Gyogybitech 2. el6adas (02.18.)

A ndvényi biotechnolédgia és
gentechnologia térténete

= 1838: ket német kutaté, a botanikus Schleiden és a
biologus Schwann sejtelmélete (minden
Szervezetet sejtek épitenek fel); a soksejti
szervezetek minden egyes differencialodott sejtje
megtartja a kiinduld egyetlen sejiben
(megtermekenyitett peteseijt) jelenlévd informaciot

m 1870-es evek Wochting a Corydalis solida
gumojanak vagasfellletén gyokér- és
levelorganizacio

C\" szomalikus sejtek totipotenciajanak
alapgondolata Haberlant 1202

A ndveényi szdvettenyészté jai
o egtereyn s nyesztes alapjainak

Haberlant 1902- elséként probalkozott a vegetativ
sejtek tenyésztésével, intakt ndvény létrehozasara,
egyszeru taptalajon; az akkori tenyésziési
kérulmények miatt nem sikertilt

Hannig 1904- retekembridkkal sikeres kisérletek,
Kipreparalt embridkbol tapkdzegben (asvanyi sok,
szacharoz) novényeket kapott

Laibach 1925- taptalajon hibrid embriokbol hibrid
novenyek felnevelése, szervkultirak fejlédése




A ndvényi szévettenyésztés alapjainak
megteremtése

Robbins (USA), Kotte (Eurépa) 1920-as évek-
gyokérmerisztémak novekedéséhez szukséges
feltételek kialakitasa (szervetlen sok, gliikéz): izolalt
borso- és kukorica-gydkércsucsok intenziven
novekedtek taptalajon = elagazé gyokérré:
folyamatos tenyésztésirk gatja a steril technika
hianya

1930-as evek: két szbvettenyésziési iskola

White (USA), Gautheret (Franciaorszag)

A ndvényi szovettenyésztés alapiai
megtereyntése yeszies alapjainak

White
1932-ovulum tenyészetek

1934- paradicsom gydkércsiicshol gyokeértenyészet
(szervetlen sék, szacharéz, élesztokivonat, késébb
BB vitamin) folyékony taptalajon: hetente kellett

atoltani oldalgyékerekrdl: a korlatlan ideju névenyi
szovettenyészet elsé allomasa

1939- N. glauca X N. langsdorffii hibridbdl inditott
folyamatosan névekvé kallusz




A ndvényi szévettenvészté 5
megterexués Ovettenyésztés alapjainak

Gautheret
elsokeént indukalt kalluszt in vitro

19}39— Nobécourt-ral egyiitt hathetente folyamatosan
atolthaté sargarépa kultira: a taptalajt agarral
szilarditottak és a White-féle vitaminokkal (tiamin,
piridoxin, niacin) kiegészitették

A ndvenyi biotechnolégia és
gentechnolégia torténete vazlatosan

s 1940-ig: a steril technika és a legalapvetobb
modszerek kidolgozasanak idészaka

1950-1980: kil. szervek, merisztémak, haploid €s
szomatikus sejtek, protoplasztok totipotenciajanak

bizonyitasa = a szomatikus sejtgenetika
kialakulasa

1980- a2 ndvényi géntechnologia eléretorese, GM
novények kdztermelésbe kerilése a 90-es evek
kozepén




OSSZEGEZVE: a novénybiotechnoldgiai megkézelités
a novenyi sejtek totipotenciajanak kihasznalasan alapul.

1900-1950: a szovettenyesztes alapjainak megteremtése
1902-04: Haberlandt-Hennig: elso sejttenyészetek
1910-20: stenl tenyesztes modszertananak kidolgozasa
(1925: Laibach: hibrid embrok nevelese taptalajon)
1930-40: szovettenyesztési iskolak dohannyal, sargarepaval (kalluszok
nevelése): White (USA), Gautheret (Franciaorszag)

2. A novenyi sejtek totipotenciajan alapulo szematikus sejtgenetika kialakulasa
(1950-80)

3. A novenyi géntechnolégia kialakulasanak idoszaka (1980-) 1R

A restrikcios enzimek felfedezésével indult “vilaghodito™ utjara a

70-es évek elején a géntechnologia / génsebészet/ i
génmérnokoskodes / génmanipulacio....

Gyogynovény szoy ettenyészetek h

o atoanyag kképzése
Vilagszerte Kiterjedt kutatasokat lolytatnak a gyogy
nyert ~ T

eloallit

novényekbol

segitségével a novényi hatoanyagok
asara, ellenorzott és reprodukalhatéo modon. Varhato, hogy a
gyogyszeripari célra hasznalt lermészetes anyagok gy

artasara egyre
tobbszor fognak

biotechnologiai modszereket alkalmazni.

Sok nehezséget okoz azonban, hogy a kultirak gyakran egyaltalan
nem, vagy csak igen csekély mértékben szintetizaljak az intakt
novenyre jellemzo masodlagos anyagcseretermékeket. Pedig az izolalt
Kultarak | totipplenciaja alapjan a lajra jellem

L iS feltételezheto.

A kerdés csak az, tudjuk-e gy befolyzsolni a potencizilisan
minden szintézisre genetikailag kodolt sejteket, hogy olyan
biokémiai szintézist végezzenck, mint az intakt niovényben.




OPTIMALIZALAS

A Kutatok cgyeteértenck  abban, hogy a szekunder/specialis
anyagceseretermeékek eléallitasanak fajlagos termelékenysége nem elég
ahhoz, hopy az cliarasok ipari méretekben megalljak a helyiiket,

cnel : ',||ly||‘;|‘ ' Yuan ’;I

- a kozeg Osszetétel beallitasa
- a homeérséklet optimalizalisa
lizikai és kémiai mutatok szabalyozasa (pl. pH, fény, sth.)
de egyik sem alkalmazhaté altalanosan, vagy kiilsn-kiilén. Ahhoz, hogy

ezekel szabalyozni tudjuk, mindenek eléit meg kell ismemiink azokat
részletesen.

O 5 ” (Haberlandt, 1902)
* Intakt novénytol eltérd anyagesere
* Novenyi szovettenyésztés alapja
- Sterilitas
- Fény
- Homérs¢klet
_szilard
‘Taptalaj ~
“folyekony
- pH
- Makro elemek
- Mikro elemek
- Vitaminok
- Szénforrasok
- Nitrogén-forras
- Hormonok




NOVENYI RESZEK TENYESZTESENEK FELTETELEIL 1

’

1) Hoigeny: fajonként valtozik .+ 15 és + 35 °C kozott. Altalaban 20 - 30 °C.,

Anodvekedes és anyagesere intenzitasat befolyasolia .

(pl.: hofok emelése navelte a dohany és napraforgoszar szdvel seftosz1odasi titemet.)

2) Keny: frissen izolalt novényi részeket sotétben és vilagosban is inkubalhatjuk
Az embriok €s a hajtasesiies kultirik pl. viligosban ndvekednek intenzivebben

Gyokercsuces, szovet és sejltenyészetek vilagosban és sététben is.
Ha nem Kivanatos a sejtek Klorofill Képzése, célszeri a kultirakat sdtétben tartani, mert ez
egzaktabbul biztosithato és reprodukalhato eredményeket ad.
A feny hullamhossza is hat a novenyirészek anyageseréjére (voros, kék).
Idotartam: kiserleti adatok szerint a részleges (napi 8-10 oris) fény a sargarépa szovel
sejlszamal, sulyat gyarapitotta, ellenben nukleinsav, foszfor és fehéretartalmat csokkentette.

\ homerseklet es a feény covutles hatasa o sargarepa
Kalluszszovetenek sulyeyarapodasara

Ord.. a szovel noy L‘kg‘tiL'\u(“_‘) absc.. hofok (°C)

(De Capife 19555 utan)

\ feny hatasa a dohany-szar kallusz
sulyeyarapodasara (mg/nap)
sejtszamvaltozasara
protein-N- és RNS-P-tartalianak
alakulasara 6 hetes inkubdcio utan
Ord - silynovekedés (mg/nap), sejiszam (db -

10%/lombik) sejisuly (10 = mg/db), prorein-N
(107 pg/sejt), RNS-P (107 pg/sejt)

ihse. kezelés (12 Oras szort feny s solet).
(Marou 1969¢)
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Homeérseklel hatasa a dohanvszar mozaik-yvirussal
(IMY) fertozott kalluszszovetének

silyevarapodasara (2),illetve a szovetbol 1zolalt
TMV fertozoképessegere (1).

» g Homérseklet hatiasa a szolo, szilfa es
Ord.: a szovet friss-sulya lombikonként (mg), illetve a

szévetkivonatial eloidézett 16z16k szama, absc.: hofok (°C)
(Hildebrandt 1962 utan) Ord.- a szovet ndvekedese lombikonkent ()
absc. - a hofok (°C) (Hildebrandl 1962 ulan)

nvaria kallusz sulygyarapodasara.

NOVENYI RESZEK TENYESZTESENEK FELTETELEI
1L

3) pH: A tapkozeget savassaga szintén befolyasolja az izolalt novényi
részek novekedésct.
Az optimalis pH az izolalt novény fajatol €s az izolalt rész
termeszetetol flige.

Altalaban: 5,0—7,0 kozotu savassag a megfeleld.

A novekvo részek megvaltoztatjak a taptalaj pH-at.
2,5—-4,5
7,5 — 10

kozott mar nem jol novekednek a kulturak,
ill. pusztulasukatis okozza.

mentor —szabalyozas fontossaga)




Dohanvszar kalluszszovet
sulyvaltozasa a

{licovenyeben.

ord.: a szovet novekedese

(mg/lombik),

- alkalmazott pH

(Hildebrandt 1962 utan)

NOVENYI RESZEK TENYESZTESENEK FELTETELEI IIL

4.) Levego (0,) ellatas, 1égnedvesség: a novekedd novényi
részek a komyezo légkor oxigén
paratartalmara is erzékenyek.
Altalaban: 30 — 70 %-os relativ Iégnedvesség biztositasa célszert
- folyékony kultiirak (biztositva)
- szilard kultirak (vatta dugo, celofan biztositja)
A kultirak légkorében az oxigéntartalomnak 1 % ala torténd  csokkenése
okoz csak novekedes gatlast.
- folyékony kultiirdk (razatas + Keverés, + air-lift)
- szildrd (vatta, celofan O, cserét biztosit)
- alufélia elterjedese

- konzervieto szivacs betettel
B steril szurovel




NOVENYI RESZEK TENYESZTESENEK FELTETELET 1v.

J.) Tapkozegek jellege, szilardsaga:
Folyékony
Szilard (keményebb lassitja a novekedeést)
Altalaban 0,6 — 1 9 -0 agar merevilés a jo
.b‘/:Llard laptalajon lassabban mdul meg a szovelgyarapodas, lassiibb utemi,
dotartama hosszabb. mint a folyékony tapko6zegben.
- Agar — agar — kiilonbszs (pl. Difco),
- Fitogél

6.) i'f\'ogcdényck minosége:
a.) puha iiveg
b.) kemény iiveg (cgzakt, foleg taplalkozas -
clettans kiscrletekhez)
c.) miianyag tenyeszedények clterjedése

Tapkozepek egyes komponensei soroljuk a tenyésztési feltételek masik
csoportjaba,

Tapkozepek alkotoi;

1.) szervetlen sokat i makro clemeket
: mikro elemeket

2.) nitrogén forrast (nilratot, vagy aminosavakat)

3.) szénforrast (cukrokat)

4.) vitaminokat

5.) serkentoket (auxinokat)

6.) novényi kivonatokal (cocus-tej)

7.) bidesztillalt vizet tartalmaznak,

Ma mar szamialan lapkézeg formula ismeretes, melyek kozel néhany
valtozatol bemultalok, melyek készen is kaphatok.




Szervetlen sok:

Makro és mikroelemekbol célszerii torzsoldatot késziteni €s
sterilizalni (oldodasra vigyazni, pl. MgSO4).

Makroelemek koncentracioja: 15-1000mg/l
Mikroelemek koncetnracioja: 0,002-1,000mg/l

Az egyes vegyiiletek helyes aranya, vagy az egyes elemek
alkalmazas: formaja (pl. Fe) dont6 jeletnoségii az explantatumok
novekedésere.

Makrotapelemek:
A novenyi sejtekben - akar intakt,
- akar izolaltan nonek.
a N, a P és a K — esszencialis alkotoelemek

Szitkséges mennyiségiikrol és aranyukrol a tapoldatban, - sokat
valtozott a kutatok velemeénye.

A klasszikusnak tekintheté White-féle, taptalajbol a Murashige-
Skoog (1962) - féle médiumig 1gen sok Ossztevo mennyisege
valtozott meg a taptalajokban.

Ugyanez lathaté a mikroelemek vonatkozasaban is a taptalajokban.




Szervetlen tapanyagok

Makroelemek: nitrogén (N), foszfor (P), kalium (K) esszencialisak,
akarcsak az intakt novényben, mellettitkk fontos meég a kén (S),
kalcium (Ca) és magnézium (Mg).

Sokan vizsgaltadk hatasukat a tenyészetben, eltéro eredmenyeket
kaptak. Altalinossagban az asvanyi elemek kezdeti
osszkoncentracioja (1000 mg/l-tol 4-5000 mg/l).

Makroelemek szerepe (novényélettani kutatasok):

— sejtosztodasban, szovetek gyarapodasaban, szervképzésben
fontos;

— a sejtek energiaforgalmaban jatszik szerepet;

— a sejtmembranok miikodéschez sziikséges, fotoszintézishez,

légzéshez kell.

Nchany fontosabb taptalaj osszetétele (Makroelemek)

Komponens Murashige White Gamborg Nitseh Heller Schenk

Nitsch
(mg/l) Skoog (1962) (1963) (1968)

(1951) (1953) Hildebrant Nitsch
(1972) (1967)

(NH),S0, : : 134

MgSO x7H,0 125

Na,SO,

KCl 1500

CaCl,x2H,0

25

NaNO,

KNO, 2500
Ca(NO,),x4H,0

NH /NO,

NaH,PO xH,0

NH,ILYO,

KH.PO,




Tapkozegek osszetétele

Osszetevok MS B5

Makroeclemelk Koncentracick (mg/1)
NH,NO, 1650
(NH,),SO,

KNO,

CaCl, x2 H,0
MgSO, x 7 H,0
KH,PO,
NaH,PO,

Ixémiai tényezok

Ha az egyes tapkozegek toménységét, illetve ozmotikus
szivoerejét vessziik figyelembe, akkor azt lathatjuk, hogy az asvanyi
elemek kezdeti 6sszkoncentracioja is jelentosen megnovekedell.

- a White taptalaj: 1000 mg/l-rol
- Muraskig-Skoog: 4-5000 mg/l-re.

A taptalajok asvanyi osszetevoinek disitasaval kapesolatban felmeriilhet a
kérdés, hogy vajon felveszi-e €s beépili-e az izolalt novenyi szovel czeket
a nagy koncentraciojo elemeket?

-Nincs egyertelmii bizonyitas ¢€s valasz errec ma sem.
Ujabb vizsgalatok igazoltak pl. hogy ueyanazon faj szovettenyeszeteinek
¢s scjttenyészeteinek nem mindig azonos az asvanyi so sziikséglele.

-Pl. a nagy MS-sokoncentracio
a szuszpenziol gyakran galtolta a novekedesben,
mig a miral koncentracio novelése serkenl.




Mikroelemek vagy nyomelemek 1.

Elettani szerepére kiilondsen az utobbi évtizedek kutatasai hividk fel a
figyelmet.

- az organizalodas nélkiili kultarak kiilénosen érzékenyek
jelenlétiikre, fejlodésik leall nélkilik.

e Tehat esszencialisak.

T6bb tapkozeg formula ismeretes !

Mikroelemek: enzimek alkotorészei,

— a sejtek oxidativ metabolizmusiban, egyes anyagok
szintézis¢ben,

végeredményben a szovetek gyarapodasiaban fontos;
— tobb oxidiz alkotorésze;
— nitrat-reduktaz aktivalasaban jatszott szerepét
ismertek fel;
— Mn-Mo kolcsonhatis: a mangan gatlolag hatott a
paradicsomgyokerck novekedésére molibdén jelenlétében. Mg-Mn
arany fontos, a mangan helyettesitheti a magnéziumot;

— koncentracioja meghatiarozza az auxinszabalyozo
rendszerck természetes inhibitorainak szintjét, ami a novekedés
regulaciojanak szempontjabol lényeges;

— novekedéshez sziikséges;
— auxinok bioszintézisének serkentése.




Néhany fontosabb taptalaj osszetétele (Milroelemek)
Komponens Murashige- White Gamborg Nitsch Heller Schenk- Nitsch-
(mg/l) Skoog (1962) (1963) (1968) (1951) (1953) Hildebrant Nitsch

o (1972) (1967)
FeSO x7H,0 27.8 1 2785

Na, EDTA 7 20 37,25

MnSO x4H,0 10 25

ZnS0 x711,0 0,1
CuSO x5H,0

H,50,

Fey(SO))s

NICl,x611,0

CoCl,x6H,0 0,025 - : - : 0,025
AICI,

FeClyx6H,0

FeCy0H,xSH,0

K1

H,BO,

Na,Mo0 x2H,0

Tapkozegek osszetétele - folytatas

Mikroelemek

MS B5

Koncentraciok (mg/l)
0,2 ]

22,3 13,2
8,6 2

0,83 0,75
Na,MoO, x 2 H,0 0,25 0,25

CuSO, x 5 1,0 0,025 0,025

H,BO,

MnSO, x 4 H,0
ZnSO, x 4 H,0
KI

CoCl, x 6 H,0O 0,025 0,025
FeSO,x 7 H,0O 27,85
Fe-kelat - 28
Na,-EDTA 37,25




Mikroelemek vagy nyomelemelc 1L

.
y A

— epyik legfontosabb elem az izolalt rész novekedese szempontjabol (a
sejlosztodas megsziinik). Mennyisége és soformajanak kérdese —ma 18
aktualis probléma.

Avashiany leblokkolja a nukleuszon beliili RNS-szintezist, ¢z pedig
mind a nukleuszban, mind a citoplazmaban csokkent RNS-szintet okoz. Ehhez
kapcsolodik még a proteinszintézis megsziinése €s a mitozis leallitasa. A vas
szerepe tehat igen jelentds a sejlek oxidativ metabolizmusaban - €s ezen
keresztill az egyes anyagok szintézisében €s a sejlosztodasban, ——
tehat vegeredmeényben a szovelek gyarapodasaban.

Fontos! - a vas megfelelé soformajanak alkalmazasa.
- Ugyanis ha a kulturak nagyobb mennyiségi nitratot vesznek fel
pufferoldatban tapkozegbol —— a pH alkalikus iranyba eltolodik
» kicsapodhatnak a vassok, €s czaltal felvehetetlenck (leall a novekedes).
Ezt njabban szerves vaskomplexek alkalmazasaval probaljak kikiiszobolni,
Vaskelat és vascitrat — j6 eredményt ertek el. N \-Fe-EDTA

A vaskelat ¢és a vas-citrat hatasa a Daucus carota
kalluszszovetének novekedésére (Maroti 19645)

: i Napi {iter
Inkubacios T ) Kezdostily ol Relatiy
Vas-forras Kezeles novekedes | povekedesi

1do, nap

vas-citrat fény 174,2 14,64
feny 233.4 14,73
vas-citrat sOtet 174,2 9,58
sOfet 392,5 1459,4




Mikroelemek vagy nyomelemek 111
Rez (Cu)
tobb oxidaznak komponense,

pl. az - aszkorbinsav — oxidazban
- polifenoloxidazban megtalalhato.

Tehat fontos elem a novenyi sejiek anyageseréjében.

Nélkiilozhetetlenséget azonban még nem bizonyitottak eddigi Kiserleiek.

Mikroelemelk vagy nyomelemek IV.

Manean es Molibdén

gyakran egymassal helyettesithetok (pl. paradicsom gyokerek novekedésekor)

Nincs meg szintén magyarazat arra vonatkozoan, hogy a sejt enzimrendszerct

hogyan aktivalja ez a két elem.

A mangan és Mg esctében is kolcsonhatast mutattak (gyokerek novekedésekor)
- Magas conc. Mn gatlo hatasat enyhiteni lehet magasabb Mg-conc.-val

A megfelel6 Mg - Mn arany meég kis koncentraciok esetében is fontos a
novekedes szempontjabol.

(Mn hiany kovetkezteben elmarad a sejttagulas —— megszakad a
szovetek vaszkulans differencialodasa)




))-féle mi 17':,'_.; slemoldat |

EEVES-SUSSEX (1952)-féle
1000,0 mg/100
250,0 mg/10C
) mg/100
) my /ﬂu,

OO0

A makro- és mikroelemek hianyanak letalis hatasa a
sargarapa (Daucus carota) szoveltenyeszeteire

(Heller 1953 utan)

A kultira elpusztul A kultura elpusztul

hiany eseten | passage utan Zn hiany esetén 3 passage utan

hiany eseten 1-2 passage utan B hiany esetén 3 passage utan

hiany eseten |-2 passage utan Cu hiany esetéen 4 passage utan

hiany eseten utan Fe hiany eseten |4 passage ulan

hiany eseten ssage utan Mn hiany esetén | 4-5 passage ulan

pa
pa
hiany eseten passage utan




Nchany fontosabb taptalaj osszetétele — folytatas 3

Komponens Murashige- White (1963) Gamborg Nitsch Heller Schenk- Nitsch-

(mg/l) Skoog (1962) (1968) (1951) (1953)  Hildebrani(197  Nitsch
2) (1967)

Glilkoz 30.000 20.000 20.000 50,000 20.000 30.000 25,000

mezo-inozit 100 100 = 1000 100

Nikotinsay 05 5 1 0.5
Piridoxin HCI 0.5 A | 0.5
tamin HCl S
Ca-pantotenat

Biotin

Glicin

Cisztein HCI

Folsay

IXilonbozo szénhidratok hatdisa a steril tenyészetek novekedésére

: Nicotiana langsdorffiix N
AL Hehanthus annuus %% Rummex acetosa
e Daucus corata glanca
Szeénforras Gyokémyakgolyva VIMISOS tumor
(1) 5 Thk Genetikal tumor
(2) 3) @
5

+4++++ e +++++
Fruktoz +++++ +++ +
Galaktoz T 0

Mannoz ; 0

Szorboz -
Arabinoz
Xiloz
Ramnoz
Riboz
Szacharoz
Maltoz
Laktoz
ECcHobnu




Eoyéb szénforrasolk L

onmagukban nem jelentenek széhidrat-taplalekot.
(2 % Szacharoz mellett a kultarak eltiinik, esetleg némi
novekedest 1s okozhatnak).

- propanol — minden conc.-ban gatolja a novekedest,

- butatnolt -pl. a Vinca eltiirte, de novekedést nem mutatott,
- metanol, etanol — némi novekedest 18 okoz egyes conc.-ban.

- 6,0 pH mellett — szintén igen szegény szénforrasok. Szintén
csak 2 % - szaharoz mellett hatnak — de gyengén
szicarnnsay
borostyankosav nemi novekedest okoz
almasav
borkdsav

fejsav :
oxalsav gyenge novekedest okoz
citromsay

- ecelsav novekedesgatlast okoz

hangyasav
- propionsav ]

Egyéb szénforrasol 11

Kiilonosen a genetikai és virusos tumorszoveteknél kiclégité szénforras,
Az inulin azonban nem okozott novekedést sem szovel, sem szervkultiiraban .

A novenyi explantatumok szénhidrat taplalék nélkiil nem névekednek.
Leggyakrabban hasznalt szénforrasok: a cukrok, azok koziil is a
gliikoz
fruktoz (autoklavozasnal D-fruktoz szabadul fel
szacharoz
maltoz
A cukor optimalis conc.: 0,5 — 3,0 % kozott van. Kiilonbozo névényfajok

killonbozo cukorféleségeket hasznositanak optimalisan. (arabinoz, xiloz,
ramnoz — kevésbé hatasos)




Nitrogen forris:

A nitrogén szervetlen és szerves alakban is ada

golhato a tapkozeghez
}

| bizonyult a legjobbnak

Szerves mitrogénkent: - kazein hidrolizatumot
- peptont
- ¢lesztokivonatot
- aminosavakat hasznalnak

Az altalaban egymagukban nem stimulansak, hatasuk mas
vegyiiletekkel egyiilt érvényesiil (néha gatolnak).

Leggyakrabban hasznalt aminosavak: glikokoll, aszparaginsav, glutaminsav

A S tartalmuak koziil pedig: cisztin, cisztein.




3. elGadas (02.25)

Tapkozegek osszetétele - folytatas

Vitaminok MS BS

Koncentraciok (mg/1)

Mezo-inozit 100
Nikotinsav 0,5
Piridoxin 0,5

Tiamin 0,1

Gliikoz 30.000 20.000

Vitaminok

Szorosan velt tapanyagokon kiviil a tenyészetek novekedeséhez, sot
cletben maradasahoz vitaminok is sziikségesek.

* Ezeket egyes izolatumok onmaguk szintetizaljak, de sokszor kiviilrol
kell adagolni.

Ioleg a kovetkezo vitaminok sziikségesek:
aneurin (B1)
nboflavin (B2) 0,5—1,5 mg/l conc.
nikotinsav (B3)
pantoténsav (B5)
piridoxin (B6)
kobalamin (B12)
folysav (Bc)
aszkorbinsay (C)




Lgyes novényfajok izolalt szoveteinek vitaminsziikséglete 1.

A novény faja és a szovet termeészete |Szerzo

Daucus carota gyokeérkallusz GAUTHERET 1939
Salix caprea hajtaskallusz GAUTHERET 1948
Rumex acetosa VIrusos tumor és
normal kallusz NICKELL 1952a
Helianthus annuus | SZarkallusz HENDERSON és tsai 1952
Crataegus sp. agkallusz PARIS 1955

Pisum sativum gyokerkallusz TORREY-SHIGEMURA
Helianthus annuus szarkallusz 1957

HENDERSON és tsai 1952

Riboflavin
(B,)

Juniperus communis | MmOrszovet
Helianthus annuus szarkallusz CONSTABEL 1958

Nikotinsav HENDERSON és tsai 1952

(B; niacin) | juniperus communis |temorszovet

; Crataegus sp. agkallusz CONSTABEL 1958

| Pantoténsav | s4/ix caprea hajtaskallusz MOREL 1948

| (By) Helianthus annuus | Szatkallusz GAUTHERET 1948
Juniperus communis | tmorszovet HENDERSON és tsai 1952
CONSTABEL 1958

Egyes novényfajok izolalt szoveteinek vitaminsziikséglete 11

\ Vitamin | A ndvény faja és a szovel termeszete Szerzo

Piridoxin Helianthus annus szarkallusz HILDEBRANDT és tsai 1946
B('\) )
: Nicotiana tabacum | szarkallusz HILDEBRANDT és tsai 1946
Kobalamin | Picea glauca virusos és normal | REINERT-WHITE 1956
(B)) szovet P
Folsav (B.) |Helianthus annuus szarkallusz HENDERSON és tsai 1952
Juniperus communis | tumorszovet CONSTABEL 1_9_38
F-Amino- Helianthus tuberosus | parenchimaszovet | DE CAPITE 1955a

DENZOC-Sav Helianthus annuus szarkallusz HENDERSON és tsai 1952
(PABA)

Biotin (H) |Salix capea hajtaskallusz GAUTHERET 1948
Inozit(mezo-) | Helianthus annuus szarkallusz HENDERSON és tsai 1952
Juniperus communis | tumorszovet CONSTABEL 1958
Aszkorbinsav | Picea glauca virusos és normal | REINERT-WHITE 1956
(&) szovet
Juniperus communis | kalluszszovet HOTSON 1953




Novekedésszabalyozo anyagok
luxinok (pl. NES, IES, IVS, 2,4-D):

cgyard'nt lehetnek a szovetekben keletkezd természetes vegyiiletek
valamint szintetikus molekulak is. Hatasuk szerteagazoak, fokozzak plj
cgyes enzimek aktivitasat, befolyasoljak a nitrogén anyageserét, fokozzak a
cukrok felvételét és hasznositasat, valamint morfogenetikus halz;suk 1S van.

Gibberellinek (GA1-GA32):

halé'suk az auxinokéhoz hasonld, azokkal egyiittmiikodve fejtik ki azt.
Legismertebb a GA3, melyet gibberellinsavként (GS) ismeriink.

Citokininek (pl. kinetin, adenin, benzil-adenin):

az auxinokhoz hasonléan egyarant Ichetnek természetes (pl. zeatin) és
sm_mlolikus vegyillelek. Kozos tulajdonsaguk, hogy a sejtek osztodasat
aktivaljak. Eldsegitik a csirazast, szervek iniciacidjat és szabilyozzak a
levelek oregedését is.

Navekedésszabalyozoé anyagok

Kozos tulajdonsdguk:

+Kiskoncentraciéban hatnak

-Hatdsuk egy-egy sejttipusra specifikus

-Egymdssal egyensilyban vannak, ardnyuk meghatérozé
‘Nagyobb koncentrdciéban gyakran nbvekedésgdtlok

Novekedésszabdlyozdssal kapcsolatos tulajdonsdgalk
‘Fenntartjdk a névényi anyagcserét

-Kivéltjék a sejtek osztéddsdr,

*hosszanti ndvekedését

-Meginditjdk a gydkér és/vagy a rigyképzbgést




]
)

Ris‘mcm\_\'iSCgbcn nagy hatast kivalto anyagok koziil a serkentok, az auxinok a
legfontosabbak a névényi részek tenyésztéséhez.

zeket a novenyi részek vagy maguk szintetizaljiak, vagy kiviilrél kell potolni.
a.) Igy pl. egyes izolatumok, mint a sargarépa
Kalluszszovete kiilso auxinok nélkiil is jol
gyarapodnak.

Mas explantatumok, pl. dohany szarszévete csak
kiilsoleg adagolt auxinnal gyarapszik.

Egyes novényi szovetek az izolalas elsé heteiben kiilsé auxinra
szorulnak, kés6bb anélkiil is gyarapodni tudnak mar. Ezek az u.n.
auxin-habitualt szovetek. Tlyen pl. a sz6l0szar kallusza. A

virusok altal okozoft tumoros szovetek is ilyenck auxin
szempontjabol.

Serkentok (auxinok) Il.:

A Kiilonbozo eredetii (gyokeér, szar) explantatumok nem egyforman érzé¢kenyek
ugyanazon auxin-concentraciora, ami a serkentésen €s a gatlason il
morfogenetikus hatdsban is megnyilvanulhat.

Pl: 1. IES a csicsoka kallusz szoveten:
107 g/ml conc.-ban - sejtburjanzast,
10-° g/ml conc.-ban - gyokerregeneraciot,
103 g¢/ml conc.-ban - sejtnovekedest,
10-* g/ml conc.-ban - Oniassejt képzodest okozott.

2. A cikéria gyokérszovetén a NES 10-7 g/ml conc.-ban hajtasokat
regeneralt; ; :
ha chhez JES-t adtak a riigyképzés clmaradt ¢s kalluszszovet
képzodott.
Altalaiban: az alacsony auxin szintek: rugyképzédest

a magas auxin szintek: gyokérképzodést okoznak.




Skoog és Miller (1957) vizsgdlatai szerint a kinetin és IES

kiilonbozé concentrdcid ja, varidciéja is alkalmas a morfogenetikus
hatas kivaltasara.

KINETIN ES IES MORFOGENETIKUS I:IATASA A
DOHANY KALLUSZ-SZOVETERE

(SKOOG ES MILLER UTAN)
KINETIN (mg/l)
IES (mg/l)
0,02 0,2 0,5-1,0

nekrkozis gyoker kallusz hajtas

(6-furfuril-amino-purin)

Hatasmechanizmusat csak napjainkban ismertek meg.

AKkiilonboz6 novényi szervek fehérje és nukleinsav szintjét tartja
fenn azaltal, hogy az RNS szintézist szabalyozza.

A sejtosztodasra csak a IES jelenlétében hat. Hatasara a sejtek
gyorsan osztodnak, de alig novekednek.

a.) - Az endogén citokininek 1950 ota ismertek, két alapvegyiiletiik

a zeatin (a csemege kukorica tejes magvabol 1zolaltak) és az
izopentenil-adenin. Szintetikus citokinin a benzil-adenin és a kinetin.

(A novényekben a citokininek szintézise a fiatal levelekben, az auxinoke a
gyokerekben megy végbe.)




b.) - A giberellineket szintén az 1950-¢s évek elején
fedezték fel; mara tobb mint 50 vegyiiletet azonositottak a
csoportbol. Leggyakrabban hasznalt vegyiilete a (G3)
gombabol Giberella fufikuroi kivont giberellinsav. A giberellinek

elsosorban a hossziranyl novekedésre hatmak (a sejtek tagulasa €s
osztodasa mellett)

Feltehetd, hogy a harom nidvekedésszabilyozo csoport a hatasat az
anyagceserére olyan kulcsfolyamatan Keresztiil fejti ki, mint amilyen az RNS-
szint¢zis, minthogy a kozottiik kialakulo arany, illetve egyensily az ami
meghatarozza a sejtek osztodasat, tagulasat, differencialédasat, tovabba az
cgész  hisztogenetikus és organogenetikus differenciacioit, amelynek

credménye a szervképzodés, vagy intakt novénnyé alakulas.

covrwoavel

P

A2.4-D és az IES (1AA)
kildnbdzé koncentracidinak
egyiittes hatdsa a dohdiny
kajuszszovetének
sulVgyarapodasira

Ord.: a szdvel fniss-sulya (s
mg). absc.: az alkalmazott
koncentracok (me/l).

(Szirdka 1970 utan)

A2.4-D és az [ES (IAA)
kul8nbdz6 koncentracidinak
egviittes hatasa a dohany
kalluszszdvet
proteintartalmanak
viltozasdra

Ord.: protemn (Pr.) mg/g friss-

suly (F.s.), absc.: az
alkalmazott koncentraciok

(mg/1), (Szirdki-Marét
1973)

A24-Désaz[ES (IAA)
kiilonbdzo koncentracioinak
egyittes hatisa a dobany
kall

friss-suly (Fs.), absc.: az
alkalmazott koncentraciok
(mg/1). (Szirdka 1970 utan)

A24-D és az IES (1AA)
ki15nbdzo koncentracioinak
egvilties hatdsaa dohiny -
kalluszszbvet nukleinsav-
tartalmanak valtozasara.
Ord.: nukleinsav (NA) mg/g
fniss-sily (E.s.), absc.: az
alkalmazott konoentraciok
(mg/1). (Sziraki-Marot
1973)




Sargarepa Kallusz Csiesoka Kallusz

| Tépkozeg Friss sily | Sejtszam | Sejtszam | Friss sily | Sejtszam | Sejtszam

(mg) db. 10° lug (mg) | db.10? /ug

|
|
|
|

Alaptapkozeg 33 34,7 10,5 3.2 10,0 3,2

Alap + kazein-

hidrolizatum 33,2 32 6,5 7,1 1,1

Alaprkokusz-
1ej

45904 44 3,2

Alap+kazein-

hidrolizatum

+ 2benz-tia-

zotll oxlecet-
sav

NOVENYI KIVONATOK

Egyes novényi kivonatok is novesztoleg hatak a novényi tenyészetekre. Ezek
rendszerint nem esszencialis feltételei a normalis novekedésnek, hanem annak
intenzitasara, idotartamara hatnak.

Hatasosnak bizonyult a kokusztej és a kokuszdio szilard endo-
spermiumanak vizes kivonata éleszto és malata kivonat, kazein-hidrolizatum,
paradicsomlé, vadgesztenye, kukorica folyékony endospermiuma stb
Ezeknél részint a benniik talalhaté auxin-természetii anyagokra, vagy
vitaminokra, aminosavakra ¢és egyéb még nem tisztazoft, ismeretlen
hatoanyagokra vezetheto vissza a serkento hafas.

A kisérletek altaliban azt bizonyitjak, hogy a névényi részek gyarapodasat —
amely akar sejtosztodasra, akar sejttagulasra vezethetdo vissza — nem egy
vegviilet, hanem tobbnek a kolcsonhatasa okozza. Ezért azulan egyiitt
alkalmazzak mas vegyiilelckkel, amelyek szinergizmusba, vagy autagomzmusba
(cgymast tamogato, vagy ellentétes hatasba) is keriilhetnek, ezért egyedi
hatasmechanizmusuk részben meég ismeretlen.




A kokusztejet ét-hat kilonbozo hatasi frakeiora bontottak eddig.
Az egyik hatasos frakcionak az 1:3 difenilurea bizonyult, de
leukoantocianineket is talaltak benne. (Ez utobbi a vadgesztenye

folyékony endo-spermiumaban 1s megtalalhato).

novekedesére (Nickell 1950 utan)

Koncentracio

A novekedés mértéke: végsily/kezdosily

Friss kokusztej

Autoklavozoft kokuszte)

~ Kontroll
10 %
20 %
30 %

-
53

5,6
6,8

6,8

53

8,6
9,6
11,]

A liokusztej hatasa kiilonbdzo ndvényfajbol szarmazo szovetek

novekedcsére (Duhamet 1949, 1950 utan)

Koneentracio

Friss-suly, mg

Helianthus tuberosus-
gumo normalis kallusza

Scorzonera hispanica-gyokér
fumoros szovete

Kontroll

2%

5%
10 %
20 %

100%

135

51
83
88
110
121

-




\ kokusztej és a gesztenye (Aesculus
woerlitzensis) folyékony
endospermiumanak hatasa a
sargarépa kalluszszovetenek
gyarapodasara,

kazeinhidrolizatummal és anélkiil.

\ = alaptapkozeg

B = alaptapkozeg + kokusztej (10 %)

C = alaptapkozeg + geszienye

endospermium (0,032 %).

Ord.: a szovet novekedese
(mg/kultura),

\bsc.: tapkozegek.

(Steward-Shantz 1956 utan)

KOKUSZTEJ

Tenyésztéséhez hasznalt kivonatok kozil a leghatasosabbnak eddig a
kokusztej bizonyult.

Egymagaban is szovetgyarapodast idéz, de auxinokkal egyiitt adva

novesztd hatasa szembetiind. Aranylag tomény (10-30 %)-os oldatban fejti ki
hatasat.

Novekedésre hato anyagai hostabilak (tarolasa igy konnyii)
- autoklavozva aktivabbak.

A kokusztej clsosorban a sejtosztodasra feju ki hatasat __ kezelt
anyagok sejtjeinck a silya és térfogata csokken.

(Auxinok a sejttagulasra hatnak, igy jol kiegészitik egymast.)




A kukorica folyékony endo-spermiumaban pedig foleg indolil-ecetsavas
arabinozidot talaltak, de nukleinsavszarmazekok is elofordulnak
benne, amelyek novekedést serkento hatasat magyarazzak.

Egyes novényi kivonatok serkento hatasat jol szemléltetik Steward
(1956) eredményei a kovetkezo tablazatban.

Az élesztokivonatl noveszto hatasat is mar régen ismerik. Gyakran mas
stimulalé anyagokkal (pl. 2,4-D) szinergizmusba lép, és a novekedest
fokozza.

Altaliban 1 G/L conc.-ban hatisos Pepton-nak —is hasonlé hatasat
mutattak ki

A malatakivonat — pl. fenyokultirak novekedéseét fokozza.

A paradicsomlé serkentd hatasat a benne lévo aszparaginra vezetik
vissza.

ANTIBIOTIKUMOISL

Az antibiotikumok nagy része hatastalan, vagy gatolja a szovetek noveked ését.

Néhany azonban — conc. fiiggvényében — serkentette a novekedest.

Koncentracld Andvény faja és a szovel termeszete
ppm

Antibiotikum

Ginkgo pollen Ilex szir Rosa szir
Tiolutin 0 0 0

+ +

Sztreptomicin \)
Neomicin + +
Terramicin 0
Bacitracin

Oleandomicin

Penicillin

novekedési iteme egyenld a kontrolléval; # gyenge gitlds; () inhibitorhatas




GATLOK
A novényi izolatumok novekedésének szabalyozasaban gatlokat is felhasznalnak.

Els6sorban azért, hogy az egyes vegyiiletek pl. fehérjék, nukleinsavak, enzimek
bioszintézisének mechanizmusat tanulmanyozzak (pl. kumarinok, klorogénsav).

Jellegzetes inhibitorok

- Abszcizinsav hatasa koziil a legfontosabb, hogy a riigyek, hajtasok, termesek,
viragok, levelek idéz eld. Hatasa — ellentétes az auxinokkal €s
sibberellinekével, ezek miikédését kompetative gatolja (tehat a levelek levalasat
IES, vagy gibberellin elokezeléssel meg Iehet gatolni).

- Etilén: ujabban nagy jelentdséget tulajdonitanak a gaznemii etilén-nek a
novekedés szabalyozasaban. Ilyen etilénkészitmény az , ether!”, amely bizonyos
conc.-ban 2-klor-ctil-foszforsavat (CEPA) tartalmaz . ¢s ebbol kémiai
degradacio utjan folyamatosan szabadul fel az etilén.

Uj fitohormonként kezelik, bar régota 1smcn, hogy az ér6 gyiimolcsokben nagy
mennyiség keletkezik —

Auxinok hatdasa Nicotiane tabacum sejt sejtlcultarak
allkkaloid I(cpzcsut

Auxin (ppm) Allmlold tartalom % ‘Irodalom

2,1 B-IES 0,002-0,006 Nikotin :
0,22,4-D 0 nikotin Ders, H-Yamamoto,

2024-D 0 ml\ olm - Hiraoka, Phytochem

1,0 B-1ES 0,01 Anabasin, nikotin Furuyaetal.
1,024-D 0 alkaloid Phyrochem, 1971.
1,0 p-IES

100 P-IES 0,19
100,0 p-IES 0,25
0,1 «a-NES z
1,0 a-NES 2'3:
100 «-NES 12 f* NiIKotin
0,01 24-D ]
0,1 24D 0,23
1,0 24D 10




A kiilonbozo tapkozegek hatasa a novekedésre és a szerpentin
produkciora a Catharanthus roseus szuszpenzios kultaraban

(Forras: Zenk, M.H., et al., Plant Tissue Culture and Its Bio-technological Application
p.27(1977), Springer-Verland, Berlin, Heidelberg)

|;;1G[Sﬂﬁn}n*_"_w Szerpentin | Szerpentintartalom
i g szaraziomeg/l mg/l % szaraziomeg
‘ 1;‘(1}’(];‘5
Gamborg —B5; +2.4 - D: 1 mg/l
Gamborg + 24 - D: 2 mg/I
Gamborg + NAA: 1.86 mg/l
| Gamborg

| Heller + IAA:0.175:BA:1,13 mg/l

| -
| Linsmaier and Skoog

| Murashige and Skoog
Nitsch and Nitsch

| Velicky and Martin

| White




4. el6adas (03.04)

Gyogynovény sejt-, szovettenyészetek
hatoanyag képzése

Varhato, hogy a gyoégyszeripari célra hasznalt
termeészetes anyagok gyartasara is egyre tobbszor fognak
biotechnologiai modszereket alkalmazni.

Vilagszerte kiterjedt kutatasokat folytatnak a
gyogynovenyekbol nyert in vitro kultirak segitségével a
eloallitasara, ellenorzott eés

reprodukalhaté moédon.

Nem kétséges, hogy a sejtszuszpenziés kultis
iparszeri felhasznalasa a biologiailag aktlv, elsésorban

gyogyaszati szempontbol fontos anyagok gyartasaval
kapcsolatban jogosan meriilt fel.

SEJTTENYESZTES

voltak Hildebrandt és munkatarsainak az
50-es években végzett kutatasai. Sikerilt folyékony taptalajban
olyan sejtszuszpenziot létrehozni, amely kiilonallo sejtekbol és
nchany sejtbol allo aggregatumokbol allt.
A sejtszuszpenzio tenyésztés modszertanat Melchers és Bergman
1959-ben t6kéletesitette.
Napjainkban a novényi sejtszuszpenziok alkalmazasa mind az
alapkutatiasban, mind az alkalmazott kutatasban széleskorien

clterjedt,




A novényi sejt- és szovetlenyésztési modszerek utébbi években tapaszialt
ellerjedésével  elotérbe  Keriilt a  novényi  sejtek  és  szovelek

o lelhasznalasa

A kutatasokbol ismertté valt, hogy az intakt novény altal termelt hatoanyagok

a labortériumban elballitott in vitro sejt- és szévetkultirakban is képzodnek.
Ez azért lehetséges, mert a soksejtii ndvény minden €16 sejtje teljes értéki,
totipotens, vagyis teljes génkészlettel, genetikai és biokémiai potenciallal
rendelkezik ¢és megfelelo koriilmények mellett képes lehet dnallo
fejlodésre. Ezek az ismeretek teremtették meg a biologiai alapot ahhoz, hogy
a bioreaktorban torténd novényi sejttenyésztéshez szilkséges szuszpenzios

kultirakkal kapcsolatos kutatasok elkezd6dhessenck.

Novényi fermentacios technologia:
novényi sejtgyarak a gyogyhatisu anyagok termeltetésere

Az Eurdpai Unié Kutatasi és Technologiafejlesztési Keretprogramjanak is egyik
prioritisa a novenyi sejlovar (plant cell factory), mas szoval a ndvenyi
sejtfermentacio  technologidjanak kidolgozasa biologiailag aktiv, elsosorban
gyogyhatasi anyagok termeltetésére. A noveny: sejtfermentacio tudomanyos ¢és
gazdasagi jelentosege onasi.

Kozismert, hogy a novényvildg egyedili forrdsa szamos, az iparban,
mezogazdasagban és a gyogyaszatban felhasznalasra kerilo szervesanyagnak.
Felismerve ennek rendkiviuli jelentoségét 4 gyagy aszatilag fontos biolograitag akin

a kozmetikai- és élelmiszeriparban felhasznalasra kerilo iz-, illat-,
aroma és szinanyagok, a mezogazdasagban fontos fermészetes herbicidek és
inszekticidek novényekkel torténd termelletése irant viligszerte megnoOit az
erdeklodes.




o

fermentécié (Iéptéknévelési sor)

A novénytol a bioreaktoros tenyeésztésig torténo folyamat vazlata.
Kozbulso Iépesként helyezkednek el a kallusz és razatott sejtszuszpenzios

kultarak

LEPTEKNOVELES

A metil-digoxin hozama 0,5-0,8 g/1

(megkozeliti a ndvényi anyagokbol valo eldallitas rentabilitasat)

Az eljaras a kovetkezé lépésekel tartalmazza:

- 1 db l-es Erlenmayer lombikban tapoldatban tenyésztik a
scjteket

- 10-20 db lombik tartalmat =+ reaktorba toltik.
- kb. 10 nap alatt a sejtek elszaporodnak

- atszivattynzzak egy i I fermentorba, a biotranszformalas
lebonyolitasahoz.




Sejtszuszpenzios kultirak

Totipotencia alapjan logikusnak tinik, hogy a sejtszuszpenzios kultarak
mennyiségileg és minéségileg hasonlé produkciora képesek mint az intakt
noveny, amelybol szarmaznak. Ez abbol is fakad, hogy elvileg tartalmazzak
mindazon enzimeket, melyek az intakt novényben kimutathatok.

A sejtszuszpenzios Kultirak nagyszamu ) vegyiilet szintézisére is képesek,
melyek reszben biologiailag aktivak és melyek az intakt novényekben nem
mutathatok ki. Ez nem meglepd, hiszen /n vitro rendszerben a sejteket eros
stresszhatas éri, melyre a sejtek génexpressziojuk megvaltozasaval
valaszolnak.

Szabaly eértekinek latszik az a megfigyelés, hogy a novényi sejt
hatoanyagtermelésre az osztodast koveto diffarenciacié utan képes, vagyis
ahol a replikacié mar Kisebb jelentosegii.

: : .
eitkultarals

)

\ novenyi produktumok szintézise tobbnyire a sejtosziodastol fiiggetlen

s0L, bizonyos esetekben a fokozott osztodasi titem kifejezetten elvonja a
s¢jl energrail a kivant metabolit szintézisetol.

Secitkoncentrécis

Sejikoncentréis,
3
1

oflirer

A termék
koncentrécidja

i

A termék kencentrécisjo
szérozonyog %-bon

Az osztodasy utemtol nem fugeo termek pradukciojanak Kinetikaja a fermentorban




SEJTSZUSZPENZIOK

A noveényi sejlek a fermentorban ket fejlodeési (tenyésziési) fazison

mennek keresztiil.

. Az elsé szakaszan a DNS replikacio és az intenziv sejlosztodas a

jellemzo. Ekkor a hatoéanyagok szintézise minimalis.

» A masodik szakaszban lassul az osztodasok iiteme €s a

differencialodasi folyamatok valnak dominalova. A specialis
anvagesere termékének képzodése ebben a szakaszban lesz

meghalarozo.

Idealis esetben az elso szakasz gyors, mig a masodik, termel6 szakasz

a kiterjedtebb.

BIOREAKTORBAN

tapkozeg lecserélheld

prekurzor folyamatosan adagolhato,

rendszer biokonverziora alkalmas.

folyamatos tenyeszies




Fermentor alaptipusok

Géz kidramlds ﬁ

Belss emeldcsd

KULONBOZO TIPUSU FERMENTOROK

Wagner es munkatarsai kulonbozo razo- es levegoztetorendszerekkel felszerelt
fermentorokat hasonlitottak ossze, kulonbozo merelu
sejttomegeinek felhasznalasaval. Ajanlasuk szerint a levegoaramlasos (air-lift)
fermentor hasznalata a legmegfelelobb az antrakinon fgrmelesre.

Eﬂ]]ﬂl '

B ssbraGeag  [|]] mendali O ssirmatimeg
L Juwx iim e M kenyiég

is' Wacner. F In Plant Tissue Cultlure and lts Bo-technoiogical appicaton®d Barz, W el al, 250 oldal (1977), Sprnger-Verlag

1. Razott lombik; 2. flat blade turbine; 3. perforated disk impeller; 4. draft tube reactor with
kaplan turbine; 5. airlift




A mikrobialis és novényi sejtelt jellemzoi a fermentacioval
lkapcsolatban

JELLEMZOK
meret
deformalodasi hajlam
viztartalom
kettozodesiido
levegozietes
fermentacios 1do
termekfelhalmozodas
mutacio

atlagar (§) (MS medium)

MIKROORGANIZMUS

21
nem erzekeny
75 %
> 1 ora
1-2 vvm
napok
kozepes
lehetseges
8-9/m

NOVENYISEJI
>10p
erzékeny nyiroerore
> 90 %
napok
0.3 vvin
hetek
vakuolum
haploidok szukségesek
65-70/m

(Forras: Zenk, M.H., Plant Cell Culfure Conference, Oyez Sci, Tech. Serv. (1982))
A fenti. fermentacios technologiaval kapesolatban felmertilt problémakon tul
jelentos akadalyokat kell legyé6zni biokemiai szinten is. A két legfontosabb ezek
kozul a termékek gyenge kifejezodése es a sejtvonalak instabilitasa.

A fermenticio 6konomiai viszonyai: osszehasonlitas a

milarobialis és a novényi rendszer Kkozott

| Termek Ar Forgalom

dollar/kg kg/év

|
|
|

Fermentacios ciklus,

napokban

Hozam

g/liter

| Penicillin-G 41,60 25 millié
2,00 22
1,36 180 millio

674,00 200 000

| Glutamat millio

\; Citromsayv
]

' Dioszgenin

1

4
15
4-5

10-15

80-100
120-150

0,43

Az okonomiai jellemzok alapjan, a novényi tenyészetekben ma eleérhetd hozamokat
figyelembe véve, az ipari hasznositisra a magy eértéki, kozepes vagy alacsony
volumenben forgalmazoit termékek latszanak alkalmasnak. Ilyen volt a japan Mitsus
Chemicals altal a vilagon eloszor ilyen modszemrel gyartott sikonin, melynek ara 4500

dollar/ke
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Fuzzy Logic Controller at Work
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ovenyi sejtszuszpenzio novekedési gorbeje fermentorban

(Scragg, 1992 nyoman)



' 1 m?-es FERMENTOR

.

J6) l6tszik a fermentor kozepébd)
kidll6 keverdtengely, amelynek
szimeringgy(r(s, vizzdras tomitése
(kék gy(r() biztositja a steril
kapcsolatot a fermentorfejjel.

A modern 1 ksbméteres fermentor feje bonyolult cstvezéssel és szenzorparkkal rendelkezik




Hairy-root kulturak fermentacioja

: Levegé Kl

. Sejtszuszpenzios kultiraban
nem nagyon termelodnek

tropanvazas alkaloidok (se)tek
dedifferencialodasa miatt)

Hairy-root kultarak
felhasznalasaval, modositott (belsé
matnx-szal rendelkezo)
bioreaktorokban

C¢l a bioszintézis soran specialis
enzim teveékenység fokozasa, igy a
szkopolamin mennyisegenek
novelese

. FElicitorok: jazmonsav, AlCI3

Bioreaklor

Lcgporlasziasos 880 ml Nicotiana rustica Nikotin

1000 ml Atropa belladonna  Tropan alkaloidok

1000 ml Atropa belladonna ~ Tropan alkaloidok  Akeverdlapat
elvalasztasa
haloval

1000 m! Duboisia Indol alkaloidok keverolapat el-
leichhardlii valasztas haloval

9000 ml Trigonella foenum-  Dioszgenin

graecun




FERMENTACIO

- ¢ls6 szakaszban: DNS-replikacio intenziv sejtosztodas

- masodik szakaszban: differencialodasi folyamal
(hatoanyag produkcio)

- sejtkulturak - genetikailag instabilak
(2,4 - D hatasara a kromoszoma abberaciok szama no)
Fokozott hatoanyagprodukcié

« Olyan vegyiletek elédllitasa, amelyek az intakt novenyben nem
fordulnak elo

e qkémiai szintézisuk- draga, vagy nem megoldolt, vagy kis kitermelésii

ELICITALAS

A hatoanyagtermelest novelo tényezok kutatisa elvezet az elicilalas
fogalmahoz. Kozismert, hogy a novenyi korokozok (pl.: virus, baktérium,
gomba stb.) hatasara \yszreakciokent a novenyi sejtben specialis
anyagok (pl. avonoidok) képzodnek.

A kutatasok bizonyitjak, hogy a flavonoidok, de a legtobb masodlagos
anyagcseretermék fokozza a ndveny altalanos fitness-ét. A fentiekbol
fakad az emberi felhasznalas lehetosége is.

Ennck stratégiaja a védekezesi patogén reakcié mesterséges kivaltasa a
kérdéses hatoanyagtermeles fokozasa érdekében (elicitalas). Ezzel a sejt
hatoanyagtermelése akar ira is fokozhato.

Az elicitalas hatterében igy egyarant tudomanyos es gazdasagi érdekek
hiuzodnak meg.




BIOREAKTORBAN

A hatoanyag termeltetést tovabb Iehet fokozni

(pl. (algindt-gél)

Tobbszorosére emelheté a metabolitok mennyisége

(pl. 5 l-es, mikroporozus anyagol tartalmazé fixagyas reakior

50-100 L-es szuszpenzios reakiornak felel meg)

IMMOBILIZACIO

Az eljaras elonyei:
tobbszorosére emelhetd a metabolitok mennyisége,
a tapkozeg barmikormodosithato €s lecserélhetd sejtveszteség nélkul,
a prekurzor folyamatosan adagolhato,
a véctermek folyamatosan eltavolithato a taptalajbol,
a rendszer biokonverziora alkalmas,
a sejtek hosszu 1don at megorzik ¢letképesseguket,
nagy sejtdenzitas érheto el

(pl. 5 I-es, mikvoporozus anyagol tartalmazo fixagvas reaktor
S0-100]-es szuszpenzios reaktornak felel meg).

valodi folyamatos teny€sztes is megvalosithalo
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Az immobilizalt sejtreakeiok 6konomiaitulajdonsagait az alabbi fontosabb parameterek
befolyasoljak:

rogzitetl sejlek stabilitasa (\‘]L‘Htla‘_l'ﬂ

a hordozobol kialakitott egysegek (pl agarozgyongyok) merete, 1ll. a hordozo szovel

SUIISESE

_ a7 eoves hordozo ecységeken (gyongyokon) beliil kialakitott sejisuruseg;
ami az ataramoltatas) sebesseggel 15 SZoros
kancsolatban van a folytonos iizemi reaktorokban,
a seitek specifikus aktivitasa

a: séonyi bevitt szenforrasra juto hozam

Novenyi sejtreaktorok folyamatabrai
(Szuszpenzios és immobilizalt kulturak)

apanyagok Tapanyagok Biomassza

1zolalasa es

biomassza 3
" lisztilasa

‘ ‘ Biomassza | A termek
elvalasztasa

kepzes | szinlézise

| Atermék ésa l A termek
n
|
.

.
»

A termek )
izolilisaés |—— |Termeék I
tisztitasa

uregekben,
rostokban
| rogzitell sejtek

ll((iu/.ilr" sejtek




A levo kultirat megfelelo rogzitve
folyamatos tizemu, ataramoltatott kézegu reaktorban termeltethetyiik a kivant
hatoanyagot

sok esetben messze felilmuljak a szuszpenzios

rUogzitott sojtolk '“,]“,.“,'hll,”‘ll,'

sejtek

v
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inkubbolds 106, nap
Antrakinon termelés a ' SZUSZPENZios €S

immobilizalt (algindt-gél) sejikultaraiban




5. elGadas (03.11)

FERMENTACIO - folytatds

Novényi sejtkultaralk altal magas koncentriacioban

cloillitott speciilis anyageseretermékek

Hozam (% szdrazsily)

Sikonin
Ginzenozid
Antrakinonok
A jmalicin
Rozmaringsay
Ubiquinon-10
Dioszgenin

Berberin
Berberin
Antrakinonok
Antrakinonok
Nikotin
Bizoklaurin
Iripdiolid

Benzilizokinolin alk

Novényfaj

Lithospermum erythrorhizon

Kultura

Novény

Kultiura
Tipusa

Panax ginseng
Morinda citrifolia
Catharanthus roseus

Coleus blumeii
Nicotiana tabacum
Dioscorea deltoides

Coplis japonia

7'lilmllclrﬂ(}pfl?q£lfg_n£ S
« optis japonica
Galium yverum

| Gatlium aparine
Nicoliana tabacum

| Stcphuhla cepharantha
Tripteryqium wilfordii

i) Mg oF

ki 580

l ~ S = sejtszuszpenzios knlfira, C = kalluszienyészet

:

A2 S

[




;\.l.\“lz\l,!_(?ll.\' TARTALMU BIOMASSZA TERMELESI
KOLTSEGEINEK OSSZEHASONLITASA
(Catharanthus roseus)
\jmalicin Ido LISD/kg
ajmalicin
Sejtszuszpenzio

-régi technologia 0,6 % 23 nap 3215
-11j technologia 6,0 % 6 nap 608

Gyokér (Indiabol importalt) 0,3 % 619

1985. évi adatok szerint a névényi sejitenyészetekkel elballitott termek
minimalis koéltsége S0 LUSDAg

Csokkenthetd folytonos technologiak kidolgozasaval és immobilizdlt sejtek
tobbszon felhasznalasaval 25 USDVkg

Ginseng




A ginzengnet hazajaban, Kinaban, Koreaban igen széles kérben
alkalmazzak. Teak, krémek, fogkrémek, szappanok es uditéitalok
alkotorészét is képezi. A ginzeng-gyokerek alkalmazasa tablettak
és tonikok kiegészitdjeként a legelterjedtebb.

N 1atoanvaaal
A ginzeng-gyokér f6 hatéanyagat a szaponinok csoportjaba tartozé
ginzenozidok adjak. Eddig 6sszesen 11 féle ginzenozidot izolaltak,
melyek kémiai felépitéstk alapjan két csoportra kulénulnek. Az egyik
csoport tagjai, melyek nagyobb részben a mellékgyokerekben
talalhatéak, jellemzéen szedativ (nyugtaté) hatasaak, mig a masik
csoport tagjai, melyek inkabb a fogyokérbol izolalhatok, stimulalo
(élénkito) hatast mutatnak.
A ginzeng-gyokeér a szaponinokon Kivll szamos tapanyagot, E és B
vitamint, asvanyi anyagokat (mangan, réz, cink) es
poliszacharidokat, cserzéanyagokat, szterineket, flavonoidokat,
illoolajokat tartalmaz.

Dipertén szarmazékokat tartalmaz a

Glinko biloba levele

ginkgolidok — dilakton

bilobalidok — szeszkviterpén tip. (trilakton)

Hatashoz nagymértékben hozzajarulnak a
lavonoidok kozil a flavon glikozidok — hidroxi-fahéjsav-észterei
ésa

biflavonoidok— agyi verkermges noyelo,
lipidperoxidicio g4tlo.




ANYAROZS

Elofordulasuk, jelentéségiik: Az anyarozs nevii témlésgomba
(Claviceps purpurea) példaja jo! illusztralja, hogy egy gomba
egyszerre lehet veszélyes megbetegedéseket okozé es
ugyanakkor a modern gyoégyaszat egyik legfontosabb
farmakol6giailag hasznositott gombafaja is.

Az anyarozs névényi korokozé (fitopatogén) gomba, amely a
gabonafélék (elsésorban a rozs) viragait fertézi meg, elpusztitva
a termét. Osszel a kalaszban a fert6zott viragok helyén a 2-5
cm hosszu, goérbult, fekete "varjiukorom” alakul ki, amely a
gomba vegetativ szaporité szerve, un. szklerociuma. A
szklerécium tébb mint szaz biol6égiailag aktiv vegyuletet,
elsésorban alkaloidokat tartalmaz, amelyek kozoft toxikusak is
vannak.

Secale cornutum - hatéanyagok:

Az anyarozs egyes hatéanyagai a) ergolin b) lizergsav c) ergotamin

Mar a kozépkorban ismertek voltak azok a tomeges
megbetegedések, amelyeket a fert6zott, varjukdrmoket tartalmazo
rozsbol orolt liszt fogyasztasa okozoft. Ez az ergotizmusnak
nevezett betegség (valéjaban mérgezés) egyes vidékeken olyan
gyakori volt, hogy jarvanyosnak tekintették és kulon szerzetesrend
foglalkozott a gyégyitasaval.

El6szér Adam Lonitzer 1582-ben kiadoft Fuvészkényve emliti, hogy a
gombanak gyégyité hatasa is van. A gyogyszerkonyvekben azoéta
mint Secale cornutum szerepel. Csak a mult szazad elején sikerilt
azonban az egyik anyarozs-alkaloidot tiszta formaban is kinyerni.




Az LSD - lizergsav-dietilamid
szerkezete

Claviceps purpurea

Anyarozs alkaloidok
Az anyarozs alkaloidokat a Claviceps purpurea gomba allija el6.

A gomba hatéanyagainak egy része simaizom-osszehuzo hatasu.
Ezeket elsésorban a centralis és periferialis vérzések csillapitasara s
a sziilészeti gyakorlatban méhosszehiizo hatasa miatt alkalmazzak.

Tovabbi jelentésége van a migrén és a Parkinson-kor kezelésében.

Terapias jelentésége miatt az anyarozst mesterségesen fert6zott
rozstablakon termesztették, mert mint obligat parazita, taptalajon nem
volt tenyészthets, de ma mar fermentacioval és szintetikus médon
ezek az alkaloidok eléallithatok.




Szaprofita Claviceps torzsek fermentacios tenyesztese

Terapias jelentésége miatt az anyarozst mestersegesen fertozott rozstablakon
termesztik, mert mint obligat parazita, fermentacios tenyesztese nehezkes.

Az alfa-hidroxi-etil-lizerg-amid (D-lizergsav) eloallitasat szaprofita Claviceps paspali,
C. fusiforms, C. purpurea fajjal végzik, az eldallitott termeket félszintetikus alkaloidok
eloallitasara hasznaljak (pl. lizergsav-dietil-amid, LSD).

a fofermentacid 8-12 napos, igy nagy sterilitasi és stabllitasi
kérulményeket kell biztositani a tenyészetnek, mint fonalas gombak igen érzékenyek a
keverés miatt fellépd nyird erékre (a gombafonalak elszakadnak), ugyanakkor atlagos
oxigenigényuek. .
Az alfa-hidroxi-etil-lizerg-amid, a lizergsav eldallitashoz a taptalajnak lartalma'zn'la
kell mannitot vagy szukcinatot, az ergotaminhoz szacharozt vagy citratot. A gllikoz
represszalja az alkaloid eldallitast, ugyanakkor triptofan adagolagsal .a
gombatenyészet szekunder metabolizmusa, igy az alkaloid szintézis indukalhato.
A szubmerz fermentacié kezdetén a trikarbonsav ciklus uralkodd szerepil, ezér is

fontos a ciklus valamilyen szerves savat adagolni. A Claviceps torzsek fenntartésa
szintén problematikus, mivel az egyes atoltasok soran a torzsek termeléképessege
gyorsan csokken. Itt nagy fontossagu az egyes termaképes izolatumok fagyasztassal

vagy liofilizalassal valo tartésitasa.

A gomba f6 hatéanyagai, az indol-alkaloidok kézé tartoznak. Alapvazuk a tertaciklusos
ergolin. A vegyuletek két f6 csoportba oszthatok: a lizergsav-szarmazékokéba (pl.
ergopeptin, ergotamin, ergopeptamok) és a clavin-alkaloidokéba (pl. clavin,
agroclavin, elymoclavin). Az alkaloidokon kiviil az anyarozs még egy sor, killonb6zé
szerkezetl hatdéanyagot tartalmaz, mint pl. kéntartalm( hisztidinszarmazekokat (pl.
ergithionein), kalonleges zsirsavakat, indolditerpéneket, antrakinon-karbonsavakat es
pigmenteket, amelyeket ergochromoknak neveznek. A gomba hatéanyagainak egy
resze vajudast elosegito, simaizom-0sszeh(zé hatasi. Ezeket elsosorban a centralis
és penfenalis vérzesek csillapitasara és a szulészeti gyakorlatban méhosszehuzo
hatasa miatt alkalmazzak. Tovabbi jelentésége van a migrén és a Parkinson-kor
kezelesebenis.

Anyarozs alkaloidok és hatasaik: ERGOMETRIN: az amin-csoport miatt soképzesre
hajlamos, tartarat (ERGAM), vagy maleat formajaban hozzak forgalomba. A szabad
bazis vizben rosszul oldodik, etilacetattal extrahalhato, CCl,-dal egyitt kristalyosodik.
Hatasa: oxitocin jellegl, a méhizomzat 0sszeh(zodasat okozza. A szilés
meginditasara, gyorsitasara es a kapcsolatos verzések csokkentésére hasznaljak.
Erosszehuzo hatasa miatt migrénes rohamok kezelésére is jo. Adagja: 0,3 mg (kicsi)
Ellenjavallat: terhesség. Az Ergometrin 6nmagaban is gyogyszer, de a lizergsav és mas
szarmazékok kiindulasi anyaga is lehet. ERGOTAMIN: masik tipus, itt az alapvazon
tobb-gyiriis tripeptid 16g. A kilonb6z6 aminosavak beeépiilese révén tobb hasonlo
molekula. Apolaros aminosav oldallancok - rosszabb vizoldhatésag. Eros érosszehizo
hatasu, ezzel a vérmyomast emeli. Elimoklavin, lizergol, lizergsav, LSD (kabitoszer).




[IPARI MERETEKBEN GYARTOTT

- noveényi sejtmikodésen alapulo — els6 biotechnologiai termekek

(Mitsui Petrochemicals, Japan)
(Bethesda Kutato Labor, USA)

- USA részrol 1990-ben :
- gyartasnak meginditasa

gyartasanak engedélyeztetése is gyogyhatasn fogkremekhez
- Angliaban 1990 utan: : \ kereskedelmi eloallitasara

- Californiai (Escagenetics cég) novényi sejtek altal tenmelt VAR I 18 forgalmazasat
jelezte ,, A’ markanéven.

ZENK TECHNOLOGIAI ELJARASA

analitikai eljaras kidolgozasa a keresett természetes anyagra

Azon _amelyek a keresett vegyiiletet nagy mennyiségben
tartalmazzak.

A kivalasztott novényekbol kiindulo kialakitasa.
. Olyan kifejlesztese

-amely a sejtek intenziv novekedesér lehetove teszi.

-amely a keresett anyag maximalis méntékii eloallithatosagat garantalja

Olyan . amelyekben a sec. a. cs. termékek tartalma nagyobb.

A kivalasztott koloniak fenyésziése

- eloszor a novekedést biztositd
- majd a termelést szolgald k6zegben

Ellendrzése annak, hogy a kivalasztott klonok képesek-e a keresett anyagot eloallitani




FESTEKEK

* Sikonin (naftokinon szarmazek)

- eredetileg a homoki pirosité gyokértorzsének kérgc.bol allitottak ¢lo

- Ma fermentorban termeltetik : 0% (4500 USA dollar/kg)

Lithospermum erythrorhizon

!

- Japdnban gyokerét régéta haszndljdk antibiotikumként és
gyulladdscsokkentdként
-bibiorvoros szine miatt szinezékként kozmetikumokban

(biordzs- elsé 2 hénapban: 1.320.000 db / 4: 13 dolldr.
Osszesen: 17 millié USA dolldr

FESTEKEK

kartamin-t,
a safrdny sdrga pigment jét, ma mdr
se/ttenyeszetben dllitjak elo.
Eredetileg: porzobol

festéket nyertek
* v - linolénsav

Eredetileg mécsvirdg olajdbdl nyerték, ma
bioreaktorban termeltetik.




AROMAANYAGOK
*  L-mentol allithato eld:
(D,L-mentiszukeinaton keresztiil hexanban, 40 °C)
Rhodotorula minuta
poliuretanba agyazott sejtjeivel (immobilizacio).
A lixagyas reaktorok” alkalmazasa (makroporézus hordozoanyaggal)

lehetoveé teszi a tér- és 1do-kihasznalas novelését:

* Geraniol és citronellol-észter reverz észteraz reakciok alkalmazasaval.
* Mosusz-lakton termelheté palmitinsav

Torulopsis bombicola jelenlétében végzett fermentalassal.

Daganatellenes szerek

Magasabbrendu noveényekben szamtalan daganatellenes vegyiilet fordul els, de

il kis Koncentracioban

kimutatasuk 1s nehézségekbe iitkozik
» szamos biologiar modszert dolgoztak ki
(pl. tumor-sejt kulturakra kifejtett citotoxikus hatast vizsgaljak)
1980-ban egy felmérés soranaz USA-ban :
pl. 114.000 kiilonbdzo novényi kivonatbol
oyl hatasosnak
Hatasosak: vatozatos kémiai szerkezetiiek voltak

(pl. tanninok. terpének, lignanok, flavonoidok. szaponinok,
alkaloidok, proteinek, stb.)




Magasabb rendii novényekben elofordulo
n¢hany tumorgatlo vegyiilet

Tumorgatlo vegyiiletek Mennyisége a novényben
(% szarazsulyra
vonatkoztatva)
Baccharin 2,0x 102
Bruceantin 1,0x 102
Kamptothecin 5,0x 1073
Ellipticin 3,2x 107
Homoharringtonin 1,8x 107
Maylianzin 2,0x 10
Podophyllotoxin 6,4 x 10!
Taxol 5,0x 10!
Tripdiolid 1,0x 103
Vinblasztin, vinkrisztin 50x 1073

RAKTERAPIABAN ALKALMAZOTT SZEREIK

Altalanosan jellemz6, hogy a daganatgatlé terapiiban
felhasznalhato anyagok, mint pl.
11111, /MIA//I’/;‘!_’('IIIII,
{(//]..

vinnhlasziin

a névényekben rendkiviil alacsony — rendszerint mikromolos
koncentracioban — nehezen kinyerhetd allapotban vannak,
kivonasuk kortilményes és ettol koltséges.

[y ¢ hatbanyagok biofermentdcios cloallitasa nagy
eredményekkel kecsegtet.




(Catharantus roseus folyt,)

\ VINBLASZTIN — 2 monomer alkaloidbal epiil fel:

katarantin (kevesebb)
+

vindolin (0,2 % intakt n6vényben —olcsobb)

C. rosens sejtszuszpenzios kultirak taptalaj optimalizalasa:
katarantin: 150 mg/l * 230 mg/l
100 1-es air-lift fermentorban dtalakitjdk
(C. rosens sejtekbol eldallitott —enzim + vindolinalkalmazasanak segitségével)
3’4’ anhidroviblasztinn,
amely a yinblasztin kézvetlen prekurzora

Japanok — szervetlen sok adagolasaval optimalizaltak az anhidrovinblasztin
'(enzimatikus) atalakitast (50 %-os hozam)

Taxol — Taxus brevifolia
Taxus — nemzetség (8 faj + 2 hibrid)
*1960-as években — megallapitottik, hogy a kéreg kivonata citotoxikus hatisi a
leukémia sejtekben és gatolja szamos tumor novekedeéset
»1971-ben amerikai kutatok izolaltak a hatasaért felelos: taxolf
\ Taxol (toxikusditerpen)
- gatoljaa sejtosztodast (a G2/M-fazisban)
- klinikaivizsgalatok: nogyogyaszatiés emlodaganatok
(tovabba: tiido. fe), nyaki daganatok)
kezelésében aktivnak bizonyult
*1994-ig csupan a novény kérgébol allitottakelo  (Taxus brevifolia)
5-10.000kg keéreg 1 kg taxol
500 beteg kezelésére elegendo.
1 g taxol eloallitasahoz 2-3 6reg fat dontenek ki - 10 evre elég a Taxus-allomany!

Alacsony taxol-szint + lassii névekedés miatt a biotechnologiai modszerek jelentosége




TAXOL
rakterapiaban (mellrak II. fazis) alkalmazott diterpén pszeudoalkaloid

Nezetek megoszlottak:

- szintetizaljak-e, vagy

- a természetes forrasat hasznaljak ki,

- sejtkultirakban termeltessek,

- gyokér-hidrokulturaban

2 x magasabb, mint az agkéregben és a gyokerek intenziven néttek.
Taxus brevifolia kérge:

7200 kg-ra van szilkkség . 1 kg taxol kinyerésére!

1 g taxol eloallitasahoz . 2-3 oreg fat kell kidonten:

Jovmazl 310 evre elegitene ki 2 sziikségletel




Megjegyzes:
+ 1994-ben sikeriilt megoldani a taxol total-szinteziset,
—eddig nem gazdasagos, mert
a.) a folyamat bonyolult

b.) viszonylag alacsony hozamu

» Jelenleg igéretesebb megoldasnak latszik:

- a taxol prekurzorokbol torteno szemiszintézise
- novényi sejt/szovet kulturak alkalmazasa

- Immobilizalt kultarikkal (iivegszal-matrixbazart 7. cuspidatasejtek)
sikeriilt a taxol tartalmat (0.012 %)-tmegemelni.
Elény, hogy a tapkozegbe valasztjakia taxolt (1-3 mg/),
ahonnan kénnyenkinyerhelo.

- Gyékér hidrokultarik (gyokérben 2x magasabb, mint az agkéregben, 161 no!).

ARTEMIZININ

Bioreaktorban fed-batch tenyésztett A. annua hairy roots kulturakban

a tenyésztésiidd soran elemezve

az artemizinin termelést, a kisérleti adatok osszehasonlitasa segitette

a hatoanyagtartalom fokozasat. Elicitorok alkalmazasaval tovabb fokozodott
a malaria ellenes hatoanyag bioszintézise a géntranszformalt kultdrakban.
Cerebrisid elicitor (kombinalva natrium nitroprussziddal) jelentésen novelte
az A. annua hairy root artemizinin tartalmat és produkciojat.




Pharming for Farmaceuticals /.,Molecular farming '
Kloroplasztisz-transzformdlt GM novények

‘A kloroplasztisz transzformdcionak a jovében ériasi jelentésége
lesz a bioreaktor transzgénikus novények elddllitdsaban.

Az elsé gydgydszati célra haszndlhato fehérjéet (emberi
novekedési hormont) termeld GM dohdnyt 1986-ban dllitottak elo.

Nap jainkra tobb ezer tudomdnyos kozlemeény jelent meg tobb
mint 100 gydgyitdsban haszndlhaté molekula eléallitasarol
(hormonok, immunoglobulin, intferferon interleukin, virus és
baktérium elleni antigének).

A kloroplasztisz transzformdlt novényben termelt fehérjék kozdl
sokat klinikai vizsgdlatokban is ellendriztek, s az eredmények
nagyon biztatéak.

Plant molecular farming (PMF) / Plant-made pharmaceutical (PMP)

Gyogyszergyarlas terilletén egyre nagyobb teret hodit

Jelenleg hdrom gydgyszerfehérje engedélyezett piaci gyartasra,

melyeket novényi biotechnologidval dllitanak elé

« Transzgénikus dohdnybdl elddllitott fogszuvasodas elleni

antitest (CaroRx™), melynek gyarts ja a Planet Biotechnology.

« Szintén transzgénikus dohdnybdl elddllitott newcastle virus

alegység vakcina, gydrtoja a DowAgro.

Transzgénikus répdbél elddllitott human-p-gliikocerebrozidaz

enzim rekombindns formdja a Gaucher-kér kezelésére haszndlt

taliglucerdz alfa (ELELY SO™), amelynek gydrtd ja a Protalix

mdr fejleszti az ordlisan alkalmazhaté formdjdt is (Kwon and




Glilkocerebroziddz enzim elédllitdsa sdargarépa chTszuszpcnznoval
(egy orokletes anyagcserezavar, a Gaucher- be‘regseg gyogylfasar'a)

Fermentdcidos rendszen, ahol ?

sdrgarépa GM
se)tszuszpenziékat
fenyésztenek
plasztikzacskokban

‘4 rota/ix Bia mﬂwﬁu)
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Az ebben a betegségben szenvedok maj- és csontproblémaik kezelésére
kéthetente kapnak injekciét, amelynek éves kéltsége 200 000 USD.
A novénvben eldallitott enzim nemcsak olcsébb, hanem hosszabb idelg

ktiv a veraramban, Igy ritkabban van szukseg az Injekcidzasra

A fermentorok alkalmazdsdnak egy uj felhaszndlasi
terilete, a XXI. szdzadban forradalmasitja a
gyogyndoveny szaporitast és termesztést.

A mesterséges mag, pontosabban a fermentorokban
folyamatosan, milliard szamra eloallithato
szomatikus embriokkal végzett vetés és palantazds
madr gyakorlati alkalmazdst nyert.

Az utobbi évek eredményei alapjan joggal
feltételezziik, hogy a XXI. szdzadban mdr szamos
faj szaporitéanyagdt klonozdssal, automatizalt
fermentor rendszerekben fogjdk elodllitani.




A zdrt fermentor rendszerek miatt lehetové valhat:
a teljes termés hasznositdsa (nincs vetdgumo, vetomag
eloallrtas);
a genetikai manipuldciéval elddllitott GM novények gyors
felszaporitasa;
az elddllitds helyének és idejének figgetlen az
évszakoktél, az égovidl és az adott faj termeszteési
terdletétol.
Gazdasdgi jelentoségét bizonyitja:
10 |-es fermentorban 1 hénap alatt 1 milliard
embrié édllithaté el (1 ml = 100 000 sejt)
Az embriomennyiség megfelel:
150-200 ha bizavetomagnak, vagy
25000 ha burgonya vetogumonak.
A fenti adatok is alétdmasztjdk, hogy a mesterséges mag
alkalmazdsa a XXI. szd. egyik legjelentdsebb, vdrhatéan
egyik legnagyobb  gazdasdgi jelentdségli  novényi
biotechnolégiai eljdrds lesz.




