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Bevezetés

Disszertaciomban a baktériumok populacios novekedésével és
sejtosztodasaval foglalkoztam. A baktériumok kozdsségi viselekedése nagyon
bonyolult, és nem ismert, hogy hogyan szabalyozzak szaporodasukat egy
populacioban. Laboratoriumi koriilmények kozott a baktérium populaciok
természetbeni ndvekedését szakaszos fermentacioval lehet legjobban
modellezni. Az irodalmi informaciok alapjan a bakteridlis populacio zart
rendszerben torténd novekedése 5 f0 szakaszra, fazisra bonthatd: lag,
exponencialis, stacionarius, pusztulasi és hosszatava stacionarius fazis. A a lag
fazis kezdetén még nincs (vagy alig van) sejtosztddas. Az exponencialis
fazisban maximalis sebességgel osztddnak a sejtek, amig bizonyos kiilsd
tényezOknek koszonhetéen lelassul az osztdédas és a populdcido belép a
staciondrius fazisba, melyet allandd sejtkoncentracioként definidlnak. A
novekedéslassulast a szakirodalom tapanyagkimeriiléssel magyarazza, vagy
mérgezd anyagcsere melléktermékek / szignadlmolekulak felhalmozodésaval,
esetleg kontaktgatlassal. A fazist, amikor a sejtek telepképzo egységeinek (ang.
colony forming unit, CFU) szamanak csokkenése tapasztalhato, a szakirodalom
pusztulési fazisnak nevezi, és tigy tartjak, hogy az elpusztult sejtek tormelékeit
hasznosito talélo sejtek pedig még hosszu ideig fenntarthatjak a populaciot a
hosszutavia stacionarius fazisban.

Bar az egyik legnyilvanvalobb jelenséget, a stacionarius allapotot
azonnal felismerték, és leirtak, de alapos jellemzését 225 év alatt sem végezték
el. A baktériumok sejtosztodasat és populaciés novekedését nem csak az
alapkutatas szempontjabol fontos megismerni és megérteni, hanem a
gyogyaszat, az ipar, a biotechnoldgia és a kornyezetvédelem fejlesztésének

érdekében is. A tudomanyt mar tobb mint 200 éve foglalkoztatja ez a téma,
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azonban még mindig vannak béven megvalaszolatlan kérdések. A bakterialis
populacido novekedésének szakaszainak kialakulasarol és a hattérben allo
folyamatokrol kiilonbozé elméletek és magyarazatok késziiltek, de szinte
mindegyiket megkérddjelezték vagy talaltak kivételeket, amikor nem
bizonyultak helyesnek. Mindezek miatt napjainkban is kiemelten fontos a

bakterialis populacio ndvekedésének részletes vizsgalata.

Célkitiizések
Doktori munkam legfobb célja a bakteridlis populaciondvekedés és a

fazisok kialakulasanak részletes vizsgalata szakaszos fermentacidban gazdag

tapoldatban, amelyhez a fotoautotrof Synechococcus elongatus PCC 7942 (S.

elongatus) cianobaktériumot és a heterotrof FEscherichia coli (E. coli)

enterobaktériumot hasznaltuk modellorganizmusként. Eredményeink elérése
érdekében a kovetkezd vizsgalatokat tiiztiik ki célul:

1. Osszehasonlitani a populacié fejlédését leird technikakat, tigy mint
sejtkoncentracio, optikai denzitas (OD), CFU ¢és szarazanyag
meghatarozas, azért mert mar ebbdl is szamos arte fact szarmazott.

2. Vizsgéalni és jellemezni a szakaszos fermentacid sordn jelentkezd
alapvetd bakterialis novekedési fazisokat (exponencialis, stacionarius €s
késoi stacionarius fazis).

3. Kivizsgalni a szakirodalom altal nyujtott magyarazatokat a staciondrius
fazis kialakulasara, ugy mint a tapanyaghiany, méreganyagok/
szignalmolekuldk felhalmozodasa a tapoldatban és kontaktgatlas.

4, Mivel megfigyeltiik, hogy a bakterialis szaporodas kedvezo feltételek

mellett sem korlatlan, a sejtkoncentracio novekedése mindig lelassul €s



beall a stacionarius fazis, ezért kiemelt célunk ennek a nativ stacionarius
fazis kialakuldsanak a feltérképezése.
5. Vizsgalni a kiilonb6zo fazisokra jellemzo sejtek kozotti fenotipusos

eltéréseket.

Alkalmazott modszerek

. Felhasznalt baktérium torzsek és nevelési feltételek

Kisérleteink soran az S. elongatus PCC 7942 cianobaktériumot és az E. coli
DHb5alpha enterobaktériumot alkalmaztuk. A baktériumok folyadék kultiraban
néttek Erlenmeyer lombikokban 25-100 ml térfogatban. Az S. elongatus-t
fotoautotr6f modon neveltiik BG-11 tapoldatban; a sejtkultGra 110 rpm
sebességgel razodott 29°C homérsékleten és allando fehér fényti 40 umol foton
m—2 s—1 intenzitdsi megvilagitds mellett (Algatron, Photon System
Instruments PSI). Az E. coli-t heterotrof médon neveltiik Luria-Bertani (LB)
tapoldatban, valamint a tapanyaghiany vizsgalatahoz alkalmaztuk még a 2YT
és SOC tapoldatot is; a sejtkultira 200 rpm sebességen razodott 37°C
hémérsékleten.

. Optikai denzitas mérés

A kulturdk  sejtstiriségének, vagyis optikai  denzitasanak (OD)
meghatarozasahoz Nicolet Evolution 500 spektrofotométert hasznaltunk. Az S.
elongatus kultardk OD mérését naponta egyszer végeztiik 580, 730 és 750 nm-
en torténd fényelnyelés alapjan. E. coli esetében oranként mértiik az OD-t 600

nm-€n.



) Sejtkoncentracié meghatarozasa

A sejtkoncentraciot sejtszamlalassal hataroztuk meg, Biirker kamra
hasznalataval mikroszkdp alatt.

. Szarazsuly meghatarozas

Meghatarozott mennyiségli sejtkultirat (a sejtstirliségtdl fliggden 5-10 ml)
szlrtiink 4t fecskendd segitségével ismert tomegli iiveg mikroszalas sziiron. A
szir6papirokat ezutan 80 °C-on szaritottuk tomegallandosagig, majd lemértiik
a tomegiiket s kiszamoltuk a mintak tomegét.

) Telepképzb egységek szamitasa (CFU)

A telepképzd egységek szamat (CFU) agar tartalmu taptalajon torténd
szélesztéssel hatdroztuk meg. Mintavételezés utan a sejtszuszpenziokat steril
tapoldatban sorozatosan higitottuk, majd 0,1 ml térfogatot hasznaltunk fel a
szélesztéshez.

. Festék kizarasos modszer

Az élettelen sejtek jeloléséhez tripankéket vagy propidium-jodidot
alkalmaztunk a gyartdé felhasznalasi utmutatasat kovetve kisebb
modositasokkal.

) Fluoreszcens mikroszkodpia

A fluoreszcens mikroszkopos felvételeket egy CoolLED PE-4000 fényforrassal
ellatott Nikon Eclipse Ni-E mikroszkop segitségével készitettiik.

° Proteomikai analizis

Az S. elongatus mintdkat standard recept alapjan homogenizaltuk,
affinitas alapu tisztitas utan, tripszines emésztést kovetéen tomegspektrometris

analizisnek vetettiik ala (Thermo Orbitrap Fusion Lumos tomegspektrométer).



Eredmények

. Mindkét vizsgalt bakterialis torzset gazdag tapoldatban nevelve,
jelentés  kiilonbségeket  figyelhettink meg a  populdcidndvekedés
nyomonkovetése soran a kiillonb6z6 mérési modszerek kozott (Ughy, Nagyapati
és mtsai, 2023).

. A sejtek pusztulasat festékkizarasos moddszerrel vizsgaltuk, és sem a
korai, sem a késOi stacionarius fazisban nem tapasztaltunk jelentds
sejtpusztulast.

. Az eredményekbdl lathato, hogy az exponencidlis fazisban maximalis
sebességgel osztddik a populacid, majd a sebesség lassul, és egy atmeneti
perioduson keresztiil belép a staciondrius fazisba, amelyet 4llando sejtszdm
jellemez. A novekedés azonban nem 4all le, hanem a sejtek nyulnak, &m nem
osztodnak, majd egy id6 utan elveszitik telepképzd képességiiket, amely
eredményeink alapjan, a koztudattal ellentétben nem egyenld a pusztuldssal,
hanem egy un. €16 de nem osztddo6 fenotipust takar.

. Mivel a stacionarius fazis kialakulasdnak okaként leginkabb az éhezést
tartjak, ezért vizsgaltam a tapanyagmennyiség kihatasat a novekedésre, ami
utan azt tapasztaltam, hogy sem a szokasostol magasabb tapanyagkoncentracio,
sem a rendszeresen frissitett tapoldat nem eredményezett gyorsabb szaporodast,
vagy magasabb sejtkoncentracidt a stacionarius fazisban. Raadasul a populacio
masodszor is képes ugyanolyan dinamikéval felnéni az elhasznalt a
tapoldatban. A staciondrius allapot gazdag taptalajon/ tapfolyadékban is
kialakul ¢és nem tapanyaghidny vagy felhalmoz6ddé méreganyagok/

szignalmolekulak jelenléte okozza.



. A kontaktgatlas lehet6ségét is megvizsgaltuk, kisérletiink pedig azt
bizonyitotta, hogy a stacionarius fazisi S. elongatus kultira 30%-os, az E. coli
pedig 70% higitas ellenére sem indult osztddasnak, tehat nem kontaktgatlas
okozza a stacionarius fazis kialakulasat.
. Felfedeztiikk, hogy mas egysejtli populdcioknal is létezik egy fajra
jellemz6 sejtkoncentracio, amely felett nem indul be az osztddas inokulalast
kdvetden, és ezt minimalis stacionarius sejtkoncentracionak neveztiik el (ang.
minimal stationary cell concentration, MSCC). MSCC pontként a stacionarius
sejtkoncentracid legalacsonyabb értékét tekintjiik, amelynél a populacié még
nem indul osztédasnak a friss leoltast kdvetden.
. Megfigyeltiik tovabba azt is, hogy a generaciods id6 nem allando érték,
hanem fiigg a sejtkoncentraciotol (Ughy, Nagyapati és mtsai, 2023).
. Meg kell azonban jegyezniink, hogy a stressz hatdsok befolyasolhatjak
a populaciondvekedést, mely soran egyéb metabolikus valtozasok is
bekovetkeznek (Kanna és mtsai., 2021).
° A proteomikai vizsgalatok eredménye alapjan meg tudtunk
kiilonboztetni kifejezetten az egyes ndvekedési fazisokra jellemz6 fehérjéket.
Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a populacié novekedése soran a sejtek
folyamatos, genetikailag vezérelt differenciacion mennek at a kovetkezo séma
alapjan: [Exp] = [Stac] — [kései Stac]. Az S. elongatus és E. coli vizsgalata
altal kapott eredmények kozotti erés hasonlosagok miatt kovetkeztetéseinket
altalanosnak tekinthetjiik a baktériumokra nézve (Ughy, Nagyapati és mtsai,
2023).

Osszegezve, az eredményeink alapjan Gjra kell gondolni a bakterialis
populacio novekedésérol kialakult képet. Csoportunk irta le eldszor a

prokariotak/ egysejtiiek sejtdifferenciacion alapuld fejlédését zart nevelési
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rendszerben (Ughy, Nagyapati és mtsai., 2023). Felfedezésiink 1ényege tehat,
hogy az ismert fazisok (exponencialis, stacionarius és késdi stacionarius
fazisok) alatt folyamatos bakterialis sejtdifferenciacio zajlik, amelynek végén
egy terminalisan differencialt fenotipus fejlodik ki, aminek a telepképzo
készsége megsziinik ugyan, de a sejtek aktiv anyagcserét folytatnak. Ezt
bakterialis GO allapotként jellemeztiik. Tovabbi vizsgalatok segithetnek abban,
hogy megtalaljuk a genetikai féket, amely a sejtosztodas szabalyzasaért felelds,

valamint melyek a bakterialis populacio differencialodasat iranyitjak.

Konklizié
F6bb megallapitasaink:
1. meghataroztuk, hogy a kiilonbozé detektalasi moddszerek mire

alkalmasak (sejtkoncentracio, OD, CFU, szarazanyag);
2. egy tapanyagokban gazdag tdpfolyadékban minden esetben kialakul a

staciondrius allapot, tehat nem éhezés és nem toxin okozza a stacionarius

allapotot;

3. a generacios id6 nem allando érték, folyamatosan valtozik a sejtsiiriség
fliggvényében,;

4. felfedeztiik az altalunk minimalis stacionarius sejtkoncentracionak

nevezett koncentraciot (MSCC), ami folott friss leoltast kovetden a sejtek
még nem kezdenek el osztddni, csak alatta;

5. a sejtkoncentracio fontos tényezd a sejtosztodas leallitasahoz,
Onmagaban azonban nem elég a stacionarius sejtkoncentracio

beallitasahoz;



proteomikai vizsgalatok bebizonyitottak, hogy a bakteridlis sejtek a
leoltast kovetden egy folyamatos sejtdifferenciacion mennek keresztiil,
melynek a végén terminalisan differencialodott, osztodasra képtelen, de
€16 sejtek alakulnak ki;

a populaciot elképzelhetjik egy virtualis szovetként, amelyben az
0sztodo sejtek bakterialis Ossejteknek feleltethetéek meg, a termindlisan

differencialodott sejtek pedig szomatikus sejteknek.



Summary

Understanding bacterial cell division and population growth is crucial not
only from the perspective of basic research, but also to achieve advancements
in medicine, industry, biotechnology, and environmental science. Though this
topic has intrigued scientists for at least 200 years, many questions remain
unanswered. One key mystery is how bacteria regulate their reproduction within

a population — how population dynamics influence individual cell division.

The aim of our research was to investigate the growth and the formation
of growth phases in batch culture of bacteria. Our model organisms were:
Synechococcus elongatus PCC 7942 and Escherichia coli. The similarities
observed between these two strains suggest the existence of fundamental

principles governing prokaryotic and unicellular life.
Our main findings are:

1. we characterized the different detection methods, what are they exactly

suitable for (cell concentration, OD, CFU, dry matter);

2. stationary state inevitably occurs even in a nutrient-rich medium,
therefore, neither starvation nor toxins are not necessary to the stationary

state;

3. the generation time is not a constant value, it changes continuously

depending on the cell density;

4, we discovered a special inoculation concentration named minimal
stationary cell concentration (MSCC), above which the cells do not

commence dividing upon a fresh inoculation;



cell concentration is an important factor in the regulation of the
population growth, but it is not sufficient itself to establish the stationary

cell concentration;

proteomic studies have proven that bacterial cells are in a continuous cell
differentiation following inoculation, which ends with a terminally

differentiated, unable to divide, but living cells;

we suggest that a unicellular population can be considered as a virtual
tissue, in which the dividing cells can be considered as bacterial stem
cells, and the terminally differentiated cells are similar to the GO somatic

cells.
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