A replikacio szabalyozasa a baktériumok sejtciklusaban; az I-, C- és D-
fazisok és a méretkontroll szerepe baktériumoknal.

A replikaci6 szabalyozasa

Cooper kisérlete: egy membranon rogzitenek egy sejttenyészetet, majd tapoldatot folyatnak
a membranon keresztiil, amirdl a rogzitett sejtek nem tudnak leszakadni, de az utodok a
szerkezetbdl kifoly6 tapoldattal (eluens) kifolynak. Ez egy egyszer(i szinkroniracids technika
baktériumokhoz.
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Az eluensben a sejtek mennyisége ciklikusan valtozik: folyamatosan exponencidlisan nd, de

generacidos 1donként lefelezddik a mennyiség. E jelenség a koreloszlasfiiggvénnyel
magyardzhat6: Amikor a tenyészetet a membranra felvittiik és rogzitettiik a sejteket, veliik
egyiitt a koreloszlasukat is rogzitettiik, 1ényegében a koreloszlasfiiggvényen visszafelé mennek
mindig az ) osztoddsok (hiszen az utdodok mindig kifolynak a rendszerbdl). A
koreloszlasfiiggvény a gorbe egy periodusanak a periodus felére vett tiikorképe. A
fliggvény periodikus, és egy ellicids idé a periddusa. Az elicios id6 megegyezik a generacios
idovel.
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Ezzel a modszerrel lehet kutatni, hogy
bizonyos generacidos i1dé mellett milyen .
intenzitasu a replikacid. A kisérlet tigy zajlik

gyakorisag

le, hogy a membranon valo rogzités elott
triciumtartalmi  timines  tapkozegben

tartjak Oket egy percig (impulzusjelolés),
ezalatt a radioaktiv timint felveszik azok a % o sejtek kora
sejtek, amelyek éppen replikaljak a DNS- -

iiket. Tehat ezek a sejtek radioaktivak lesznek,
a tobbi nem. Minél gyorsabb a replikécio,
annal tobb timin ¢épil be. Az eluens
radioaktivitasa ardnyos a felvett timin
mennyiségével. A mért radioaktivitist egy

generacios 1do
az elkovetkezd
osztodasig

sejtszam

sejtre  kell  vonatkoztatni, tehat a
koreloszlasfiiggvény szerint kell a mért

adatokat korrigélni, tehat egyrészt az elucids

1d6 elejétdl kell venni a fliggvényt, masrészt elucios 1do
minden periddust (generaciot) tikkrozni kell a felére (és a generaciokat kiilon kell vizsgalni).
Ezaltal megkapjuk, hogy a sejt ciklusidejének melyik részében, milyen intenzitassal replikalt.
(Ezenkiviil a zajtdl is meg kell szabadulni, ami abbol addédik, hogy minimalis mennyiségii
triciumos timint minden sejt felvesz a replikaciotol fiiggetleniil.)

Ha radioaktivitas lefelezédik, az azt jelenti, hogy a replikacio sebessége megkétszerezédott.
Ez pedig csak akkor torténhet meg, ha uj replikaciés villa nyilik a DNS-en (prokariotdknak
csak egy replikacios origdja van, tehat ugyanaz nyilik fel Ojra).

Kisérlet E. colival

60 perces generacios ideji sejtek:

A radioaktivitas 20 percig nem észlelhetd, majd 40 percig megugrik. A kdvetkezd ciklusban
ugyanez torténik, de az el6z0 radioaktivitasnak csak a felét éri el (a szemikonzervativ replikécio
miatt a radioaktiv timin fele a baby machine-ben marad, ezt a replikdciosebességre vald
atirasnal ki kell kiiszobdlni).

Ebbdl kikovetkeztetheto, hogy az els6 40 percben allandoé intenzitassal replikal a sejt, a
maradék 20 percben mar nem.
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Meért radioaktivitas A replikacid intenzitisa
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40 perces generacios idejl sejtek:

A radioaktivitds 20 percig magas értékli, majd 20 percig feleakkora. A ciklus alatt a
radioaktivitds mindig tobb, mint 0 (a szemikonzervativ replikaci¢ itt is érvényesiil).

Ebbdl kikovetkeztetheto, hogy az elsé 20 percben allandoé intenzitassal replikal a sejt, a
kovetkez6 20 percben kétszer olyan gyorsan.
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20 perces generacios idejl sejtek:

A radioaktivitds végig ugyanolyan magas értékii, a generdcios 1d0 végén lefelezddik (a
szemikonzervativ replikdcio miatt). A ciklus alatt a radioaktivitds mindig tobb, mint 0 és nem
valtozik.

Ebbdl kikovetkeztetheté, hogy a replikacio intenzitasa végig ugyanolyan szintii.
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A tapasztalatok magyarazata:

Alapvetéen az E. coli egy haploid sejt, egyetlen cirkuléris
kromoszémaval. Mivel nincs sejtmagja, nem kell elkiilonitenie a
replikaciot és az osztddast.

Replikécié utan megkezdddik a szeptacid, a két utdédnukleoid a
két jovobeli utodsejt plazmajaba megy (bakteridlis sejtvaz és a
nukleoid membranra vald kitapadasa altal), majd a szeptacio
befejezédik. Viszont semmi sem tiltja, hogy miutan a két

utodgenom egymastol elvalt és a szeptacid elkezdddott, 0 origd
tiizeljen. Tehat még nem valt el a két utod, technikailag egy
egyedrdl beszéliink, de mar a sejt tobb, mint diploid. A 1ényeg
csak annyi, hogy az éppen sziiletett sejt és a beldle Kifejlodo
utod a replikiacié ugyanazon pontjan tartson. Egyetlen
megkotés van csak: mivel a szeptacid6 20 percig tart, egy
replikaciot a sejtnek be kell fejeznie osztddas el6tt 20 perccel. De
hogy addig hanyat indithat el, azt a generacids id6 szabja meg.

sejtosztodas
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Ez a magyarazata annak, hogy a sejtek DNS-tartalma elérheti a 60 perces ciklusidejli baktérium

DNS-tartalmanak 2,5-szeresét is.
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A bakterialis sejtciklus

I-fazis: a generacios id6 maradék részét tolti ki,
amikor se C, se D fazis nem torténik. Mindig
annyi ideig tart, hogy Ty =1+ C + D (sorrendben
is igy kovetik egymast) igaz legyen.

kritikus
sejttomeg

C-fazis: ennyi id6 kell a DNS megkettézésc¢hez.
E. coliban ez 40 percig tart (ha nem tal hosszl a
generacids ido).

D-fazis: ennyi id6 kell a kromoszomak

crer

Ha tal hosszl a generaciods 1d6, a C- és D-fazisok hossza megnyulik.

D- és C-fazis alatt el lehet kezdeni C-fazist, tehat az n-edik generacio alatt el lehet kezdeni
az n+1-edik generacio C-fazisat.

D-fazis alatt nem lehet Gj D-fazist elkezdeni, ezért a generacios idé6 minimumat a D-fazis
hossza szabja meg.

Donachie kisérlete:

A C-fazis elején méretkontroll van
(olyasmi, mint az eukariotak

0

cycle time (min)

25/

startpontjaban), az origok mindig egy
adott méretnél kezdenek tiizelni. A

tapasztalat az volt, hogy 60 perces
generacios  1donél egy  bizonyos
sejtméretnél kezdett az origé tiizelni, és

egy origo tiizelt ilyenkor a sejtben. 30 és

59 perc kozotti generacids idonél mindig
ugyanannal a  sejtméretnél tiizelt

egyszerre két origd, de ez a sejtméret mas Relative
volt, mint a 60 (és tobb) percesnél, cell mass
rdaadasul éppen kétszer akkora volt a

sejtméret. 20 és 29 perc kozott mar négy

origd tiizelt egyszerre egy 1j, a 60 perces
generacios  1deji  sejthez  képest
négyszeres sejtméretnél.

Kovetkeztetés: egy origo tlizeléséhez egy
60 perces sejtméret (mostantdl sm)

szlikséges, n origd tiizeléséhez pedig

n sm sziikséges (n gyakorlatilag csak 1, 2 0 10 20 30 40 50 60
vagy 4 lehet). Time (min)
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