po jej zajœciu transpozon obecny jest za-
równo w miejscu donorowym, jak i akceptoro-
wym. Istniej¹ te¿ transpozony nios¹ce sekwen-
cje pozwalaj¹ce na zajœcie innego specyficzne-
go rodzaju replikacji, replikacji koniugacyjnej.
Takie elementy genetyczne — transpozony ko-
niugacyjne (SALYERS i wspó³aut. 1995) oraz
constiny (HOCHHUT i wspó³aut. 2000) — po-
dobnie jak plazmidy koniugacyjne zdolne s¹ do
przejœcia z jednej komórki do drugiej na dro-
dze koniugacji. Intermediatem w tym procesie
jest koliœcie zamkniêta cz¹steczka transpozo-
nu. Transferowi koniugacyjnemu towarzyszy
replikacja, specyficzna o tyle, ¿e potomne
cz¹steczki DNA znajduj¹ siê w dwóch ró¿nych
komórkach.

Koniugacja, obok transformacji i transduk-
cji, jest jednym z procesów parap³ciowych, na
drodze których mo¿e dochodziæ do horyzon-
talnego transferu genów chromosomalnych.
Zwi¹zanie w wyniku rekombinacji genu chro-
mosomalnego z niezale¿nym elementem gene-
tycznym (plazmidem, wirusem, transpozo-
nem), pozwala na przejœcie takiego genu z jed-
nej komórki do drugiej. Zwi¹zanie genu chro-
mosomalnego z plazmidem mo¿e te¿ mieæ inne
konsekwencje: jeœli kopia chromosomalna zo-
stanie utracona, wtedy plazmid mo¿e staæ siê
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obligatoryjnym symbiontem, a granica miêdzy
plazmidem a dodatkowym chromosomem
mo¿e byæ arbitralna. Czasem nale¿a³oby mówiæ
o chromosomie pierwszorzêdowym — tym,
który zawiera wiêkszoœæ niezbêdnych komór-
ce genów — i o chromosomach drugorzêdo-
wych. Istniej¹ gatunki bakterii, które na takich
chromosomach drugorzêdowych nios¹ geny
koduj¹ce rRNA czy enzymy podstawowe dla
metabolizmu komórki (KOLSTO 1997).

Mechanizmy molekularne replikacji wielu
plazmidów wykazuj¹ du¿e podobieñstwo do
mechanizmów wykorzystywanych przez wiru-
sy. Niewykluczone jest pochodzenie przynajm-
niej niektórych plazmidów od wirusów na dro-
dze utraty genów warunkuj¹cych wysok¹ in-
wazyjnoœæ, a z drugiej strony — pozyskania ge-
nów zapewniaj¹cych tak¹ regulacjê replikacji,
¿eby powielenie plazmidowego DNA nie sta³o
siê nadmiernym obci¹¿eniem metabolicznym
dla gospodarza. Mo¿na sobie wyobraziæ te¿ od-
wrotny kierunek rozwoju — od niezale¿nie re-
plikuj¹cego fragementu genomu do wysoce in-
wazyjnego paso¿yta. Koegzystencja kilku repli-
konów (wirusowych, plazmidowych, chromo-
somalnych) w jednej komórce stwarza mo¿li-
woœæ rekrutacji — na drodze rekombinacji — ge-
nów replikacyjnych jednych replikonów przez
drugie. Mo¿na spekulowaæ nawet o rekrutacji
pewnych genów replikacyjnych pozochromo-
somalnych elementów genetycznych do ma-
szynerii replikacyjnej chromosomu (WRÓBEL i
WÊGRZYN 2002).

Wysoka liczba kopii cz¹steczek o ma³ych
rozmiarach mo¿e nie stanowiæ istotnego
obci¹¿enia metabolicznego dla komórki. Du¿e
rozmiary niektórych plazmidów s¹ konse-
kwencja pozyskiwania genów, które mog¹ w
pewnych warunkach daæ gospodarzowi ko-
rzystny fenotyp, a tak¿e genów zapew-
niaj¹cych stabilne przekazywanie do komórek
potomnych oraz systemów zapewniaj¹cych eli-
minacje z populacji komórek potomnych po-
zbawionych plazmidu. Im jednak wiêkszy roz-
miar plazmidu, tym wiêksza presja selekcyjna
do utrzymania niskiej liczby kopii i do jej œcis³ej
regulacji.

Obecnoœæ identycznych cz¹steczek kwa-
sów nukleinowych w jednej komórce mo¿e

prowadziæ do ich rekombinacji i powstania
cz¹steczek multimerycznych. Mutlimery mog¹
te¿ byæ skutkiem samego procesu replikacji.
Dla zapewnienia stabilnego dziedziczenia
cz¹steczek plazmidów konieczne jest zatem
pozyskanie przez nie genów pozwalaj¹cych na
rozdzielenie mutlimerów.

Propagacji plazmidu sprzyja pozyskanie ge-
nów koniugacyjnych promuj¹cych zetkniêcie
siê komórek i koduj¹cych bia³ka uczestnicz¹ce
w transferze DNA, a przede wszystkim obec-
noœæ na danej cz¹steczce plazmidu specyficznej
sekwencji pozwalaj¹cej na mobilizacjê. Jeœli
tak¹ sekwencjê niesie cz¹steczka ma³ego pla-
zmidu, mo¿e dojœæ do jej transferu z wykorzysta-
niem produktów genów koniugacyjnych inne-
go plazmidu obecnego w tej samej komórce.

Jakie s¹ konsekwencje istnienia dwóch ten-
dencji: do pozyskiwania nowych funkcji i do
minimalizowania obci¹¿enia metabolicznego?
O ile mo¿na sobie pozwoliæ na jak¹œ generaliza-
cjê, wiêksz¹ szansê sukcesu ewolucyjnego
maj¹ albo ma³e cz¹steczki (które mog¹ mieæ
wysok¹ liczbê kopii), albo du¿e cz¹steczki o ni-
skiej liczbie kopii. Cz¹steczki ma³e bêd¹ nios³y
g³ównie geny zapewniaj¹cych ich regulowan¹
replikacjê (liczba kopii nie mo¿e byæ zbyt
du¿a), a przy tym ma³o genów „dodatkowych”:
genów, które mo¿na usun¹æ z plazmidu bez
zniszczenia jego zdolnoœci do niezale¿nego
dziedziczenia w komórce. Istniej¹ wrêcz ma³e
plazmidy, które wydaj¹ siê nie nieœæ ¿adnych
genów poza replikacyjnymi. Oczywiœcie, geny
„dodatkowe” w naturalnym œrodkowisku mog¹
byæ niezbêdne dla utrzymania plazmidu w po-
pulacji komórek w d³u¿szej perspektywie, a za-
tem do jego „prze¿ycia” w szerszym sensie.

Niektóre plazmidy zdolne s¹ na drodze ko-
niugacji przechodziæ miêdzy doœæ odleg³ymi
systematycznie gospodarzami i do wykorzysta-
nia w replikacji enzymów bardzo daleko spo-
krewnionych gatunków bakterii. Bywa, ¿e
du¿e plazmidy nios¹ kilka sekwencji, w któ-
rych mo¿e dojœæ do rozpoczêcia syntezy cz¹ste-
czek potomnych (origin replikacji, ori). W
przypadku niektórych plazmidów o szerokim
spektrum gospodarzy ró¿ne origin mog¹ byæ
wykorzystywane w komórkach ró¿nych gatun-
ków (DEL SOLAR i wspó³aut. 1996).

PLAZMIDY W KOMÓRACH EUKARIOTYCZNYCH

Mo¿liwoœæ modyfikacji budowy plazmi-
dów z u¿yciem technik in¿ynierii genetycznej

oraz modyfikacji genotypu bakterii technikami
genetyki molekularnej pozwoli³a bardzo
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dog³êbnie zbadaæ molekularne mechanizmy
replikacji i regulacji liczby kopii wielu plazmi-
dów bakteryjnych. Sporo wiadomo równie¿ o
mechanizmach replikacji plazmidów DNA wy-
stêpuj¹cych u grzybów, szczególnie u dro¿d¿y.
O wiele mniej wiadomo o plazmidach innego
prostego eukariotycznego organizmu modelo-
wego — œluzowca Dictyostelium discoideum.

Wiele szczepów grzybów, w tym dro¿dzy, a
tak¿e wiele gatunków roœlin niesie równie¿ w
komórkach replikony RNA, które przekazywa-
ne s¹ komórkom potomnym. Wydaje siê, ¿e w
wielu przypadkach s¹ to „oswojone” genomy
wirusów RNA (ZHANG i BROWN 1993,
MORIYAMA i wspó³aut. 1995, RODRIGUEZ-CO-
USINO i wspó³aut. 1998, GIBBS i wspó³aut.
2000), które utraci³y zdolnoœæ do przetrwania
poza komórk¹. To samo byæ mo¿e dotyczy wie-
lu cytoplazmatycznych i mitochondrialnych
plazmidów DNA grzybów (KEMPKEN i
wspó³aut. 1992). Choæ mo¿e liczba kopii tych
„oswojonych” wirusów w komórce nie jest
œciœle regulowana, nie stanowi¹ one na tyle
wielkiego obci¹¿enia metablicznego dla go-
spodarza, by mog³y zostaæ ³atwo wyeliminowa-
ne, mimo ¿e nie wydaj¹ siê nieœæ ¿adnej funkcji
korzystnej dla gospodarza. W przypadku bakte-
rii niska stabilnoœæ RNA w komórkach byæ
mo¿e uniemo¿liwia takie „oswojenie” bakteryj-
nych wirusów RNA.

Pozachromosomalne DNA w komórkach
eukariotycznych mo¿e te¿ byæ wynikiem „usa-
modzielnienia siê” fragmentu DNA mitochon-
drialnego (SINCLAIR i wspó³aut. 1998) czy chro-
mosomalnego. W komórkach wielu gatunków
prostych eukariontów stwierdzono wystêpo-
wanie plazmidów nios¹cych geny dla ryboso-

malnego RNA. W przypadku œluzowca D. disco-

ideum i Physarum polycepalum, wszystkie
geny rRNA niesione s¹ na wielkich liniowych
plazmidach; u Entamoeba histolytica wszyst-
kie geny rRNA znajduj¹ siê na kolistej cz¹stecz-
ce DNA (DHAR i wspó³aut. 1996). By podaæ
jeszcze dwa przyk³ady, ameby z rodzaju Naegle-

ria nios¹ geny rRNA na kilku kolistych
cz¹steczkach, a u patogennego grzyba Candi-

da albicans wystêpuj¹ zarówno liniowe, jak i
koliste plazmidy nios¹ce geny rRNA (HUBER i
RUSTCHENKO 2001).

Rejony pozwalaj¹ce na replikacjê dot¹d
zbadanych „plazmidów rDNA” zbli¿one s¹ w
budowie do sekwencji replikacyjnych wystê-
puj¹cych na chromosomalnym DNA. W przy-
padku kilku gatunków tworzenie siê tych poza-
chromosomalnych elementów genetycznych
zaobserwowano de novo. Wydaje siê, ¿e w
pewnych warunkach œrodowiskowych czy roz-
wojowych mo¿e byæ korzystna mo¿liwoœæ
zwiêkszenia liczby genów dla rRNA (SINCLAIR i
wspó³aut. 1998) przez zwiêkszenie liczby ko-
pii nios¹cych je pozachromosomalnych ele-
mentów genetycznych. Co interesuj¹ce, u dro-
¿dzy zwiêkszenie liczby kopii takich „plazmi-
dów rDNA” jest zwi¹zane ze starzeniem siê ko-
mórek (SINCLAIR i wspó³aut. 1998, ROTHSTEIN i
GANGLOFF 1999). Ogólnie, u grzybów akumu-
lacja pozachromosomalnego kolistego DNA
wydaje siê przynosiæ efekty podobne do starze-
nia siê komórek. Trudno jeszcze powiedzieæ,
czy to zjawisko dotyczy innych eukariontów
(w tym ssaków), w komórkach których rów-
nie¿ obserwujê siê wystêpowanie takich
cz¹steczek (SINCLAIR i wspó³aut. 1998).

REPLIKACJA DNA

Do inicjacji replikacji DNA konieczne jest
po pierwsze utworzenie grupy 3’OH, która bê-
dzie mog³a byæ wykorzystywana przez replika-
cyjn¹ polimerazê DNA do rozpoczêcia syntezy
nici potomnej, a po drugie — dostarczenie apa-
ratu enzymatycznego niezbêdnego do zajœcia
reakcji polimeryzacji do miejsca rozpoczêcia
syntezy (origin replikacji).

U¿ywane w replikacji polimerazy DNA nie
s¹ w stanie rozpocz¹æ syntezy kwasu deoksynu-
kleinowego z u¿yciem wy³¹cznie wolnych nu-
kleotydów. Replikacyjne polimerazy DNA s¹
zdolne natomiast do³¹czaæ kolejne nukleotydy
do wolnej grupy hydroksylowej. Taka grupa

mo¿e pochodziæ z odcinka RNA (primera, star-
tera) zsyntetyzowanego przez polimerazê RNA
na nici matrycowej DNA, czy powstaæ po prze-
ciêciu jednej z nici dwuniciowego DNA. Ist-
niej¹ równie¿ polimerazy DNA, które s¹ w sta-
nie wykorzystaæ do rozpoczêcia syntezy DNA
woln¹ grupê OH seryny lub treoniny terminal-
nego bia³ka starterowego. Ten ostatni mecha-
nizm wykorzystywany jest w replikacji linio-
wych cz¹steczek DNA niektórych wirusów i
plazmidów oraz w replikacji koñców linio-
wych chromosomów niektórych bakterii
(HINNEBUSCH i TILLY 1993, VOLFF i ALTEM-
BUCHNER 2000).
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„Problem koñców” jest podstawowy dla re-
plikacji liniowych cz¹steczek DNA. Jeœli repli-
kacja odbywa siê z u¿yciem starterów RNA, to
nawet gdyby zosta³y utworzone na samych
koñcach chromosomów, nie ma mo¿liwoœci
zsyntetyzowaæ kopii DNA tego fragmentu ma-
trycy, do którego jest komplementarny primer.
W rezultacie w kolejnych rundach replikacji li-
niowe chromosomy replikuj¹ce siê w ten spo-
sób ulegaj¹ skróceniu. W komórkach eukario-
tycznych obecnoœæ telomerazy, enzymu
przed³u¿aj¹cego koñce chromosomów, zapo-
biega ich skracaniu siê przy kolejnych po-
dzia³ach komórkowych. Innym sposobem roz-
wi¹zania „problemu koñców” jest u¿ycie
cz¹steczek DNA o kowalencyjnie zamkniêtych
koñcach lub, jak wspomniano wy¿ej, bia³ek ter-
minalnych (Ryc. 1).

REPLIKACJA LINIOWYCH CZ¥STECZEK

Plazmidy wykorzystuj¹ce w replikacji
bia³ko terminalne wystêpuj¹ zarówno u bakte-
rii, jak i grzybów i roœlin (MEINHARDT i
wspó³aut. 1990, 1997). Do ich replikacji nie-
zbêdna jest obecnoœæ kodowanej przez pla-
zmid polimerazy DNA, która mo¿e rozpocz¹æ
syntezê z u¿yciem grupy OH seryny lub treoni-
ny bia³ka terminalnego (Ryc. 1A). Istniej¹ te¿ li-

niowe plazmidy, których replikacja rozpoczy-
nana jest nie z koñców, ale z wnêtrza cz¹stecz-
ki. Sama inicjacja przebiega jak inicjacja repli-
kacji wed³ug modelu theta (patrz poni¿ej).
Konsekwencj¹ rozpoczynania syntezy z wnê-
trza cz¹stczki jest jednak „problemem ko-
ñców”. Mo¿e on zostaæ rozwi¹zany dziêki wy-
korzystaniu bia³ka terminalnego dla replikacji
samych zakoñczeñ. Tak siê dzieje w przypadku
liniowych chromosomów i plazmidów niektó-
rych gatunków bakterii, w tym u wielu z rodza-
ju Streptomyces (HINNEBUSCH i TILLY 1993,
VOLFF i ALTEMBUCHNER 2000). Nie jest jednak
do koñca jasne, czy mimo obecnoœci bia³ek ter-
minalnych, proces replikacji tych plazmidów
przebiega z wykorzystaniem bia³ka jako prime-
ra do syntezy DNA, czy z u¿yciem innego me-
chanizmu (BAO i COHEN 2001).

Innym rozwi¹zaniem zasadniczego proble-
mu w replikacji cz¹steczek liniowych jest ko-
walencyjne zamkniêcie koñców (HINNEBUSCH
i TILLY 1993, VOLFF i ALTEMBUCHNER 2000). Ta-
kie plazmidy wystêpuj¹ u grzybów, jeden zo-
sta³ te¿ opisany u bakterii Klebsiella oxytoca,
wiele — u bakterii z rodzaju Borrelia (CASJENS
1999). Nota bene, u Borrelia zazwyczaj rów-
nie¿ chromosomy s¹ liniowe.

W istocie liniowa dwuniciowa cz¹steczka o
zamkniêtych koñcach jest to¿sama z kolist¹ jed-
noniciow¹ cz¹steczk¹ kwasu nukleinowego
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Ryc. 1. Replikacja liniowych plazmidów.

(A) Replikacja z u¿yciem bia³ka terminalnego (wype³nione elipsy). Zwi¹zanie bia³ka (szare elipsy) do koñców
pozwala na rozpoczêcie syntezy nici potomnych (szare). Po zakoñczeniu replikacji, bia³ka pozostaj¹ zwi¹zane do
koñców 5´ DNA. (B) Replikacja inicjowana ze œrodka cz¹steczki o kowalencyjnie zamkniêtych koñcach prowa-
dzi do powstania dwuniciowego kolistego intermediatu, bêd¹cego dimerem dwuniciowych liniowych cz¹ste-
czek. Szare strza³ki znacz¹ miejsce rozdzia³u tego dimeru na potomne cz¹steczki liniowe. (C) Niektóre plazmidy
linowe z kowalencyjnie zamkniêtymi koñcami koduj¹ bia³ko replikacyjne przecinaj¹ce DNA w pobli¿u koñców.
Powsta³a w wyniku naciêcia grupa 3’ OH wykorzystywana jest do rozpoczêcia replikacji. Najpierw syntetyzowa-
na jest kopia koñców, co umo¿liwia przemianê strukturaln¹ i zmianê cz¹steczki matrycowej (w œrodku). Synteza
przebiega a¿ do dojœcia do powsta³ego w analogiczny sposób dwuniciowego rejonu na drugim koñcu.



sk³adaj¹ca siê z dwóch wzajemnie komplemen-
tarnych rejonów. Produktem replikacji, inicjo-
wanej jak replikacja typu theta (patrz poni¿ej),
jest zatem tak¿e kolista cz¹steczka, w której
obie te uprzednio sparowane ze sob¹ po³ówki
sparowane s¹ teraz z nici¹ potomn¹. Innymi
s³owy, produkt jest dimerem dwóch liniowych
cz¹steczek potomnych po³¹czonych ze sob¹
koñcami, po rozdzieleniu z u¿yciem specjalne-
go enzymu produktem s¹ dwa liniowe plazmi-
dy o koñcach zamkniêtych. Nie jest do koñca ja-
sne, czy w³aœnie ten sposób replikacji wykorzy-
stywany jest przez plazmidy i chromosomy Bo-

rellia (HINNEBUSCH i TILLY 1993, CASJENS 1999,
VOLFF i ALTEMBUCHNER 2000).

Replikacja linowych cz¹steczk z zamkniêty-
mi koñcami niektórych plazmidów (oraz wiru-
sów) jest inicjowana poprzez utworzenie wol-
nej grupy 3´ OH w wyniku naciêcia DNA w
okolicach koñców. Replikacja przebiega naj-
pierw a¿ do koñca nienaciêtej nici. Powsta³y
fragment jest zatem komplementerny do po-
przedzaj¹cego go rejonu na przed³u¿anej nici.
Sparowanie tych dwóch rejonów pozwala roz-
pocz¹æ syntezê z wykorzystniem jako matrycy
przeciêtej uprzednio nici (Ryc. 1C). Taki w za-
rysach model replikacji zaproponowany zosta³
w przypadku liniowego plazmidu o kowalen-
cyjnie zamkniêtych koñcach wystêpuj¹cego u
patogenicznego grzyba Rhizoctonia solani

(MIYASHITA i wspó³aut. 1990).

REPLIKACJA CZ¥STECZEK KOLISTYCH —
MECHANIZM THETA

W przypadku kolistych cz¹steczek DNA re-
plikacja mo¿e przebiegaæ na jeden z trzech spo-
sobów: wed³ug mechanizmu theta, mechani-
zmu odrzucenia jednej z nici lub wreszcie wg
mechanizmu tocz¹cego siê ko³a (Ryc. 2). Repli-
kacja wed³ug mechanizmu theta zosta³a pozna-
na najdok³adniej w przypadku kilku plazmi-
dów bakterii Gram-ujemnych. Rozpoczyna siê
od lokalnego rozplecenia nici rodzicielskich,
syntezy starterowego RNA i inicjacji syntezy
DNA z u¿yciem tego startera.

Enzymatyczna synteza kwasów nukleino-
wych zawsze przebiega w kierunku 5´-3´
(przed³u¿any jest koniec 3´). Replikacje typu
theta na obu niciach katalizuje jeden kompleks
enzymatyczny sk³adaj¹cy siê z dwóch podze-
spo³ów enzymów (JACHYMCZYK 1995). Oba
podzespo³y syntetyzuj¹ nici potomne w miarê
jak kompleks przesuwa siê w stosunku do ma-

trycy, sukcesywnie rozplatanej. W stosunku do
jednej nici matrycowej kierunek ruchu kom-
pleksu odpowiada kierunkowi syntezy. Jedna
niæ potomna, tzw. prowadz¹ca, powstaje za-
tem w sposób ci¹g³y. Synteza drugiej musi byæ
przerywana (jest to niæ opóŸniona), gdy¿ w sto-
sunku do drugiej nici matrycowej kompleks re-
plikacyjnych przesuwa siê w kierunku prze-
ciwnym (3´-5´). Prawdopodobnie dziêki zapê-
tleniu tej nici mo¿e byæ mo¿liwy w stosunku
do niej lokalny ruch polimerazy w kierunku
3´-5´. Na zapêtlonej nici matrycowej co chwilê
synteyzowany jest starterowy RNA i rozpoczy-
nana jest synteza fragmentu DNA. Po ich wyko-
rzystaniu, primery s¹ degradowane, tak wiêc
synteza danego odcinka potomnego DNA ko-
ñczy siê po dotarciu do pocz¹tku (koñca 5´)
uprzednio powsta³ego fragmentu nici potom-
nej. Wtedy nastêpuje translokacja aparatu en-
zymatycznego wzglêdem matrycy i rozpoczê-
cie syntezy z wykorzystaniem nastêpnego pri-
mera.

Replikacja typu theta (DEL SOLAR i
wspó³aut. 1998) mo¿e rozpocz¹æ siê z jednego
lub kilku origin na tej samej cz¹steczce i mo¿e
byæ jednokierunkowa — kiedy zostaje utworzo-
ny tylko jeden kompleks replikacyjny, a zatem
replikacja rozpoczyna siê i koñczy w tym sa-
mym rejonie — albo dwukierunkowa, gdy two-
rzone s¹ dwa kompleksy i matryca rozplatana
jest w dwie przeciwne strony. Gdy cz¹steczka
jest kolista, produkty poœrednie replikacji przy-
pominaj¹ greck¹ literê theta — st¹d nazwa — ale
w podobny sposób, jak wspomniano, mo¿e
przebiegaæ replikacja cz¹steczek liniowych.
Wed³ug tego mechanizmu replikuj¹ siê zatem
nie tylko koliste, ale i liniowe chromosomy
bakterii, a tak¿e, w istocie, chromosomy orga-
nizmów wy¿szych. W ten sposób replikuj¹ siê
te¿ niektóre plazmidy wystêpuj¹ce w komór-
kach eukariotycznych.

Z pewnymi wyj¹tkami, plazmidy bakteryj-
ne replikuj¹ce siê z u¿yciem mechanizmu theta
nios¹ gen koduj¹cy plazmidowe bia³ko replika-
cyjne, bia³ko Rep. Du¿¹ grupê plazmidów repli-
kuj¹cych siê weg³ug mechanizmu theta stano-
wi¹ tzw. plazmidy iteronowe. Nale¿¹ do tej gru-
py np. plazmid p³ciowy F bakterii Escherichia

coli, a tak¿e plazmidy pSC101, RK2 i R6K. W
pobli¿u origin replikacji plazmidów z tej grupy
znajduje siê zawsze kilka (zazwyczaj nieiden-
tycznych) powtórzeñ charakterystycznej dla
danego plazmidu kilku-kilkunastonukleotydo-
wej sekwencji. Do tych powtórzeñ — iteronów
— wi¹¿e siê kodowane przez plazmid inicjato-
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rowe bia³ko replikacyjne. Bia³ka inicjatorowe
ró¿nych plazmidów iteronowych wykazuj¹ po-
dobieñstwo, co mo¿e sugerowaæ ich wspólne
pochodzenie ewolucyjne. Ogólny mechanizm
replikacji plazmidów iteronowych przypomi-
na te¿, nota bene, mechanizm inicjacji replika-
cji chromosomu bakteryjnego: w pobli¿u bak-
teryjnego origin replikacji znajduj¹ siê powtó-
rzenia pozwalaj¹ce na zwi¹zanie siê bia³ka ini-
cjatorowego chromosomalnej replikacji —
bia³ka DnaA.

W okolicy iteronów znajduje siê zazwyczaj
rejon DNA bogaty w pary A-T, gdzie dochodzi
do lokalnego rozplecenia nici DNA. To rozple-
cenie u³atwione jest równie¿ dziêki ujemnemu
superskrêceniu cz¹steczki plazmidu. Utrzyma-
nie ujemnego superskrêcenie DNA (niedobór
helikalnych opleceñ jednej nici DNA wokó³
drugiej) w komórce wymaga nak³adu energii.
Rozplecenie DNA w jednym miejscu prowadzi
poza tym rejonem do wzrostu liczby opleceñ,
u³atwionemu dziêki wczeœniejszemu wprowa-

dzeniu ich niedoboru. Zmiana struktury DNA
powodowana przez zwi¹zanie bia³ek replika-
cyjnych do origin dodatkowo zmniejsza ener-
giê konieczn¹ do pocz¹tkowego rozplecenia.

Wiele plazmidów iteronowych w pobli¿u
iteronów niesie te¿ sekwencje wi¹¿¹ce bia³ko
DnaA gospodarza, które mo¿e wspó³uczestni-
czyæ z plazmidowym bia³kiem replikacyjnym
w wi¹zaniu innych bia³ek gospodarza niezbêd-
nych do rozpoczêcia replikacji DNA: helikazy
(której funkcj¹ jest dalsze rozplatanie matry-
cy), primazy i wreszcie polimerazy DNA. Do-
kladny mechanizm molekularny procesu budo-
wania kompleksu replikacyjnego jest ró¿ny w
szczegó³ach dla ró¿nych plazmidów.

Nie wszystkie plazmidy replikuj¹ce siê
wed³ug mechanizmu theta s¹ plazmidami ite-
ronowymi. Jeden z dok³adniej zbadanych na
poziomie molekularnym plazmidów, plazmid
R1, w pobli¿u origin niesie jedynie dwa miej-
sca wi¹¿¹ce jego bia³ko inicjacyjne (bia³ko
RepA). Do tych miejsc, oddalonych od siebie o
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Ryc. 2. Replikacja plazmidów kolistych.

(A) Model theta. Nici potomne zosta³y zaznaczone na szaro; niæ opó¿niona lini¹ przerywan¹. Gdy replikacja jest
jednokierunkowa (po lewej), miejsce origin jest te¿ miejscem zakoñczenia syntezy. W replikacji dwukierunko-
wej typu theta (po prawej) synteza koñczy siê w rejone (pogrubione linie) le¿¹cym naprzeciw origin. (B) Repli-
kacja wg modelu odsuwanej nici przypomina replikacjê typu theta, ale syntetyzowane s¹ jedynie nici pro-
wadz¹ce (szare). (C) Replikacja typu sigma rozpoczynana jest od reakcji transestryfikacji w miejscu dso (dwa
trójk¹ty). Pozwala to rozpocz¹æ replikacjê. Najpierw powstaje kopia czêœci dso. Po stworzeniu nici potomnej,
synteza jest kontynuowana a¿ powstanie w pe³ni nowa kopia dso (dwa szare trójk¹ty). Teraz mo¿liwe jest zajœcie
czterech kolejnych reakcji transestryfikacji. Cztery sekwencje DNA bior¹ce udzia³ w tym procesie przedstawio-
ne s¹ na rysunku obok siebie, w kolejnoœci. Wolna grupa OH tyrozyny podjednostki bia³ka replikacyjnego symbo-
lizowanej przez czarn¹ elipsê rozcina dso bêd¹ce hybryd¹ starej i nowej nici. Po uwolnieniu koñca 3´starej nici
mo¿e zajœæ reakcja bêd¹ca odwróceniem reakcji inicjacyjnej, co prowadzi do zamkniêcia odsuniêtej nici w ko-
list¹ cz¹steczkê. W trzeciej reakcji transestryfikacyji rozcinane jest nowozsyntetyzowane miejsce dso (dwa szare
trójk¹ty). Tym samym ta sama podjednostka bia³ka, która wziê³a udzia³ w inicjacji (szara elipsa) zostaje zwi¹zana z
krótkim odcinkiem DNA zsyntetyzowanym na koñcu. W wyniku czwartej reakcji uwalniana jest tyrozyna drugiej
podjednostki (czarna elipsa) i zostaje zamkniêta niæ potomna. Na jednoniciowej matrycy powstaje druga niæ po-
tomna po inicjacji w miejscu ssi.



8 skrêtów helisy, wi¹¿e siê kompleks dwóch
cz¹steczek RepA. Powoduje to utworzenie pê-
tli DNA o rozmiarze oko³o 100 bp, utrzymywa-
nej u podstawy przez dimer RepA. Kolejne
cz¹steczki bia³ka inicjacyjnego wi¹¿¹ siê w re-
jonie pêtli. W zasadzie przypomina to nieco ini-
cjacjê replikacji plazmidów iteronowych:
wi¹zanie bia³ka inicjacyjnego powoduje po-
wstanie zagiêcia DNA, a w pobli¿u znajduje siê
sekwencja wi¹¿¹ca bia³ko DnaA i sekwencja
bogata w pary AT, gdzie dochodzi do lokalnego
rozplecenia nici. DnaA byæ mo¿e wspó³uczest-
niczy z RepA w dostarczeniu do origin bia³ek
replikacyjnych gospodarza, podobnie jak to siê
dzieje w przypadku plazmidów iteronowych.

Natomiast zupe³nie inny jest mechanizm
inicjacji replikacji plazmidów o budowie ori-

gin zbli¿onej do origin plazmidu ColE2 E. coli

(TAKECHI i ITOH 1995). Plazmidy te nios¹ gen
koduj¹cy bia³ko replikacyjne o aktywnoœci po-
limerazy RNA, które rozpoznaje bardzo krótk¹,
kilkunastonukleotydow¹, sekwencjê, i syntety-
zuje w tym miejscu primer. W innej grupie pla-
zmidów, plazmidów podobnych do plazmidu
pAMβ1 (s¹ to plazmidy o szerokim zakresie go-
spodarzy nale¿¹cych do bakterii Gram-dodat-
nich), do syntezy startera wykorzystywana jest
polimeraza RNA gospodarza (transkryptaza),
natomiast ich plazmidowe bia³ko inicjacyjne
prawdopodobnie nacina starter w odpowied-
niej pozycji (DEL SOLAR i wspó³aut. 1998).
Wreszcie, plazmidy podobne do plazmidu Co-
lE1 (wystêpuj¹ce u enterobakterii) w ogóle nie
wymagaj¹ do replikacji bia³ek kodowanych
przez plazmid: polimeraza RNA gospodarza
tworzy, na matrycy plazmidowego DNA, inicja-
torowy RNA. Primer powstaje w wyniku naciê-
cia cz¹steczki tego RNA przez jedn¹ z RNaz go-
spodarza (DEL SOLAR i wspó³aut. 1998).

W przypadku tych trzech grup plazmidów
powstanie primera nie oznacza jeszcze zbudo-
wania kompleksu replikacyjnego. Pozwala je-
dynie na rozpoczêcie syntezy jedynie nici pro-
wadz¹cej, przez komórkow¹ polimerazê DNA
zwan¹ polimeraz¹ I. W przypadku plazmidu
ColE1 synteza z u¿yciem polimerazy I przebie-
ga tylko na jednej nici, a¿ ods³oniête zostanie
na drugiej nici tzw. miejsce budowania primo-
somu (ang. primosome assembly site, pas; miej-
sce to te¿ nazywane jest jednoniciowym miej-
scem inicjacji, ang. single-strand initiation, ssi).
Jest to sekwencja DNA zdolna do wi¹zania ko-
mórkowego bia³ka PriA. Zwi¹zanie bia³ka PriA
do DNA pozwala na drodze oddzia³ywañ z in-
nymi bia³kami gospodarza na utworzenie w

miejscu pas w³aœciwego kompleksu replikacyj-
nego. W pobli¿u pas plazmidy z grupy ColE1
nios¹ te¿ miejsce wi¹zania komórkowego
bia³ka DnaA, co stwarza alternatywn¹ drogê do
wymiany polimeraz i rozpoczêcia syntezy nici
opóŸnionej. Sekwencje budowania primoso-
mu (ssi) znajduj¹ siê równie¿ w pobli¿u origin

innych plazmidów z grupy ColE2 (gdzie rów-
nie¿ prawdopodobnie pozwala na rozpoczêcie
syntezy nici opóŸnionej), a tak¿e plazmidu R1 i
plazmidów iteronowych, gdzie wydaj¹ siê byæ
wa¿ne dla powstawania starterów na nici
opóŸnionej lub wiod¹cej (NOMURA i wspó³aut.
1991).

MECHANIZM ODSUWANEJ NICI

Nie wszystkie plazmidy iteronowe repli-
kuj¹ siê wed³ug mechanizmu theta. Bardzo cie-
kawy jest mechanizm replikacji plazmidu o sze-
rokim spektrum gospodarzy, RSF1010 (HONDA
i wspó³aut. 1991). Na replikacjê RSF1010 w ko-
mórkach ró¿nych gatunków bakterii byæ mo¿e
pozwala to, ¿e plazmid ten sam koduje helikazê
(RepA) i primazê (RepB). Do jego replikacji nie
jest zatem konieczne zapewnienie silnego od-
dzia³ywania miêdzy bia³kiem wi¹¿¹cym itero-
ny a bia³kami gospodarza na pierwszych eta-
pach inicjacji replikacji.

Bia³ko inicjatorowe plazmidu RSF1010,
RepC, oddzia³ywuje z jednej strony z iterona-
mi, a z drugiej prawdopodobnie z RepA, co po-
zwala na zwi¹zanie siê tego ostatniego w rejo-
nie lokalnego rozplecenia DNA w miejscu bo-
gatym w pary A-T w pobli¿u iteronów. Aktyw-
noœæ helikazy RepA prowadzi do powiêkszenia
jednoniciowych obszarów DNA w rejonie ori-

gin, a dziêki temu do ods³oniêcia rejonów ssi

na obu niciach. Do tych rejonów wi¹¿e siê pla-
zmidowa primaza RepB. Do tego etapu
w³¹cznie wykorzystywane s¹ jedynie bia³ka ko-
dowane przez plazmid. Po zsyntetyzowaniu
primera polimeraza replikacyjna gospodarza
rozpoczyna syntezê, ale jedynie nici pro-
wadz¹cej. W tym aspekcie replikacja plazmidu
RSF1010 przypomina replikacjê liniowych pla-
zmidów rozpoczynan¹ z koñców: druga niæ ro-
dzicielska pozostaje jednoniciowa, a¿ zrepliku-
je j¹ drugi kompleks replikacyjny — ten, który
rozpocz¹³ syntezê w drug¹ stronê. Na margine-
sie, wed³ug podobnego mechanizmu repliko-
wany jest tak¿e mitochondrialny i chloropla-
stowy DNA (JACHYMCZYK 1995).
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MECHANIZM TOCZ¥CEGO SIÊ KO£A

Jak wspomniano wy¿ej, jednym z najbar-
dziej istotnych etapów inicjacji replikacji jest
utworzenie wolnej grupy OH, koniecznej do
rozpoczêcia syntezy potomnej cz¹steczki DNA.
W przypadku plazmidów replikuj¹cych siê wg
mechanizmu tocz¹cego siê ko³a wolna grupa
OH powstaje w wyniku reakcji transestryfika-
cji, w której bierze udzia³ kodowane przez pla-
zmid bia³ko Rep (DEL SOLAR i wspó³aut. 1998,
KHAN 2000). Reakcja zachodzi w obrêbie pla-
zmidowej sekwencji dso (ang. double strand
origin). Po zwi¹zaniu Rep w tym rejonie, zosta-
je utworzone wi¹zanie fosfodiesterowe miê-
dzy grup¹ OH jednej z tyrozyn tego bia³ka a
okreœlonym nukleotydem wchodz¹cym w
sk³ad sekwencji dso. Synteza nici potomnej roz-
poczyna siê od uwolnionej w ten sposób grupy
3’OH poprzedzaj¹cego nukleotydu i jest konty-
nuowana nieco poza miejsce na komplemen-
tarnej do niej nici rodzicielskiej, naprzeciw
którego dosz³o do ciêcia inicjatorowego. Po-
wstaje w ten sposób drugi dso (Ryc. 2C). W
miarê syntezy przeciêta niæ rodzicielska jest
odsuwana. Jej koniec 5’ pozostaje przy tym
zwi¹zany z bia³kiem inicjatorowym.

Jednym z najdok³adniej poznanych plazmi-
dów replikuj¹cych siê wed³ug tego mechani-
zmu jest plazmid pT181, wyizolowany z komó-
rek Staphylococcus aureus. Bia³ko inicjatoro-
we pT181, RepC, buduje dimery. Obie podjed-
nostki maj¹ po jednej tyrozynie, która mo¿e
ulec estryfikacji. Po zsyntetyzowaniu nici po-
tomnej do jednej tyrozyny dimeru zwi¹zana
jest niæ rodzicielska, ale wolna jest katalityczna
tyrozyna drugiej podjednostki. Pozwala to na
zajœcie czterech kolejnych reakcji transestryfi-
kacji w procesie terminacji replikacji
(Ryc. 2C). Pierwsza reakcja zachodzi na
po³¹czeniu starej nici z now¹. Ich rozdzielenie
polega na po³¹czeniu tyrozyny drugiej podjed-
nostki bia³ka Rep z nowo zsyntetyzowan¹
nici¹. Uwolniony koniec 3’ starej nici (ten, od
którego rozpoczê³a siê synteza) mo¿e zostaæ za-
tem powi¹zany z koñcem 5’ tej samej rodziciel-
skiej cz¹steczki. Jest to ten sam koniec, który
zosta³ zwi¹zany z RepC podczas inicjacji.

Zatem druga reakcja transestryfikacji pole-
ga na uwolnieniu tyrozyny podjednostki RepC,
która wziê³a udzia³ w inicjacji i zamkniêciu w
kolist¹ jednoniciow¹ cz¹steczkê uprzednio od-
suniêtej nici rodzicielskiej. Na tym etapie di-
mer RepC jest ponownie zwi¹zany jedn¹ z tyro-
zyn z DNA, teraz z nici¹ potomn¹, a wolna jest

druga tyrozyna. Mo¿e zajœæ zatem trzecia reak-
cja transestryfikacji z wykorzystaniem nowo-
zsyntetyzowanego miejsca dso. Czwarta pro-
wadzi do zamkniêcia nici potomnej. Dimer
bia³ka RepC nie mo¿e zostaæ u¿yty do kolejnej
inicjacji, gdy¿ pozostaje zwi¹zany do fragmen-
tu DNA pochodz¹cego z przed³u¿enia nici po-
tomnej poza miejsce inicjacji. Nota bene, jest to
jeden ze sk³adników mechanizmu regulacji re-
plikacji tego plazmidu (RASOOLY i RASOOLY
1997).

Produktami na tym etapie s¹: dwuniciowa
kolista cz¹steczka potomna plazmidu — w sk³ad
której wchodzi matrycowa niæ rodzicielska —
oraz koliœcie zamkniêta druga niæ macierzysta.
Na matrycy tej jednoniciowej cz¹steczki po-
wstaje druga niæ potomna, a tym samym druga
dwuniciowa cz¹steczka potomna plazmidu.
Do zajœcia tej fazy replikacji konieczna jest
obecnoœæ jednoniciowego miejsca inicjacji
(ang. single strand initiation ssi, inaczej, single
strand origin, sso). Synteza drugiej nici potom-
nej nie mo¿e zostaæ rozpoczêta wczeœniej, jako
¿e ssi zostaje ods³oniête dopiero po odsuniêciu
prawie ca³ej nici macierzystej.

Do inicjacji z ssi potrzebne s¹ wy³¹cznie
bia³ka komórkowe (KHAN 2000). W przypadku
niektórych plazmidów replikuj¹cych siê
wed³ug mechanizmu tocz¹cego siê ko³a do re-
jonu ssi wi¹ze siê ta sama polimeraza RNA go-
spodarza, która zaanga¿owana jest w proces
transkrypcji. Zsynyntetyzowany przez tran-
skryptazê primer wyd³u¿any jest najpierw
przez polimerazê I DNA, a dopiero potem
przez polimerazê replikacyjn¹. Inne plazmidy
natomiast wydaj¹ siê zawieraæ rejony ssi, do
których wi¹¿¹ siê bia³ka primosomalne gospo-
darza, w przypadku zatem tych plazmidów pri-
mer mo¿e byæ syntetyzowany nie przez tran-
skrypcyjn¹ polimerazê RNA, a primazê
(SEEGERS i wspó³aut. 1995). Ró¿na zdolnoœæ ssi

ró¿nych plazmidów do rekrutacji aparatu enzy-
matycznego ró¿nych gatunków bakterii jest za-
sadnicza dla zakresu gospodarzy, w których
dane plazmidy mog¹ wystêpowaæ — ma to za-
tem du¿e znaczenie dla procesów horyzontal-
nego transferu genów, w tym przenoszenia siê
cech opornoœci na antybiotyki.

Mechanizm tocz¹cego siê ko³a wykorzysty-
wany jest te¿ przez niekóre plazmidy podczas
szczególnego procesu replikacji, jakim jest re-
plikacja koniugacyjna (LANKA i WILKINS 1995,
LLOSA i wspó³aut. 2002). W procesie koniugacji
— procesie parap³ciowym bakterii — a tak¿e
podczas szczególnego rodzaju koniugacji, jaki
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zachodzi miedzy komórkami Agrobacterium i
komórkami roœlinnymi — transferowi mate-
ria³u genetycznego z jednej komórki do drugiej
towarzyszy replikacja. Innymi s³owy, po zajœciu
koniugacji obie komórki nios¹ materia³, który
uleg³ przekazaniu. Transfer rozpoczyna siê,
gdy po zetkniêciu siê os³on dwóch komórek,
cz¹steczka DNA zostaje naciêta w komórce
dawcy. W miarê jej replikacji w tej¿e komórce
wed³ug modelu tocz¹cego siê ko³a, odsuwana

niæ rodzicielska transportowana jest do komór-
ki biorcy. Po zakoñczeniu transportu w komór-
ce biorcy na tej jednoniciowej matrycy docho-
dzi do zbudowania primosomu i zsyntetyzowa-
nia nici potomnej. Geny koduj¹ce funkcje istot-
ne dla replikacji koniugacyjnej wykazuj¹ ho-
mologie do genów replikacyjnych plazmidów
replikuj¹cych siê „wegetatywnie” wed³ug mo-
delu tocz¹cego siê ko³a (WATERS i GUINEY
1993).

EWOLUCJA MODU£ÓW REPLIKACYJNO-REGULACYJNYCH

Aby nie stanowiæ nadmiernego obci¹¿enia
metabolicznego dla komórki, tempo tworzenia
potomnych cz¹steczek plazmidu musi byæ re-
gulowane. Zatem, chocia¿ liczba kopii danego
plazmidu w komórce mo¿e zale¿eæ od warun-
ków œrodowiskowych, plazmidy nios¹ systemy
kontrolne, które dziêki pêtlom sprzê¿enia
zwrotnego pozwalaj¹ na utrzymanie w sta³ych
warunkach wzrostowych sta³ej liczby kopii
plazmidu na komórkê. U bakterii z zasady loso-
wy jest wybór czasteczek, które ulegaj¹ replika-
cji dla podwojenia liczby cz¹steczek plazmido-
wych z ka¿dym podwojeniem liczby komórek.
Negatywna kontrola replikacji i losowy dobór
cz¹steczek do powielenia prowadzi do tego, ¿e
przy braku selekcji dwa plazmidy nios¹ce takie
same modu³y regulacyjno-replikacyjne nie s¹ w
stanie stabilnie koegzystowaæ w tej samej ko-
mórce bakteryjnej. Po wprowadzeniu dwóch
plazmidów o bardzo zbli¿onej budowie rejo-
nów (modu³ów) replikacyjnych dojdzie z cza-
sem do ich segregacji w populacji komórek go-
spodarza — powstan¹ dwie linie komórkowe, z
których ka¿da bêdzie nios³a inny plazmid. To
zjawisko nazywa siê niekompatybilnoœci¹ (nie-

zgodnoœci¹) plazmidów, a plazmidy o du¿ym
podobieñstwie sekwencji replikacyjnych i re-
gulacyjnych tworz¹ grupy niekompatybilno-
œci. Warto zauwa¿yæ, ¿e do niekompatybilnoœci
plazmidów mo¿e te¿ prowadziæ wysokie podo-
bieñstwo innych rejonów, np. rejonów roz-
dzia³u kopii plazmidowych.

Jednak mo¿na sobie wyobraziæ, ¿e w sytu-
acji presji selekcyjnej na utrzymanie obu pla-
zmidów w jednej komórce korzystne ewolu-
cyjnie bêd¹ takie zmiany w sekwencjach ko-
duj¹cych bia³ka replikacyjne i regulacyjne
oraz w sekwencjach, które te bia³ka wi¹¿¹,
¿eby przy zachowaniu funkcjonalnoœci
modu³ów replikacja obu plazmidów by³a re-
gulowana niezale¿nie. Taki mechanizm ewo-
lucyjny mo¿e prowadziæ do utworzenia grupy
plazmidów o podobnej budowie rejonów re-
plikacyjnych i zbli¿onym sposobie regulacji
replikacji, ale niestanowi¹cych grupy niekom-
patybilnoœci. Takie grupy podobnych plazmi-
dów tworz¹ np. plazmidy ColE1-podobne czy
ColE2-podobne. Jak wspomniano byæ mo¿e
wspólne pochodzenie ewolucyjne maj¹ te¿
plazmidy iteronowe.

REGULACJA LICZBY KOPII PLAZMIDÓW W KOMÓRKACH BAKTERYJNYCH

¯eby zachowaæ okreœlone stê¿enie w ko-
mórce, plazmidy musz¹ mieæ mechanizmy po-
zwalaj¹ce im „zmierzyæ” w³asne stê¿enie. Ta-
kim mechanizmem w przypadku poznanych
do tej pory plazmidów jest synteza inhibitora,
którego stê¿enie w komórce zale¿y od stê¿enia
plazmidu. Dotychczas poznano dwa typy regu-
lacji inicjacji replikacji plazmidowego DNA w
komórkach prokariotycznych przez inhibito-
ry: mechanizm wykorzystuj¹cy antysensowny
RNA i ewentualnie bia³ko inhibitorowe (DEL
SOLAR i ESPINOSA 2000) oraz mechanizm, w

którym inhibitorami s¹ iterony (CHATTORAJ
2000).

KONTROLA REPLIKACJI PLAZMIDÓW
KODUJ¥CYCH ANTYSENSOWNY RNA

Systemy kontroli inicjacji replikacji oparte
o antysens (DEL SOLAR i ESPINOSA 2000) s¹ sze-
roko wykorzystywane przez plazmidy o ró¿-
nym mechanizmie replikacji, ale wykazuj¹cych
podobn¹ w zarysach strukturê rejonu regula-
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cyjnego: dwa skierowane w przeciwne strony
promotory reguluj¹ce syntezê, w jedn¹ stronê
— RNA, którego synteza jest niezbêdna do zajœ-
cia replikacji (RNA inicjatorowego) — i w
drug¹, na matrycy drugiej nici DNA — RNA zwa-
nego kontrtranskrybowanym albo antysen-
sownym RNA (ctRNA, asRNA). Konsekwencj¹
komplementarnoœci matryc jest komplemen-
tarnoœæ produktów transkrypcji, a tym samym
mo¿liwoœæ ich oddzia³ywania.

Wa¿ne jest przy tym, ¿eby synteza ctRNA za-
chodzi³a stale i na znacznie wy¿szym poziomie
ni¿ synteza RNA inicjatorowego — RNA, z któ-
rego powstaje primer albo na matrycy którego
powstaje bia³ko replikacyjne. Okres pó³trwa-
nia w komórce ctRNA musi byæ te¿ niski, aby
jego stê¿enie w komórce by³o proporcjonalne
do stê¿enia plazmidu.

W jaki sposób dochodzi do zahamowania
replikacji na skutek dzia³ania ctRNA? W przy-
padku plazmidów ColE1-podobnych, od-
dzia³ywanie antysensownego RNA z RNA ini-
cjatorowym powoduje tak¹ zmianê struktury
tego ostatniego, ¿e nie mo¿e ju¿ zostaæ prze-
kszta³cony w primer. W przypadku innych pla-
zmidów ctRNA oddzia³uje z RNA matrycowym
dla powstania bia³ka inicjatorowego i hamuje
jego translacjê. Tu nale¿¹ np. plazmidy z grupy
ColE2 oraz plazmidy podobne do R1. Powsta-
wanie bia³ka replikacyjnego mo¿e zostaæ zaha-
mowane na skutek indukcji degradacji tego
RNA przez komórkowe RNazy (plazmid R1)
czy poprzez zablokowanie miejsc wa¿nych dla
zwi¹zania rybosomu (plazmidy ColE2). Inny
sposób regulacji powstawania inicjatora za-
chodzi w przypadku replikuj¹cego siê wed³ug
mechanizmu tocz¹cego siê ko³a plazmidu
pT181. Tu oddzia³ywanie ctRNA z rejonem na
pocz¹tku RNA matrycowego dla bia³ka replika-
cyjnego prowadzi do powstania elementu
strukturalnego powoduj¹cego zakoñczenie
transkrypcji i tym samym powstanie krótszej,
niefunkcjonalnej matrycy.

Plazmidy podobne do R1 i ColE1 oprócz
ctRNA koduj¹ te¿ bia³ka inhibitorowe. W przy-
padku plazmidu R1 bia³ko inhibitorowe (CopB)
ogranicza transkrypcjê genu rep. Czêœæ plazmi-
dów ColE1-podobnych koduje natomiast bia³ko
(nazwane Rom) zwiêkszaj¹ce wydajnoœæ od-
dzia³ywania RNA inhibitorowego i RNA inicjato-
rowego. W przypadku obu tych plazmidów
bia³ka inhibitorowe nie s¹ zasadniczym elemen-
tem reguluj¹cym, na co wskazuj¹ matematyczne
modele bior¹ce pod uwagê stê¿enia obu inhibi-
torów (RNA i bia³ka) w komórkach nios¹cych te

plazmidy. Zaproponowano natomiast, ¿e ta do-
datkowa pêtla regulacyjna mo¿e odgrywaæ rolê,
gdy liczba kopii plazmidów w komórce z jakichœ
powodów spada — albo jest niska bezpoœrednio
po wnikniêciu cz¹steczki plazmidu do komórki.
W takich warunkach wa¿ne jest chwilowe zwiê-
kszenie tempa inicjacji replikacji. Byæ mo¿e do-
datkowe pêtle regulacyjne odgrywaj¹ te¿ rolê w
dostosowaniu liczby kopii plazmidów do warun-
ków wzrostowych komórek. Tak siê dzieje praw-
dopowodbnie w przypadku plazmidów ColE1-
podobnych. Stanowi¹ one wiêksze obci¹¿enie
metaboliczne dla komórek rosn¹cych w ubogiej
po¿ywce po usuniêciu genu koduj¹cego Rom
(ATLUNG i wspó³aut. 1999).

Istniej¹ jednak plazmidy koduj¹ce bia³kowe
regulatory odgrywaj¹ce zasadnicz¹ rolê w regu-
lacji. Jaka jest ró¿nica miêdzy systemami oparty-
mi g³ównie na ctRNA, a tymi, w których rolê re-
gulacyjn¹ spe³nia zarówno RNA, jak i bia³ko ? W
pierwszym systemie, RNA inicjatorowe jest syn-
tetyzowane stale, na niskim poziomie w porów-
naniu z syntez¹ ctRNA. Inaczej jest w regulacji
replikacji plazmidów podobnych do plazmidu
pMV158, a tak¿e w replikacji grupy plazmidów
zbli¿onych w budowie do pIP501 (DEL SOLAR i
ESPINOSA 2000). Tu synteza matrycy dla bia³ka
inicjatorowego zachodzi z silnego promotora i
jest pod negatywn¹ kontrol¹ plazmidowego
bia³ka regulacyjnego. W sytuacji, gdy poziom
tego bia³ka jest niski (np. po wnikniêciu plazmi-
du do komórki na drodze koniugacji), zniesie-
nie negatywnej kontroli syntezy Rep pozwala
na szybkie osi¹gniêcie charakterystycznej dla
danego plazmidu liczby kopii. Warto zauwa¿yæ,
¿e plazmidy podobne do pMV158 i pIP501 s¹
plazmidami o bardzo szerokim spektrum go-
spodarzy i s¹ zdolne do mobilizacji, tzn. chocia¿
same nie koduj¹ bia³ek koniecznych dla koniu-
gacji, w obecnoœæi innego plazmidu który je ko-
duje, mog¹ ulec transferowi (DEL SOLAR i
ESPINOSA 2000).

KONTROLA PRZEZ ITERONY

Plazmidy iteronowe nios¹ zwykle dodatko-
we iterony w pobli¿u promotora genu rep. Po-
zwala to na autoregulacjê poziomu bia³ka Rep
w komórce na poziomie transkrypcji. W przy-
padku niektórych plazmidów, te same iterony
odgrywaj¹ rolê w inicjacji replikacji oraz regu-
lacji transkrypcji genu rep. Bia³ko Rep innych
plazmidów mo¿e wystêpowaæ w dwóch for-
mach: w jednej wi¹¿e iterony „replikacyjne”, a
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w drugiej te w pobli¿u promotora rep. Na
przyk³ad Rep plazmidu F i pSC101 tworzy di-
mery i w tej formie preferencyjnie wi¹¿e itero-
ny w pobli¿u w³asnego genu. ¯eby mo¿liwe
by³o zwi¹zanie siê w rejonie origin potrzebny
jest rozpad dimerów na podjednostki
(CHATTORAJ 2000).

Zdolnoœæ Rep do dimeryzacji pozwala nie
tylko na ograniczenie jego nadmiernej syntezy,
ale przede wszystkim, na regulacjê liczby kopii
przez kajdankowanie (ang. handcuffing). W
procesie tym regulacyjn¹ rolê spe³nia stê¿enie
iteronów w komórce. Wprowadzenie dodatko-
wych iteronów, czy to na innym plazmidzie,
czy to nawet na tym samym, ale poza rejonem
replikacyjnym, prowadzi do spadku liczby ko-
pii. Stê¿enie bia³ka Rep nie jest limituj¹ce w
przypadku wielu plazmidów iteronowych, tak
wiêc dodatkowe iterony nie dzia³aj¹ hamuj¹co
na replikacjê po prostu wymiareczkowuj¹c
bia³ko inicjacyjne. Wydaje siê raczej, ¿e kiedy
wzrasta liczba kopii plazmidów, cz¹steczki
bia³ka Rep zwi¹zane do jednego rejonu replika-
cyjnego oddzia³uj¹ z cz¹steczkami zwi¹zanymi
do origin drugiego plazmidu. Prowadzi to do
sparowania dwóch cz¹steczek plazmidu

(utworzenia struktury kajdanek) i do zahamo-
wania replikacji obu cz¹steczek plazmido-
wych. Zahamowana jest przy tym tak¿e tran-
skrypcja genu rep na skutek autoregulacji. Do-
piero powiêkszenie objêtoœci komórki pozwa-
la na rozpad kajdanek. Po inicjacji replikacji do-
chodzi do odwi¹zania bia³ka Rep od iteronów i
do czasowej indukcji genu rep. Zwi¹zanie
bia³ka Rep do obu origin prowadzi jednak
szybko do zahamowania transkrypcji i ponow-
nego utworzenia kajdanek. Innymi s³owy, Rep
jest pozytywnym regulatorem replikacji jedy-
nie przy stê¿eniu iteronów ni¿szym ni¿ opty-
malne dla danego plazmidu.

Nie jest jasne, w jaki sposób kajdankowanie
hamuje replikacjê. Byc mo¿e utworzenie struk-
tury kajdanek zapobiega utworzeniu w miejscu
origin kompleksu inicjacyjnego. W przypadku
niekórych plazmidów wy¿sze stê¿ênie komór-
kowych bia³ek DnaA czy DnaB (helikazy) od-
wraca efekt kajdankowania, byæ mo¿e zwiêk-
szaj¹c szanse raczej na powstanie kompleksu
inicjacyjnego replikacji ni¿ struktury kajdanek.
Zwiêkszyæ szansê utworzenia kompleksu repli-
kacyjnego mo¿e te¿ zwiêkszenie ujemnego su-
perskrêcenia plazmidowego DNA.

REGULACJA REPLIKACJI PLAZMIDÓW EUKARIOTYCZNYCH

Gdy liczba kopii plazmidu jest niska w ko-
mórce — czy to na skutek nierównomiernego
rozdzia³u cz¹steczek potomnych plazmidu do
komórek potomnych, czy to bezpoœrednio po
wnikniêciu jednej cz¹steczki plazmidu do ko-
mórki — regulacja replikacji plazmidu niezale-
¿nie od regulacji replikacji DNA chromosomal-
nego pozwala zwiêkszyæ wydajnoœæ inicjacji.
Ale czêœæ plazmidów eukariotycznych wyko-
rzystuje origin replikacji o budowie zbli¿onej
do origin chromosomalnych. Na przyk³ad pla-
zmidy dro¿d¿owe, podobne do plazmidu 2�
nios¹ sekwencje przypominaj¹ce origin dro-
¿dzowe (ang. autonomous replicating sequen-
ces, ARS). ARS s¹ aktywne jedynie podczas fazy
S cyklu komórkowego, i w ten sposób zapew-
niaj¹ jednokrotn¹ replikacjê chromosomów.
Origin replikacji plazmidów podobnych do 2�
równie¿ s¹ aktywne tylko raz podczas cyklu ko-
mórkowego (FARRAR i WILLIAMS 1988).

Oprócz origin plazmid 2� niesie 4 geny ko-
duj¹ce bia³ka (Ryc. 3A). Dwa z nich, REP1 i
REP2, wi¹¿¹ prawdopodobnie otoczkê j¹dra
komórkowego oraz plazmidowe DNA w tzw.
rejonie STB, le¿¹cym miêdzy trzecim genem,

RAF a origin. System REP1-REP2-STB jest nie-
zbêdny do prawid³owego przekazywania pla-
zmidu do komórek potomnych, niemniej nie
jest to system doskona³y. Jako ¿e origin replika-
cji jest aktywne tylko raz w cyklu, nierówno-
mierny rozdzia³ cz¹steczek plazmidu prowadzi
do sta³ego obni¿ania siê liczby kopii w czêœci li-
nii komórek potomnych.

Na przywrócenie wysokiej liczby kopii
(oko³o 100 na komórkê) pozwala kodowana
przez czwarty gen plazmidu 2� rekombinaza
FLP. Bia³ko to wi¹¿e siê z dwoma rejonami
obecnymi na plazmidzie, podobnymi w se-
kwencji. Jedno z tych miejsc znajduje siê w po-
bli¿u origin, miêdzy genami RAF a REP2, dru-
gie zaœ w rejonie miêdzy genami FLP i REP1
(Ryc. 3A). Po zajœciu inicjacji dwukierunkowej
replikacji w rejonie origin bia³ko FLP katalizuje
reakcjê rekombinacji miêdzy swoimi miejsca-
mi wi¹zania. Badania sugeruj¹, ¿e katalizowana
przez FLP rekombinacja zachodzi w dimerze,
powsta³ym podczas replikacji albo na skutek
wczeœniejszej rekombinacji miêdzy dwoma
cz¹steczkami plazmidu (Ryc. 3B). Rekombina-
cja wewn¹trz¹steczkowa w replikuj¹cym di-
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merze doprowadza do powstania tzw. struktu-
ry „pince-nez” (PETES i WILLIAMSON 1994). Dal-
sza replikacja cz¹steczki o tej strukurze prowa-
dzi do przed³u¿enia obecnego w niej liniowe-
go ³¹cznika (Ryc. 3B), przy czym kolejne reak-
cje rekombinacji pozwalaj¹ na utworzenie po-
tomnych kolistych cz¹steczek plazmidu.

FLP znajduje siê pod negatywn¹ kontrol¹
REP1 i REP2, które wi¹¿¹ plazmidowe DNA
równie¿ w innych rejonach ni¿ STB i na tej dro-
dze powoduj¹ zahamowanie transkrypcji pla-
zmidowych genów (FARRAR i WILLIAMS 1988,
VAN DER SAND i wspó³aut. 1995), a tak¿e byæ

mo¿e blokuj¹ miejsca wi¹zania bia³ka FLP ogra-
niczaj¹c mo¿liwoœæ rekombinacji. Wed³ug
tego modelu regulacji, dopiero znacz¹cy spa-
dek liczby kopii plazmidu powoduje, ¿e rejon
STB zostaje przynajmniej czêœciowo uwolnio-
ny od bia³ek REP1 i REP2, co powoduje aktywa-
cjê znajduj¹cego siê w pobli¿u genu RAF.
Bia³ko RAF jest pozytywnym regulatorem tran-
skrypcji genu FLP (VAN DER SAND i wspó³aut.
1995). Po zajœciu amplifikacji plazmidu, wzrost
liczby kopii matrycy powoduje wzrost stê¿enia
REP1 i REP2 w komórce i ponowne zahamowa-
nie transkrypcji plazmidowych genów.

266 BORYS WRÓBEL

Ryc. 3. Replikacja plazmidu 2µ.

(A) Rejony koduj¹ce bia³ka plazmidu zosta³y zaznaczone czarnymi strza³kami. Zaznaczony zosta³ te¿ rejon STB
oraz IR — odwróconych powtorzeñ (inverted repeats), miejsc rekombinacji, z których jedno le¿y w pobli¿u ori-

gin. Dziêki takiemu usytuowaniu, rekombinacja z udzia³em IR, która pozwoli na amplifikacjê plazmidu (panel B),
mo¿e zajœc wkrótce po inicjacji replikacji dimeru plazmidowego. Na panelu (B) IR zaznaczono jako groty
strza³ek, ich kolory odpowiadaj¹ kolorom IR macierzystych dla rekombinacji lub replikacji w poprzednich eta-
pach. Miejsca syntezy DNA zaznaczone zosta³y otwartymi trójk¹tami. W miarê wyd³u¿ania liniowego ³¹cznika w
strukturze „pince-nez” (PN) powstaj¹ nowe powtórzenia. Skutkiem zachodzenia rekombinacji z ich udzia³em
jest powstawanie kolejnych cz¹steczek potomnych, a wiêc amplifikacja plazmidu mimo braku inicjacji. Struktura
PN za ka¿dym razem mo¿e zostaæ odtworzona, z krótszym ³¹cznikiem. (wg PETESA i WILLIAMSONA 1994)



Plazmid 2µ jest w³aœciwie jedynym plazmi-
dem eukariotycznym, którego regulacja repli-
kacji zosta³a dok³adniej zbadana. Jego obec-
noœæ stwierdzono w wiêkszoœci szczepów dro-
¿dzy piekarskich (FARRAR i WILLIAMS 1988), co
œwiadczy o skutecznoœci ewolucyjnej tego spo-
sobu replikacji. Warto nadmieniæ, ¿e obecnoœæ
2µ nie daje tym szczepom ¿adnej przewagi se-
lekcyjnej, a wrêcz przeciwnie — ogranicza
wzrost komórek. W komórkach innych gatun-
ków dro¿d¿y (BLAISONNEAU i wspó³aut. 1997)
równie¿ zosta³y znalezione koliste cz¹steczki
DNA o podobnej budowie — wszystkie nios¹
sekwencje ARS, a tak¿e dwa rejony o zbli¿onej
sekwencji, które mog¹ braæ udzia³ w rekombi-
nacji, oraz 3–4 rejony koduj¹ce bia³ka. Zawsze
jedno z tych bia³ek wykazuje podobienstwo do
rekombinazy FLP plazmidu 2µ.

Badania przesiewowe doprowadzi³y do
stwierdzenia obecnoœci pozachromosomal-
nych elementów genetycznych u oko³o 10%
przebadanych szczepów dro¿d¿y (FUKUHARA
1995). Du¿¹ grupê tych elementów stanowi¹
plazmidy RNA. Otrzymane wyniki sugeruj¹
równie¿ obecnoœæ w wielu szczepach dro¿d¿y
liniowych plazmidów replikuj¹cych siê z u¿y-
ciem bia³ek terminalnych. U dro¿d¿y te linio-
we plazmidy znajduj¹ siê prawdopodobnie w
cytoplazmie, chocia¿ doniesiono te¿ o linio-
wym mitochondrialnym plazmidzie dro¿d¿-
owym (BLAISONNEAU i wspó³aut. 1999). Nato-
miast u grzybów nitkowatych, przeciwnie, pra-
wie wszystkie wykryte do tej pory plazmidy
wystêpuj¹ w mitochondriach (GRIFFITHS 1995;
MEINHARDT i wspó³aut. 1990, 1997), a przy tym
obecnoœæ tych plazmidów jest powszechna.
Liczba kopii tych plazmidów jest w zasadzie
sta³a w stosunku do liczby mitochondriów i z
regu³y s¹ stabilnie dziedziczone — nie s¹ jednak
znane dok³adne mechanizmy molekularne,
dziêki którym replikacja jest regulowana i za-
pewniany jest nielosowy rozdzia³ cz¹steczek
potomnych (GRIFFITHS 1995).

W wiêkszoœci przypadków koñce linio-
wych plazmidów grzybów nitkowatych s¹
zwi¹zane z bia³kiem, chocia¿ u jednego z gatun-
ków wykryto równie¿, jak wspomniano, obec-
noœæ liniowego plazmidu z kowalencyjnie za-
mkniêtymi koñcami (Ryc. 1C). U innych grzy-
bów niktowatych wystêpuj¹ plazmidy koliste
(GRIFFITHS 1995). Mechanizm ich replikacji
nie jest jasny. Niektóre, byæ mo¿e replikuj¹ siê
wed³ug modelu tocz¹cego siê ko³a, obecnoœæ
czasem genu odwrotnej transkryptazy zaœ su-
geruje, ¿e podczas replikacji nios¹cych go pla-

zmidów dochodzi najpierw do przepisania in-
formacji genetycznej na RNA, a pó¿niej, w wy-
niku odwrotnej tranksrypcji, tworzone s¹ po-
tomne cz¹steczki DNA. Nie jest wykluczone, ¿e
wiêkszoœæ plazmidów grzybowych (RNA i
DNA, liniowych i kolistych) pochodzi z „oswo-
jonych” wirusów.

Pozostaje pytanie, dlaczego plazmidy s¹ tak
czêsto obecne w izolatach grzybów. W warun-
kach laboratoryjnych, jeœli obserwuje siê jakiœ
zwi¹zany z ich obecnoœci¹ fenotyp, raczej wy-
daj¹ siê przynosiæ wiêcej szkody ni¿ po¿ytku.
Przede wszystkim powoduj¹ szybsze starzenie
siê komórek, chocia¿ znany jest te¿ plazmid,
który wydaje siê dawaæ fenotyp przeciwny —
przed³u¿enia ¿ycia (GRIFFITHS 1995). Mo¿liwe,
¿e plazmidy przynosz¹ nios¹cym je szczepom
korzyœæ selekcyjn¹ w naturalnym œrodowisku.
Wysuniêto np. hipotezê, ¿e ich obecnoœæ jest w
jakiœ sposób zwi¹zana z w³aœciwoœciami pato-
genicznymi grzybów paso¿ytniczych (GRI-
FFITHS 1995).

Jak wykazano, plazmidy u Neurospora s¹
przenoszone horyzontalnie (GRIFFITHS i
wspó³aut. 1990, COLLINS i SAVILLE 1990). Z dru-
giej strony, podczas rozmna¿ania p³ciowego
mog¹ zostaæ utracone (ARAGANOZA i wspó³aut.
1994, GRIFFITHS 1995). Byæ mo¿e „oswojone
wirusy” obni¿aj¹ podatnoœæ szczepów
rosn¹cych w naturalnych warunkach na bar-
dziej wirulentne elementy pozochromosomal-
ne (plazmidy czy wirusy), w mechanizmie po-
dobnym do niekompatybilnoœci plazmidów
bakteryjnych. Jest to zgodne z obserwacj¹, ¿e
plazmidy z tej samej rodziny nie wystêpuj¹ w
tych samych izolatach. Równoczeœnie, jeœli
„oswojony” element okaza³by siê bardzo nieko-
rzystny, mo¿liwa by³aby jego eliminacja pod-
czas rozwoju p³ciowego.

Wirusowe pochodzenie maj¹ te¿ byæ mo¿e
j¹drowe plazmidy wystêpuj¹ce u œluzowców z
rodzaju Dictyostelium (LEITING i wspó³aut.
1990). Liczba kopii ma³ych plazmidów œlu-
zowców dochodzi do 300 na komórkê, wiêk-
sze maj¹ mniejsz¹ liczbê kopii, ale mog¹ stano-
wiæ 2–5% ca³kowitego DNA w komórkach
(FARRAR i WILLIAMS 1988, SHAMMAT i
wspó³aut. 1998). Z czterech do tej pory grup
plazmidów scharakteryzowanych u tych orga-
nizmów (Ddp1, Ddp2, Dpp1 i Dpp3) najlepiej
zosta³a poznana grupa plazmidów podobnych
do Ddp2 (SHAMMAT i wspó³aut. 1998,
GONZALES i wspó³aut. 1999). Z jednym pozna-
nym wyj¹tkiem, nios¹ one tylko jeden gen, na-
zwany rep, chocia¿ wydaje siê, ¿e jego produkt
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odgrywa rolê raczej nie bezpoœrednio w repli-
kacji, ale w regulacji transkrypcji i w regulacji
liczby kopii (SHAMMAT i wspó³aut. 1998).
Równie¿ geny niesione przez plazmid Ddp1
nie wydaj¹ siê odgrywaæ roli bezpoœrednio w

replikacji, czêœæ z nich jest istotna jednak do
regulacji liczby kopii dla utrzymania siê pla-
zmidu w komórce (RIEBEN i wspó³aut. 1998) —
plazmidy Dictyostelium s¹ bardzo stabilnie
dziedziczone.

WYKORZYSTANIE PLAZMIDÓW REPLIKACYJNYCH W TRANSFERZE GENÓW DO
ORGANIZMÓW WY¯SZYCH

Wprowadzanie transgenu na samodzielnie
replikuj¹cej siê cz¹steczce DNA jest najczêst-
szym sposobem modyfikacji genetycznej mi-
kroorganimów. Co prawda, czasem celowo
wprowadza siê do komórek danego gatunku
plazmidy niezdolne do replikacji w tych akurat
komórkach. Celem wówczas jest rekombinacja
do chromosomu gospodarza. Takie konstrukty
nazywane s¹ integracyjnymi. W przypadku
bakterii, najczêsciej wykorzystywane biotech-
nologicznie s¹ plazmidy nios¹ce origin po-
chodz¹ce z plazmidów z grupy ColE1, choc cza-
sem wykorzystuje siê te¿ plazmidy iteronowe
(np. pSC101 czy RK2). Plazmidy oparte na re-
plikonie 2µ s¹ najszerzej wykorzystywanymi w
przemyœle biotechnologicznym wielokopijny-
mi wektorami dro¿d¿y S. cerevisiae (VAN DER
SAND i wspó³aut. 1995, LUDWIG i BRUSCHI
1991).

Plazmidy wykorzystuje siê równie¿ do bio-
technologicznego i terapeutycznego transferu
genów do organizmów wy¿szych. W przypad-
ku wiêkszoœci zastosowañ, plazmidowe DNA
niesie wy³¹cznie sekwencje pozwalaj¹ce na ich
replikacjê w komórkach bakteryjnych, zaœ po
wnikniêciu do komórek roœlinnych i zwierzê-
cych materia³ genetyczny albo ulega integracji
do chromosomu gospodarza, albo stopniowej
eliminacji. Jedynie w niektórych tkankach
zwierzêcych, szczególnie w tkance miêœnio-
wej, plazmidowy DNA pozbawiony zdolnoœci
do replikacji mo¿e siê utrzymywaæ przez kilka
miesiêcy (HARTIKKA i wspó³aut. 1996). Nie
zawsze zreszt¹ celem terapeutycznego transfe-
ru genów jest d³ugotrwa³e utrzymywanie
wprowadzanego materia³u genetycznego w
komórkach. Jednym z zastosowañ plazmidów
produkowanych w bakteriach jako wektorów
do organizmów wy¿szych jest technika szcze-
pionek DNA. Istotna jest tu jedynie czasowa,
wysoka ekspresja wprowadzanych genów dla
uzyskania odpowiedzi immunologicznej. W in-
nych zastosowaniach, np. w terapii chorób ge-
netycznych, spowodowanych brakiem okre-
œlonego bia³ka w komórkach, d¹¿y siê do utrzy-
mania ekspresji jak najd³u¿ej. Jednym z propo-

nowanych sposobów na jej zapewnienie jest
zastosowanie plazmidów, które zdolne by by³y
do replikacji równie¿ w docelowych komór-
kach zwierzêcych.

Pozachromosomalne wektory replikacyj-
ne, wed³ug ich proponentów, maj¹ przynajm-
niej trzy zalety. Po pierwsze, w przeciwien-
stwie do wektorów integracyjnych (nios¹cych
czêsto sekwencje czy geny sprzyjaj¹cych zajœ-
ciu rekombinacji), wprowadzenie konstruk-
tów replikacyjnych niesie mniejsze ryzyko in-
tegracji do jakiegoœ wa¿nego rejonu chromoso-
mu. Warto zauwa¿yæ te¿, ¿e integracja do chro-
mosomu mo¿e mieæ niekorzystne konsekwen-
cje dla regulacji wprowadzanych genów. I
wreszcie, mo¿liwoœæ zwiêkszenia liczby kopii
wprowadzanego plazmidu (i jej regulacji)
mog³aby pozwoliæ na osi¹gniêcie nie tylko sta-
bilnej, ale te¿ wysokiej ekspresji.

Jednymi z pierwszych wektorów stosowa-
nych do wprowadzenia genów do komórek
zwierzêcych by³y wektory nios¹ce sekwencje
replikacyjne pochodz¹ce z polyomawirusa
SV40 (CRAENENBROECK i wspó³aut. 2000).
Sztuczne plazmidy nios¹ce replikon SV40 re-
plikuj¹ siê jednak w sposób niekontrolowany,
co prowadzi do œmierci komórek. Wykorzystu-
je siê je do osi¹gniêcia wysokiej, czasowej eks-
presji wprowadzanych genów w hodowanych
komórkach. Genomy poliomawirusów, oprócz
genów koduj¹cych bia³ka otoczki wirusowej,
koduj¹ te¿ bia³ko niezbêdne do replikacji —
zwane du¿ym antygenem T. To wirusowe
bia³ko replikacyjne po zwi¹zaniu siê w pobli¿u
origin powoduje rozplecenie nici w rejonie
bogatym w pary A-T. Antygen T wi¹¿e siê te¿ z
bia³kiem RPA gospodarza, które stabilizuje jed-
noniciowe odcinki DNA powstaj¹ce w wyniku
aktywnoœci helikazy. W kolejnym etapie inicja-
cji do wirusowego DNA wi¹¿e siê primaza go-
spodarza. Koniecznoœæ oddzia³ywanie du¿ego
antygenu T z primaz¹ gospodarza jest prawdo-
podobnie czynnikiem ograniczaj¹cym spek-
trum gospodarzy polyomawirusów.

W przeciwieñstwie do plazmidów nio-
s¹cych modu³ replikacyjny SV40, plazmidy
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nios¹ce sekwencje ludzkiego polyomawirusa
BKV wydaj¹ siê replikowaæ tylko jeden raz pod-
czas cyklu komórkowego. Byæ mo¿e zatem
znajd¹ zastosowanie w otrzymywaniu stabilnie
zmodyfikowanych genetycznie linii komórko-
wych. Podobne zastosowanie zaproponowano
dla wektorów nios¹cych sekwencje replikacyj-
ne mysiego wirusa polyoma (CAMENISCH i
wspó³aut. 1996). Fakt, ¿e obecnoœæ antygenu T
w komórkach mo¿e u³atwiaæ ich transformacje
nowotworow¹ ogranicza jednak zastosowania
wektorów opartych na polyomawirusach do
celów terapeutycznych.

Historycznie, polyomawirusy by³y grupo-
wane w rodzinê papovawirusów razem z papil-
lomawirusami, z którymi s¹ prawdopodobnie
daleko spokrewnione ewolucyjnie (SHADAL i
VILLARREAL 1993, BELNAP i wspó³aut. 1996).
Jednym z przedstawicieli papillomawirusów,
którego sekwencje replikacyjne s¹ wykorzysty-
wane do otrzymania sztucznych plazmidów
zdolnych do replikacji w komórkach zwierzê-
cych, jest wirus BPV-1 (bydlêcy wirus brodaw-
czaka). W jego replikacji bior¹ udzia³ wirusowe
bia³ka E1 i E2. E1 wykazuje aktywnoœæ helikazy
podobnie jak du¿y antygen T polyomawiru-
sów. Wi¹¿e te¿ RPA i primazê gospodarza
(CRAENENBROECK i wspó³prac. 2000). Nato-
miast E2 modyfikuje wi¹zanie E1 do DNA, byæ
mo¿e wspomaga te¿ wi¹zanie bia³ek replikacyj-
nych gospodarza. E2 wydaje siê te¿ byæ g³ów-
nym bia³kiem regulacyjnym wirusa, a oprócz
tego odgrywa rolê w dziedziczeniu plazmidu:
przywi¹zuje genom wirusa do chromatyny go-
spodarza. Mimo tego, ¿e replikacja plazmidów
nios¹cych sekwencje replikacyjne BPV-1 nie
jest zwi¹zana z cyklem komórkowym, liczba
kopii takich konstruktów utrzymuje siê na w
miarê sta³ym poziomie w mysich i ludzkich li-
niach komórkowych. Byæ mo¿e te wektory
znajd¹ zastosowanie w terapii genowej.

Innym wirusem, którego sekwencje repli-
kacyjne znajd¹ byæ mo¿e zastosowanie do kon-
strukcji terapeutycznych plazmidów jest her-
peswirus Epstein-Barra (EBV). Podobnie jak
BKV, ten wirus jest powszechny u ludzi — la-
tentna infekcja dotyczy 90% populacji, do zaka-
¿enia dochodzi we wczesnym dzieciñstwie. Do
utrzymania siê genomu tego wirusa w komór-

kach oprócz sekwencji origin wystarcza obec-
noœæ genu EBNA1 (CRAENENBROECK i
wspó³prac. 2000). Nie jest jasne, czy produkt
EBNA1 bierze udzia³ bezpoœrednio w inicjacji
replikacji. Byæ mo¿e sprowadza do origin

bia³ka replikacyjne gospodarza, ale mo¿liwe
te¿, ¿e jego g³ówna funkcja le¿y w wi¹zaniu ge-
nomu wirusowego do chromatyny gospoda-
rza. Niestety, origin EBV nie jest aktywne w ko-
mórkach gryzoni, co ogranicza jego zastosowa-
nie do terapii genowej: testowanie wektorów
na zwierzêtach laboratoryjnych jest konieczne
w pocz¹tkowych etapach opracowywania tera-
peutyku. Mimo to, rejon replikacyjny EBV jest
wykorzystywany w badaniach maj¹cych na
celu stabilny transfer genów do komórek ludz-
kich (WADE-MARTINS i wspó³aut. 2000). U¿ycie
wektorów opartych na EBV pozwala na wpro-
wadzanie bardzo d³ugich odcinków DNA; tech-
nikê tê nazwano wrêcz technik¹ sztucznych
episomalnych chromosomów (VOS 1999).

Tak jak p³ynna jest granica miêdzy plazmida-
mi i chromosomami bakteryjnymi, tak od tech-
niki sztucznych episomalnych chromosomów
niedaleko do techniki sztucznych chromoso-
mów, w których rejon replikacyjny pochodzi z
chromosomu gospodarza. Taka cz¹steczka musi
nieœæ te¿ rejon centromerowy (zapewniaj¹cy
stabilne dziedziczenie) oraz telomery (by zapo-
biec stopniowemu skracaniu siê konstruktu
podczas kolejnych replikacji). Dro¿d¿owe
sztuczne chromosomy zbudowano ju¿ w latach
80. (BROWN i wspó³aut. 2000). Niedawno po-
dobne techniki zastosowano do konstrukcji
sztucznych mysich i ludzkich chromosomów.
Ma³a stabilnoœæ takich konstruktów w ludzkich
komórkach sprawia, ¿e ich zastosowanie w ce-
lach terapeutycznych stoi jeszcze pod znakiem
zapytania. Praktyczne problemy sprawiaj¹
szczególnie telomery sztucznych chromoso-
mów (BROWN i wspó³aut. 2000, VOS 1999). St¹d
propozycje wykorzystania zakoñczeñ po-
chodz¹cych z wirusów — miêdzy innymi adeno-
wirusa, który u¿ywa bia³ka terminalnego (VOS
1999). Takie konstrukty przypomina³yby linio-
we chromosomy bakteryjne. Naturalnie, wpo-
mniana technika episomalnych, kolistych,
sztucznych chromosomów pozwala w jeszcze
inny sposób rozwi¹zaæ „problem koñców”.

PODSUMOWANIE

Plazmidy odgrywaja ogromn¹ rolê w ewo-
lucji bakterii. Horyzontalny transfer genów jest

jednym ze Ÿróde³ zmiennosci mikroorgani-
zmów, warto te¿ zauwa¿yæ, ¿e samo „przejœcie”
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jakiegoœ genu na niezale¿ny replikon pozwala
na ewolucjê takiego genu niezale¿nie od ewo-
lucji jego chromosomalnej kopii. To sprawia,
¿e badania plazmidów s¹ bardzo istotne dla ba-
dania zmiennosci mikroorganizmów i maj¹
ogromne znaczenie praktyczne (m.in. klinicz-
ne). Niezale¿ne replikony wykorzystywane sa
te¿ do modyfikowania mikroorganizmów do
celów biotechnologicznych.

Mo¿liwoœci praktycznych zastasowañ by³y
zawsze wielkim stymulantem w badaniach pla-
zmidów. Ale drugim czynnikiem sprzyjaj¹cym
ich prowadzeniu jest fakt, ¿e w wiêkszoœci
przypadków obecnoœæ plazmidów nie jest nie-
zbêdna dla prze¿ycia gospodarza. Mo¿na sobie
zatem pozwoliæ na daleko id¹ce modyfikacje
ich budowy z u¿yciem technik in¿ynierii gene-
tycznej. Manipulacje te s¹ u³atwione w przy-
padku ma³ych cz¹steczek plazmidowych — wy-
korzystuj¹c ró¿nice w rozmiarze, mo¿na w
praktyce takie cz¹steczki ³atwo oddzieliæ od
chromosomów gospodarza.

Analiza replikacji plazmidów i jej kontroli
doprowadzila do prze³omowych odkryæ do-
tycz¹cych regulacji ekspresji genów w ogóle
(np. z u¿yciem antysensownego RNA) i do po-
znania ogólnych mechanizmów rz¹dzacych
procesem replikacji. Zdolnoœæ niektórych pla-
zmidów do replikacji w komórkach odleg³ych
systematycznie gatunków doprowadzila do po-
stawienia pytañ dotyczacych interakcji miedzy
bia³kami symbiontów a bia³kami gospodarza.
Jako ¿e plazmidy mimo tego, ¿e s¹ niezale¿ny-
mi replikonami wykorzystuj¹ enzymy replika-
cyjne gospodarza, badania replikacji plazmi-
dów pomog³y zrozumieæ wiele aspektów repli-
kacji DNA chromosomalnego, a tak¿e innych
poso¿ytów wewn¹trzkomórkowych — wiru-
sów. Pozwoli³y tym samym na dok³adniejsze
zrozumienie bodaj¿e najbardziej podstawowe-
go procesu biologicznego, jakim jest replikacja
materia³u genetycznego.

REPLICATION OF PLASMIDS

S u m m a r y

One of the characteristics that differentiates
plasmids from other extrachromosomal genetic ele-
ments, transposons and viruses, is the controlled repli-
cation that allows stable inheritance in dividing cells.
At the same time, the mechanism of replication of
some plasmids is very similar to that of some viruses,
and indeed some plasmids might have viral origin. In
the case of other plasmids, their replication mecha-
nism is similar to that used by the host. On the one
hand, therefore, the study of plasmid replication may
give hints as to the origin of a particular group of these
extrachromosomal elements. On the other, the re-
search on replication of plasmids helped to solve basic
questions pertaining to this basic molecular process in
general. The first basic problem of any process of DNA
replication is that of priming, since none of the
replicative polymerases can start DNA synthesis using
just free nucleotides. Plasmids use three strategies to
solve this problem. Some linear plasmids code for a
replication protein which provides an OH group to
which the first nucleotide of the copy molecule can be
attached by a plasmid-coded DNA polymerase. An-
other strategy is to bring the host primase to the origin
of replication. This enzyme synthesizes a short RNA
molecule the 3´OH end of which can be elongated by
the DNA polymerase of the host. The mechanism of
replication of such plasmids shows many similarities
to that of the host chromosome. Some plasmids, it may
be added, code for their own primase. Finally, at the
origin of replication of other plasmids, for instance
those replicating using the rolling-cycle mechanism,
one of the parent DNA strands becomes cleaved to
provide a free 3’OH group. Research on plasmid repli-

cation provided many answers not only to basic ques-
tions on replication in general: it was also very impor-
tant for understanding the mechanisms of gene regula-
tion. Plasmid replication needs to be controlled so that
the metabolic burden on the host is not excessive.
There are two known mechanisms used to control the
replication of bacterial plasmids. In one, the role of a
regulator is played, actually, by the plasmid DNA se-
quences in the origin region. This is the mechanism of
plasmid handcuffing, named after the appearance of
two plasmid molecules brought together when such
regions from two plasmids interact indirectly, the
mechanism by which replication is repressed. As the
interaction is reversible, when plasmid concentration
in the growing and dividing cell drops, the molecules
can separate and replicate. In a different mechanism
of replication regulation, the role of the regulator is
played by small molecules (RNA, and sometimes also a
protein) the concentration of which depends on
plasmid copy number and which inhibit the synthesis
of another molecule coded for a plasmid (usually a
protein, sometimes RNA) that is important for replica-
tion initiation. Indeed, it was thanks to the research on
regulation of plasmid replication that the mechanism
of regulation by small RNA molecules (antisense RNA)
has been first described in detail. The reason for such a
historical importance of research on plasmid replica-
tion is that it is easier to achieve the genetic modifica-
tion of plasmids than modification of the host ge-
nome. Moreover, the effects of a modification of an el-
ement which is not necessary for survival of the cell
can be observed and interpreted with less difficulty.
For the same reasons of easy manipulation, introduc-

270 BORYS WRÓBEL



tion of artificial plasmids into the cells is the main
method of genetic modification. Such molecules may
not be replicative in the target host, and thus either are
eliminated from the cells with time, or integrate into
the host chromosomes. In the case of a majority of bio-
technological applications, however, the plasmids
used are replicative, and therefore it is important to be

able to control their copy level in the cells. Replicative
elements are being also considered for use in therapy.
Thus, the research on plasmid replication remains of
vital importance.
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