8. el6adas (05.06)

SZOVETTENYESZETEK HATOANYAG
KEPZESENEK OPTIMALIZALASA

Munkank soran arra torekedtiink, hogy a j6 metabolikus

aktivitassal rendelkez6 kultardk létrehozasan tilmenden,

megallapitsuk  azokat az optimalis tenyészté

: melyek hatasara a biomasszaképzés ¢s
hatéanyagszintézis Osszehangoltan a legkedvezobben
alakul.

[lyen ircanyu vizsgalatokhoz

e egyrészt a génmikodést befolyasoljulk - pl
hormondlis  reguldcioval —  Kkombinalva a
hatoanyagképzes fokozasa  céljabol  prekurzor
aminosavakkal s

masrészt a novényi genom  manipulalasaval

hefalvraenlinle a hatAanvaa termelact

1 ‘ =

Altalanos biogenetikai rendszer

Elséként Vagnjfalvi Dezso (1990)
- Anyagcsere {6 utjainak egységes vazlatba foglalasa
- Az univerzalis anyagesere utakhoz kapcsolodoan a

specialis anyagesere {0 utjainak kielolése.

Ennek megfeleléen alakithatok ki a névényi anyagok

fobb csoportjai.




SZACHARIDOK. Szénhidrat drogok.
Noveényi savanyagesere. C-vitamin,

FENOLOIDOK bioszintézise
-Egyszeri fenolglikozidok és drogjaik
-Lignanok
-Kumarinok képzodése az élévilagban.
-Flavonoidok képzodése és biologial tulajdonsagai
-Antocianinok kemiaja, farmakologiaja.
-Cserzoanyagok biologiaja, kémiaja.
-Naftokinonok
-Antraglikozidokat és szarmazékaikat tartalmazo
drogok.
-Oreinol és floroglucin szarmazékok

POLIKETIDEK bioszintézise.
-Zsiros olajok és egyéb lipidek.

Anyagtorzsekhez tartozo,
ismert szerkezetli vegyiiletek megoszlasa a névenyvilagban
(LUCKNER nyoman)




Ammi majus L.
(Apiaceae)
Ammi fructus

Eléfordulasa: Foldkozi tenger mentén
Egyiptomban és Oroszo.-ban termesztik

Tartalmaz:
tobbfele kumarint:
bergaptén 0,04%, imperatorin 0,3%, xantotoxin 0,5%

Alkalmazas:
Vililigo kezelesére

» Fotodinamias gyogyszerek céljara:
bergaptéen, imperatorin, xantotoxin kevereket
meladinin (Egyiptom), ammifurin (Oroszo), oxsoralen

Fotoszenzibilizal6 hatasmechanimusuk alapja: a furanokumarinok
az epidermisz sejtekben |evé DNS-sel stabil vegytletté (furokumarin-pirimidin-

komplex) alakul.
UV fény: 320-390nm.
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AMMIMAJUS FURANOKUMARINJAI

Xantotoxin

Bergapten

Izopimpinellin

Imperatorin

Marmezin




Ammi visnagal.
(Apiaceae)
Ammi fructus

Tartalmaz:

furano kromonok 2-4 % (khellint, visznagin)

pirano kumarint 0,2-0,5 % (

furanokumarinok nyomokban

flavonoidok;, illoola]
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AMMI VISNAGA HATOANYAGAI
. Furano-y-kromonok ASR A
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-OCH 3 -OCH -CH 3 khellin

-OCH 3 -H -CH 13 Viszoagnn
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AMMI VISNAGA HATOANYAGAI
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I. Furano-y-kromonok //Rl\ | g
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-OCH 3 e S | kbellin
~-OCH 3 -CH 1 | viszagin
OCH e | =T e “—CH_,0H Khellol
—OCH 5 -CH :0H ammiol

-OCH 3 3 -CH  :0-glukéz ammiol-glikozid
-OH 2 Cl 3 khellinol

OGS, i | _30pitkbe Xhellenin

I1. Visznaginon, khellinon >
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I11. Piranokumarinok
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visznadn

TIRIN

Alkalmazas:
diuretikus
simaizom gorcsoldo
asthma bronchiale, gyomor- bélgércsok
Koronaria tagito
Carduben drazsé (Madaus) =
szivinfarktus kezelésére

Kozponti idegrendszerre hat - szedativ hatas

- barbituratok hatasat fokozza
Utobbi években kimutattak hipokoleszterinémias és anti-
arterioszklerotikus hatasat. Csokkenti koleszterin plazma

szintet (LDL, HDL) és az apoprotein-B szekréciot a majban.




PERCENTAGE OF ACTIVE CONSTITUENTS IN THE FRUITS AND
LEAFS OF AMMI VISNAGA AND 4. MAJUS

Plant Active constituent Fruit Leaf

Khellin 1.468
Ammi visnaga  Visnagin 1.002
Total 2470

Xanthotoxin 0.408

Imperatorin 0.097 0.064 |

Bergapten 0438 0.199 |
Total 0943 0434 |

Ammi majus

KULONBOZO KONCENTRACIOBAN ALKALMAZOTT
REGULATOROK HATASAAZ AMMI MAJUS
FURANOKUMARIN TARTALMARA (TENYESZEDENYES

ETHREL “SbﬁLE Rec

T T T T T =
300 500 mg/l 500 1000 1500 mg/

= xanthotoxin == bergapten = imperatormr total
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EFFECTOF GROWTH REGULATORS ON
FURANOCOMARINE CONTENTS IN TISSUE CULTURES
FROMAMMI MAJUS

Szovet regulator mg/l furanocoumarin %
tenyészet

ICCC Klin 2.4-DIBA| xanthotoxizbergaptemmperatori
Kallusz 0,010 | 0,004
Kallusz 0,028 0,005
Kallusz 0,036 0,008
Org. - 0,005
Org. 2 0,052 0,007
Org. — 0,011
Kallusz 0,082
Org. 0,017
Kallusz 0,101
Org. 0,008
Kallusz ++

Org. i

IES TARTALMU TAPTALAJON NEVELT AMMI MAJUS
KALLUSZSZOVETEK FURANOKUMARINJAI (GC)

xanthotoxin

xanthotoxin

codein 1.5

isopimpinellin
imperatorin
— 1sopimpinellin
bergapten

¢ imperatorin

min 20




IES ES KINETIN HATASAAZ AMMI M l.Il;.\” KULTURAK
FURANOKUMARIN TARTALMARA
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B XANTHOTOXIN
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kallusz  org. Inllusz org. intakt levél
(BT ]
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AMMI VISNAGA furano-g-lkkromon és piranokumarin
L. Furanokhromones tartalma

[R1- R2-: R3-:
~QCILE ~-QCIE —CLE Khellin
-OCH —H —CIt visnagin
—QCH —H -CHOH khellol
~-QOCH —-QCH —~CHOH ammiol

QCLE OCEE —CHOCH,;0; | ammiol glucosidd
| —OH —-QCH —CLb khellinol
-OCH -H —CH.OCH, 0 | khellol elucoside

[1. Visznaginon, khellinon

R-:

-H visnaginon R
-OCH 3 khellinon

R-:
Py e ACH3 samidin
I11. Piranocoumarins _CO-CH=C |
CHs A
ACH3 | dihydrosamid
—CO-  =CH in
H_ CH:
CH>CH»
N

CHa

-CO-CH




KULONBOZ0O KONCENTRACIOBANALKALMAZOTT
REGULATOROK HATASAAZ AMMI VISNAGA FURANO-
7-KROMON TARTALMARA (TENYESZEDENYES
KISERLET)

ETHREL %

0 100 300

500 mg/l 0 500 1000 1500 mg/l

khellin " visnagin " total

EFFECTOF GROWTH REGULATORS ON
FURANOCOMARINE CONTENTS IN TISSUE CULTURES

' i nl s Vat WAFB WS WSS S Jal BAV s

regulator mg/l furanocoumarin %

Szbvet

flon)’észetr ‘ e \
{ethrelCC(2 4-DKlinNAA TAA  Visnagin| Khellin) Total |

Kallusz | 1 l ‘ = 0014 | 0036 |

'Kallusz | = 0,015 | 0,045 |
| ' 0,031

|

| Kallusz ' 0,004 | 0013 |
Mo ‘ " 0,011 0,004 | 0,037

! |

%

|

(O ‘ , 0,013 0,006 | 0,053
| Ore. ’ ‘ 0,066 0,041
|Kallusz | e ' 0,036 0,023

0,062
| Kallusz ot ; 0,039 | 0013 | 0,059
Kallusz | k 0,069 | 0019 | 0,089
Kallusz | , 0,034 | 0019 ] 0,059
Kallusz | 10,2 | 0,060 | 0,019 | 0,092
Kallusz | | | [ 0,055 | 0041 | 0120 |

1
|
0.118 |
|
\




NES HATASAAZ AMMI VISNAGA KALLUSZSZO) ETEK
VOV EKEDESERE ES FURANO-7-KROMON TARTALMARA

Yo| meg/nap %| mg/nap mm napi novekedes
3 ! i -
= khellin

! \l\nd"ln
0.1+ 100

0.05+—50 0, O\- S0

mg/l
FENY

Ammivisnaga

furano-g-kromon ¢és piranokumarin kimutatasa

Sejt szuszpenzio

visnadin

codein ist

_——Visnagin

— khellin

: - min 15
taMedica (1991)57. 8.132-133.1IF: 1.258




A. VISNAGA HAIRY ROOT KLONOK (A.r.#A-4) VISNAGIN
TALMALMA

SZILARDB-5TA

=B-5solid
=mB-5 hqud

SZILARDES )
FOLYEKONY 2 _ 4 I

B-5 TAPTALAJON I 5 :
21820 ’]\ 4 21826

'E BB RN

LC-UV (A) and LC-APCI-MS total ion (B) chromatogram of an extract
of A. visnaga hairy roots and mass spectrum of visnagin (C) identified
in the extract
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(MMI VISNAGA HAIRY ROOT #20233 KLONBAN (A.r. HAY)
A VISNAGIN ES VISNADIN KIMUTATASA HPLC-VEL
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MS IS B-5 'll)l’l’7?ll,, {JON NEVELT AMMI VISNAGA HAIRY ROOT
KLON (R-1601-01) FURANO-7-KROMONJAI (IHIPLC)

1004 144 1004

90+

=

ViSnagin

m\ vagy MAU

“visnugin

8 10 12 14 16




IES HATASA AZ AMMI VISNAGA HAIRY ROOT (A.r.15834)
VISNAGIN TARTALMARA
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J. Planar Chromatography (2000) 13. 463-467.IF: 1,118
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MgSO, HATASAAMMI VISNAGA HAIRY ROOT KULTURA
(B-21820klén) NOVEKEDESERE ES VISNAGIN PRODUKCIOJARA
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Folyékony B-3 taptalajon nevelt hairy root klonok
(A.1. A-4) visnagin produkcioja

= Hairy root
= Taptalaj

pg/kultara

a
l-] 21820 klon

'R BN

hairy root Kultara S Y . . .
(folyékony B-5 & 0 Scutellaria baicalensis
taptalag) N { Georgl

7 4 e

' 4 X \ M Ujabb megfigyelések szerint flavonoidjai
- a human immundeficiencia virust (HIV-1
- és a human T-sejtes leukemia virust
(HTLV-1) gatoljak

i i

)
_AL_./U W

Wogonin R=H Baicalein R=H —— WA
Wogonozid R=glukuronsa: Balcalin  R=glukuronsay A R A

Chromatoeraprhia 200 A1) r ’ T .
womatographia, 2004 1K.: 1,23 Kovdcs (7_1'()7'2\'1

B '_J‘J luv.




Redukilé kipessig
(ASE/mg)

Content(ug g-1)

Sucrose (mA%%)

baicalin baicalein wogonoside wogonin




Banyai P.

Hairy roof kultura
=

Hatas/felhasznalas:

- természetes szinezek

- vesekooldo hatasu

- antimutagén (alizarin,
purpurin)

- mutagen (lucidin)
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Alizarin és purpurin tartalom valtozasa magnézium hatasara
Rubia tinctorum L. hairy root kultirakban

BS5 taptalajona Mg
koncentraciéjanak emelesevel
jelentésen nott az alizarin €s
purpurin tartalom

purpurin_
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hairy root MeOH

xtrak = : ‘rakcionalas: 254 nm
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1: HMS ~1/2 nitrat
2:B5

1r ~ T i1

Oruri 1airy root Kuitu
vizes (enzimatikus) hidrolizatum totalion kromatogramja
(munjisztin, nordamnakantal, pszeudopurpurin (purpurin-2-karbonsav)
(lucidin mentes!!!)

- BPC Scan 121012_Rukiatidd Smocth (1) :
\ munjistin O OH rubiadin
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vizes (enzimatikus) hidrolizatumban az
_ egyes komponensek tomegspektrumal

pszeudopurpurin, munjisztin,
rubiadin, nordamnakantal

2 hetes
kultura

6 hetes kultura




MELANOMA sejtvonalakon
3 tinctorum hairy root kultdra vizes (enzimatikus) hidroliza

nyabb gatlast fejtett ki, mint az alizarin, vagy purpu

Alizarin

Purpurin

OSSZEFOGLALAS

Megallapithaté, hogy a kiilonbozo organizalodasi
szintii kultirak hatéanyag képzése jelentosen
fokozhato:

 a génmiikkodés befolyasolasa révén
- hormonalis regulacioval
- prekurzor aminosavak segitségével
- primer anyagesereutak befolyasolasaval

¢ a novényi genom manipulalasaval,
gentranszformacioval




Tagetes patula L. géntranszformalt hairy root
kultarak

Hatoanyagok:
illoolaj
poliacetilének

(tiofén)
flavonoidok
karotfinoidok

Szarka Szabolcs

karotinoidok
flavonoidok
illéolaj

illoolaj

tioféenek

Tageles patula L (Asteraceae) torpe barsonyvirag




Fébb képviseldk: NN Y

§ S

5-(3-butén-1-inil)-2.2’-bitiofén (BBT) o
AYAWA R R

s -
2,2':5',2"-tesrtiofén (a-T) 5-(4-acetoxi-1-butinil)-2,2’-bitiofén (BBTOACc)

Hy

~ Minor komponensek: Jellemzék:
+ szintézis gyokérzetben

> 5 i =0
é—O_O_'E‘ e O_O_(_ho\« - fototoxikus biocid hatas:

S-acatoximetil-5'-{3-butén-1-nif)-2.2-BMcMN £ (3 4 giacetoxiq-butinii}2,2"ditoléno [ antibakterialis
= Lot e -antifungalis

&—O—Oﬂ—c—a.m O—O—c_c —CH=CH—CHy antiviréhs

emmumn -1-inl)-2,2-bitotén 5-{(3-pentén- Hrul) 2.2'-bitiotin C'mtoxv' k_US
nematicid

Hairy root kultura

szilard taptalajon
Tulajdonsagok:

O hormonmentes taptalajon
intenziv névekedés
QO kiemelkedé mertékd
specialis metabolit termelés folyékony taptalajon




Hairy root kultiira
TIC

togramja
o

\ i, (wh

00 p U 10
1l’:‘al w4 e

W am
Tiofén-vazas poliacetilének
Hatas: biocid (inszekticid,
herbicid)

NN N

5{3buten-1-enl)}-2Z-biflenll 5{4-hidroxi-1-buteni -2,Z-bitienil
(BBTOH)

K (BBT)

’ T patuls tT;;alxdarools T. palula hairy N\ Q_Q_E_mw‘

feh 152 4erdenil 5{4-acetoxt1-butenll)}-2 Z-bisend
S S (BBTOAC)

1110 vegyiiletek (w/w

Percentage compositio

Tiofén poliacetiléenek(%)

Klonszelekcio

Szelekcios szempontok:
* biomassza produkcio
* tioféen termelés

.
AT
e
sovsserecsnn,,,
.

Q #TpR jelti kién:  kiemelkeds biomassza produkciéja ellenére
az a-T termelése elhanyagolhaté
Q # TpA1 és # TpAS6 klénok: megfelels novekedési ertek,
jelentds a-T tartalom




Klonszelekcio

DBeT
mo-Etoén
DBBTOA
[|oAcomesBT
@BBT(OA)2

A tapkozeq Odsszetéetelenek

A MgSO, hatasan:g

w—te T tartalom (pg/g)

w1 -T produkeié (pg/kultara) /

g

T

L
&

370 (kontroll) 600

MgSO, koncentracié (m ghn)




6. elGadas (04.01)

SZOVETTENYESZETEK HATOANYAG
KEPZESENEK OPTIMALIZALASA

A munka soran arra kell toérekedni, hogy a j6 metabolikus
akuivitassal rendelkezé kulturak létrehozasan tilmenden,
megallapitsuk azokat az optimalis tenyésztési koriillményeket,
melyek hatasara a biomasszaképzés és hatoanyagszintézis
6sszehangoltan a legkedvezébben alakul.

Ilyen iranyu vizsgalatokhoz

* cgyrészt a génmulkodeést befolyasoljulk — pl. hormondlis
regulacioval — kombinalva a hatéanyagképzés fokozasa
céljabol prekurzor aminosavakkal is.

* masrészt a novenyi genom manipulalisaval befolyasoljuk a
hatoanyag termelést.

Teljesen szekvendlt novényi genomok:

pl. lddfd, rizs, dinnye

- Az elsé teljes szekvendlt novényi genom a lidfi (Arabia’op'sis
thaliana) genomja, aminek szekvendlasat 2000. decembergre
fejezték be. Az egyik legkisebb novenyi genom (pl. a kukorica
genom ja 45-szor nagyobb).

- A genomszekvendlds megdllapitdsa szerint a dinnye DNS-ében
450 millio bazispar, illetve 27 427 gen van.

(A dinnye genomja joval nagyobb, mint legkozelebbi rokondé, az
uborkde, amely csak 360 millio bazisparral rendelkezik.)

Uegjegyzes: A nukleinsav bazispdrok jelentik az élélények DNS-
enek alapegyseget.




A géntechnolégiai modositas helyszinei

= Sejtmag- (genom) DNS

s Plasztisz-DNS b

= Mitokondrium-DNS I s
extrakromoszomalis
tulzjdonsagok,
anyai oréklésmenet

géntechnolégiai szempontbol a sejt = 2 névennyel!

sejtekbdl in vitro, névények regeneralhatok

Hairy root kultdrdk
Hormonmentes tdptalajon

korlatlanul névekednek
Genetikailag stabilak
Magas hatéanyag-produkcié
Uj vegyiiletek bioszintézise




/dos kutat, a penzember halad'- de keften egydit..

1975
- A rgkombinéns DNS-technolégiakra sz6l6 moratérium elfogadasa (Asilomarban).
Tudosok siirgetik a kormanyokat a torvenyi szabalyozasra.

1976
- ANIH korla tA')__"_:'i bizonyos tipust rekombinans DNS-technol6giak alkalmazasat.
A New York Times ellenzi a Nobel-dijat génsebészeti munkaken
(1978: W. Arber et al...)
- ‘H. Boyer és R. Swanson megalapitjia a Genentech, Ine 1., az elsoé biotechnologiai
vallalatot, mely rekomb. DNS-technikaval késziilt élolényeket gyart és forgalmaz.

1977
- Genentech, Inc., bejelenti a baktériumban termelt elsé emberi feherjét:
a oue Wit az emberi novekedésre hato faktort.
Eloszor hasznaltak klonozoft gént fehénetermeltetésre, ezért sokan ezt tartjak a
Biotechnologia Korszak (Age of Biotechnology) kezdetének

A novénybiotechnologiai

megkozelités a novényi sejtek totipotenciajanak kihasznalasan alapul.

1 1900-1950: a szovettenyésztés alapjainak megteremtése
1902-04: Haberlandt-Hennig: elsd sejttenyészetek
1910-20: steril tenyesztes modszertananakkidolgozasa
(1925: Laibach: hibrid embrok nevelése taptalajon)
1930-40: szovettenyésztésiiskolak dohannyal, sargarépaval (kalluszok
nevelése): White (USA), Gautheret (Franciaorszag)

2. A névényi sejtek totipotenciajan alapulo szomatikus sejtgenetika

kialakulasa (1950-80)

3. A novényi géntechnologia kialakulasanak idoszaka (1980-)

A restrikcios enzimek felfedezésévelindult "vilaghodito™ atjara a 70-es évek
gzel/ genmel nékdskddés /génmanipulacio




A GENTECHNOLOGIA FEJLODESENEK FONTOSABB
ALLOMASAI L
1973 Elso génatiiltetés mikrobakban
1975 Génsebészet biztonsagi iranyelvei

1976 Elsé ,kereskedelmi” jellegii géntechnologiara szakosodo
vallalat

1977 Elsb génatiiltetés emlos-DNS felhasznalasaval

Emberi inzulin kisérleti termelése baktériumba juttatott
emberi gén felhasznalasaval

1980 Elso olyan gyar felépitése, amelyben mirobakba becpitett
génekre alapozva kivannak hormont, oltoanyagokat ¢s enzimeket
gyartani.

Lehet, hogy az édesburgonya, ez a szerény élelmiszernoveny ¢
feje tetejére dllitja a GMO élelmiszerekrdl szélé vitdt ??:
) 1

2015. majus 1. (Ghenti Egyetem) : foret | &

Az EDESBURGONYA genomjdba termeészetes : -

iton Agrobacterium gének kerliltek - vagyis

egy olyan talajbaktériumbél, melynek v

segitségével a kutaték szdmdra lehetségessé " Crop Tech Comer

A tuddsok frissen meqjelent kozleménye (a Grop

vélt a névények genetikai médositdsa. Botech Updare it kezal rdla

osszefoglaldy) h1tpi//www.pras.ong/content/112/1

8/5844
Ezek az .idegen' DNS-darabok mind a 291 megquizsgdlt édesburgonya-fajtdban

megtaldlhaték, ami .arra utal, hogy az Agrobacteriun-fert6zés az evollcié sordn

torténhetett” - vélik a tudésok.

A Ghenti Egyetem és o limai Nemzerkdzi Burgonyakézpont tudésal meglepo felfedezést tettek.
Kideriilt, hogy a vildg bdrmelyik td|dré! szdrmazé édesburgonya az Agrobacterium eredetl géneket

hordoz - abbél a talajbaktériumbél, amelybdl géndtvivé képességének készbnhetden o

legkedveltebb genetikal mddosité rendszert felesztették ki, 4 gének ndvényekbe vald beliltetésére,




A ,géntechnolégia” nem uj keletii

Mary-Dell Chilton:

Hosszii idén keresztiil, talin az évek millidin at, latta el a
kozonséges talajbaktérium, az Agrobacterium tumefaciens azt
a feladatot, amivel a kutatok ma még csak kisérleteznek

Ez a baktérium egyik novényfajbol a masikba vitt at

orokitéanyagot, és a fogadé nodvény oOrokitoanyagaba
beépitette azokat.

Scientific American, 1983. jumus

GENTECHNOLOGIA FEJLODESENEK FONTOSABB
ALLOMASAI IL
1981 Egységes, ugynevezett monoklonilis ellenanyagok megjelenése a

piacon az USA-ban. Biotechnologiai ipar kibontakozasa.
Génatiiltetés, génsebészet ,,rutin’ feladat.

1982 Els6 géntechnologiaval eldallitott oltéanyag human inzulin
forgalomba keriilése az USA-ban
Elso 1 it pém atiiltetése az covik noveny fajbol a masikba
1984 Legnagyobb ismert gén sorrendjét sikeriilt meghatarozniuk,
sikeriilt klonozniuk is a megfeleld gént. A , faktor 8”, a verfeherje
véralvadasban részt vevo gén, nem kevesebb, mint 186 ezer
bazisbol all.

1997 Elso emlds klonozasa




Genetikailag modositott szervezetek

* Néhany terapias vegyiilet, melyet rekombinans

technologiaval allitanak elo

Hormonok: follikulus stimulalé hormon, inzulin,

szomatotropin

Vakeinak: Cytomegalovirus, Hepatitis B
Immun szabalyozok: Tumor nekrézis faktor
Véralvadas szabalyozok: VII, VIIL IX faktor

A géntechnologial ipar gyogyszerkészitményei

Termék megneveziése
| Human inzulin

alfa-interferon

béta-interferon

human novekedési hormon
alfa-Interferon

hepatitis-B oltoanyag (majgyulladis)

Gy#rtd megnevezése

Eli Lilly/Genentech
Shering-Plough/Biogen
Serona/Toroy (Japhn)
Genentech/KabiGen (Svédorszig)

Exovir

Merck/Chiron

“alfa-Interferon
béta-Interferon
gamma-interferon
hepatitis-B oltoanyag
immuntoxin
interleukin-2
proinzulin

retrovirus oltbanyag

Enzo Biochem

Shell Oil

(16bb gyArtd)

Smith Kline Beckman
Xoma

(18bb gyArtd)

Eli Lilly

Smith Kline Beckmann

12 készitmény eldklinikal vizsgalat (Allatkisériet)
kifejlesziye

fejleszics alatt

kutatasl szakaszban

gyariasl szerzodés

! l,g\'t'h

27 gyfrtd
29 gyirtd
27 gyartd
31 gyrt6

B gyirtd
19 gyartd




Genetikailag modositott szervezetek

» Pharming for Farmaceuticals
— olyan transzgénikus él6lények Iétrehozasat €s kultivaciojat
jelenti, melyekben a human gyogyaszat szamara fontos
anyagokat termeltetnek

» allatoknal torekednek a szovetspecifitasra
— tejbe kivilaszthato legyen

« novények is alkalmasak, de szigori el6irasok vannak a
termeszicsnel

. : - ~ M £ ~ - o b — {4~ r’,’
1j biotechnolégia fogalma, 6sszehasoniifasuk

régi: fermentacio és klasszikus nemesités
uj: genetikaimodositas,

pl. névény- és allatbiotechnologia




GENTRANSZFORMACIO

Uj perspektivat jelent a novényi genom
manipulalasaval — természetes géntranszformacioval
létrehozott — w.n, ,, hairy root " kultGrakban termeltetni a
hatéanyagokat.

rfOy1*1mmMmaciio
“\,-l} J5,‘.,w\l

{orobacteriim plazmidols, mint termeszetes agénatvitell rendszerek
.azun. T-DNS a baktérinumfertozés soran

\ Ri-plaznid egy része
DNS-ébe.

atkeriil 2 novényi sejtekbe és stabilan integralodik a sejtmag

Agrobacterium

rhizogenes

“= éren
T-ONS-komplex

\N&vinylsejt’

Agrobacterium medialt géntranszformacio modellje (Tzfira és Citovsky 2006 nyoman)




GENTRANSZFORMACIC . -
ENTRANSZEORMACIO Agrobacterium plazmidok,

mint természetes génatviteli
rendszerek

ARi-plaznid egy része , azun. T-DNS a
baktériumfertozés soran atkeriil a novenyi
sejtekbe és stabilan integralodik a sejtmag
DNS-ébe.

A./Agrobacterium sejt, benne a bakterialis
génatiiltetés kromoszoma (f6 DNS)
B./aTi, vagy Riplazmid T-DNS régi6ja

Agrobacterium tumelaciens sejt replikéciés régib (origo)

9, &bra: a. Agrobacterium tumefaciens sejt, benne a bakterilis ,kromoszéma” (fé DNS)
és a Ti plazmid. b. A Ti plazmid tDNS régiéja [222]




lgrobacterium rhisogenes plasmidok restrikcios térkepe

A. plazmid (180 kb):

A

A\

nem vesz részt kozvetleniil a
transzformacioban, csak segili

.
" tran"

B. plazmid (250 kb):
Riplazmnid gyokeresedest idez elo

segiti a hairy root
kialakulast (hormon termelést,
fenoloid képzodeést aktivalja)

ikas7 kenil at a novényi
genomba

C. plazmid (250+180-430 kb)

A két plazmid osszeolvadasabol
keletkezeft integralt plazmid.

Hairy root kultarik

szilird és folyékony MS-2 tiptalajon

Plant Growth Regulation (2000) 30, 105-110. IF: 0,837




A novényi sejtek és protoplasztok esetén alkalmazott vektor
nélkiili eljarasok

clektroporacio
(a sejtmembranban elektromos erdtér hatasara keletkezo porusokon
keresztiil jut be az idegen DNS),

elektrofuzio

génbevitel liposzomakkal
(a mesterségesen létrehozott liposzomak képesek fuzionalni a
protoplasztokkal),
ultrahanggal toxténo génbevitel,
mikroinjekialas
(mechanikai modszer, idegen DNS sejtbe, vagy sejtmagba valo kozvetlen
bejuttatisa mikromanipulator segitségével, mikroszkop alatt).
DNS bejuttatasa génbelovessel
(nagy sebességre felgyorsitoft, felszintikén DNS-t tartalmazé nemesfém
szemcséket alkalmaznak),
szilikon-karbid tik alkalmazasa
(a sejteket DNS tartalmi folyékony tapkozegben szilikon-karbid tikkel
egylitt razatjak),




GENTRANSZFORMACIO ELLENORZESE

* Opin kimutatas (papir elektroforézis, HPLC)

—az idegen gén mitkodésétill. annak produktumat
lehet kimutatni.

- PCR technika (gél-elektroforézis)

- az idegen gén jelenlétének kimutatdisa a novényi
genomban

* Blot analizis (gél-elektroforézis)

—az idegen gén beépiilési gyakorisagat is
vizsgalni lehet

A PCR minfa dsszetétele:

- 2,0yl DNS

- 3,3yl steril desztilldlt viz

- 1,0y puffer

- 1,0yl 25mM MgCl,-oldat

-1,0-1,0p! génspecifikus
primer

- 0,5y) DNS polimerdz

- 0.2yl 100mM dNTP

A. . plkasmid DNS Hairy root (rolB-gén)  Nem transzformalt
(rol B-gén szakaszok) bakt. DNS-szakasz gokér (nog.reakcid)

A PCR részfolyamatai:

A hairy reot kultdrakban
- denaturdcio: 94°C 1 percig sikerilt kimutatni a

- primer-kotodés: 55°C 1 percig bakterialis DNS Jelerﬂe'ret
- polimerizacio: 72°C 3 percig




GENTRANSZFORMACIO

A novényi sejtek esetén alkalmazoft
vektor nélkiili eljarasok

» elekiroporacio
« elektrofiizio
- génbevitel polictilén-glikol (PEG)

kozvetitésével
- génbevitel liposzomakkal Hairy root kultarak
. ultrahanggal torténé génbevitel
- mikroinjektalas L e
* DNS bcjultatésa génbeldvéssel korlatlanul ndvekednek
» szilikon-karbid tik alkalmazasa » Genetikailag stabilak

» Magas hatoéanyag-produkeio

- Hormonmentes taptalajon

« Uj vegyiiletek bioszintézise

r

GMO novények gyogyaszatifelh asznalasa

mvor

a kovetkezo évtizedekben

A gyogynovények mellett egyre nagyobb szerepe lesz a gyogyitasban
egyéb genetikailag modositott novényeknek is az kovetkezo évtizedekben.

A gyogyszeralapanyagok, gyogyszermolekulak  egy csoportjanak
eloallitasa baktérium-, gomba- és dllati sejttenyészetek helyett teljes
nivény felhasznalasaval is torténhet.

A novenyi sejtek, mint Kkis bioreaklorok szintetizaljak a specialis
molekulat, melyet tisztitas utdn vagy tisztitas nélkiil hasznositanak.

\ szintézishez sziikséges program géntechnologiai modszerrel beiiltetheto

1 sejtmaghba, vagy a novényi sejtben nagy szamban lévo kloroplasztiszok
genetikai allomanyaba,

A Kkloroplasztisz-transzformalt GM névények altalaban

nagyobb
mennyiségben termelik a sejt szaméara idegen anyagot.




GENOMSZERKESZTES

Korszakalkoté  jelentéségli Doudna  és Charpentier
professzorok csapata &ltal (University of California
Berkeley) 2012-ben publikalt és szabadalmaztatott eljaras, a
CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats) génszerkesztésre valé alkalmazasarol.

A médszer kidolgozéja ,molekuldris szike” hasonlattal
illette az eljarast: ,A tudésok ezzel a médszerrel nagyon
pontosan tudjdk médositani az él6lények DNS-ét és sejtjeit
- az cgész genombodl, amely példaul az ember esetében
harommillidrd bazisparbél all, a DNS kéd egyetlen betlje
megvaltoztathatoé.”

Ezzel az eszkozzel a DNS szerkeszthetové valik, nem Kivant

darabkikat lehet vele kivagni vagy akar kicserélni mas

szegmensekkel. A Science folyéirat mar 2013-ban az év
legfontosabb tudoményos felfedezései kozé valasztotta ezt a

modszert.

A felfedezés jelentoségét jél tilkrozik a Solvo Biotechnolégiai Zrt.
vezérigazgatéjanak szavai is: ,A rendszer segitségével nagyon
precizen lehet géneket szerkeszteni. A rendszer lényegében egy
programozhaté molekuléris oll6, amelynek segitségével tetszoleges
szakaszokat lehet kivagni a DNS-bol, és azok helyére mas DNS-
szakaszokat lehet beilleszteni. A CRISPR-Cas9 technolégia annyira
leegyszeriisitette, illetve cs6kkentette a genetikai modositas
kéltségét, hogy akar egy hazi laborban is késziilhet atszabott DNS-
minta.”




A CRISPR-Cas9 nevii génszerkesztdo néhany ev alatt felforgatia a
genetikat, mert minden korabbinal pontosabb és rugalmasabb celzott
DNS-szerkesztést tett lehetove.

A modszer két osszetevobél 4ll: a CRISPR az informaciot szallito és a
célt belovo RNS, mig a Cas9 az az enzim, amely a DNS darabolasat
végzi. A kutatok rajottek arra, hogy mikent vehetik ra a Cas9-et, hogy
molekularis méretii ,,0ll6ival” barmilyen DNS barmelyik szakaszat ki
tudja vagni. A vegeredmény egy egyszeriien programozhato
biotechnologiai eszkoz. A CRISPR-Cas9 egyszerre tobb gént is célba
vehet, ami nagy elony az olyan oOsszetettebb betegségek esetében,
amelyeket nem egy, hanem t6bb gén okoz. A modszer uj valtozata, a
CRISPR-CasX még ennél is igéretesebb, mert Kisebb és ezért

konnyebb eljuttatni a rendeltetési helyére.

A mezogazdasaghan a kutaték elsosorban olyan élelmiszerndvények
nemesitésére hasznaljadk a CRISPR médszert, amelyeknél korabban
Lal bonyolult, vagy tal kéltséges lett volna a genetikai médositas, de
bevetik olyan fontosabb ndvényeknél is, amelyeknek mar van GM-
valtozata.

A DuPont véllalatnal a kutaték mar dolgoznak a kukorica, széja,
olajrepce, rizs és biza CRISPR-Cas9-szerkesztelt valtozatain. Kzek a
novények aj tulajdonsagokkal rendelkeznek, példaul szarazsagtirok

és magasabb a hozamuk ~ mindkét tulajdonsag kritikus fontossaga,

tekintettel az éghajlatvaltozasra, valamint arra, hogy a vilag

népessége gyorsabban no, mint az élelmiszertermelés.




Uj innovaciés Ichetéséget kinal azonban a genomszerkesztés,
mely idegen DNS beépitése nélkiil torténik, ezért az igy

nemesitett ndvényt, allatot nem indokolt GMO-ként kezelni.

Az irAnymutaté uniés GMO-definicié is kivételt tesz harom nemesitési
médszer: a mutagenezis, a sejtfizié (protoplaszt f(zid) és a poliploidizGcié
esetében. A genomszerkesztés, a preciziés nemesités pedig nem mas, mint
irdnyitott mutagenesis. Tehat a jelenlegi EU direktiva szerint a
genomszerkesztésbdl szarmazé nemesités termékeibe nem torténik idegen
gén beépitése, és igy nem tekintendék GMO-szervezeteknek.

Ez is indokolja, hogy 2018-ban csatlakoztunk az Eurépai Akadémidk
Tudomanyos Tanacsadé Testiileténck (EASAC) allasfoglalasahoz, amely
ésszeriibb, a genomszerkesziési modszerek valédi lehetoségeihez és
kockazataihoz igazodé szabalyozast siirget.

 Agéntechnolégiai médosités helyszinei

s Sejtmag- (genom) DNS
s Plasztisz-DNS

8 Mitokondrium-DNS} L
extrakrornoszémalis

tulajdonsagok,
anyai orokléesmenet

géntechnologiai szemponthdl a sejt = a névénnyel!

sejtekbdl in vitro, névények regeneralhatok




A novényi sejtben a sejtmagon kivtl a mitokondrium és a
kloroplasztisz is tartalmaz genetikal informaciot hordozo DNS-t

(R. Lewis 1995. Beginning of the life. WC.B. Boston nyoman)

A: kloroplasztiszokat tartalmazo fotoszintetizalo sejtek,
B: a kloroplasztisz felépitése, a fotoszintézis a granum
,zsakocskaiban” (vezikulumok) torténik,

C,D: a kloroplasztisz DNS (ptDNS) szamos kopiaja a

granumlemezek kozott helyezkedik el
(E.J. Garner és mis. 1991. Principles of genetics, John Wiley and Sons, New York)




A kloroplasztisz-transzformalt GM novények
altal eloallitott értékes molekulal

- gyogyaszati alapanyagok (tripszin),

- monoklonalis antitestek (immuno- globulin) és

- eheto vakeinak (kolera ellen immunitast biztosito fehérje).
A gyogyszeripari alapanyagot termelo transzgénikus novény szantofoldi
termesztése szamtalan elonnyel jar:

g Hasznositja példaul a természet eroforrasait (napfény, csapadeék).

Kisebb kornyezeti terhelést jelent, kevesebb szennyezo anyagot
termel, mint a hagyomanyos fermentor.

A novény magjaban, szemtermesében szintetizalodo rekombinans
feherje hiités nélkiil is hosszii ideig stabil, jol tarolhato.

A vakcina-antigéneket termelo novény tovabbi elonye, hogy a
hatoanyag tisztitas nelkiil is alkalmazhato, hasznalata nem igényel
injekeios tat, melynek megsemmisitése koltséges.

for Farmaceuticals/ ,,Molecular farming’
Kloroplasztisz-transzformalt GM novények

* Fontos, hogy az idegen molekula nagy tomegben termelodjon, a termes
konnyen gyujtheto, szallithato és raktarozhato legyen.

* Az clso gyogyaszati célra hasznalhato feherjét (emberi novekedesi
hormont) termelo GM dohanyt 1986-ban allitottak elo.

* Napjainkra tobb ezer tudomanyos kozlemény jelent meg, melyek tobb
mint szaz gyogyitasban hasznalhato molekula eloallitasarol és
alkalmazasinak eredményeirol szolnak (hormonok, immunoglobulin,
interferon, interleukin, novekedési faktor, human autoantigének, valamint
virus €s baktériumok elleni antigének).

* A novenyben, illetve annak kloroplasztiszaban termelt fehérjék koziil

it klinikai vizsgalatokban is ellendriztek, s az eredmények nagyon
biztatoak.




Magyarorszigon a kutatisok ehetéo vakeina eloallitasara

iranyulnal:

« Az immunizilisra szolgilé, betegséget nem okozoé bakteriilis
credetii  fehérjéket  transzgénikus  rizsvonalakban
szintefizaltattak.

« Bizonyitottak, hogy a GM rizs szemtermésében elegendo
mennyiségii rekombinins antigén fehérje termelodik ahhoz,
hogy néhiny gramm nyers rizs elfogyasztisa megfelelo szamu
ismétlésben védelmet nyijtson E coli- vagy kolerafertozéssel
szemben.

» allatoknal térekednek a szovetspecifitasra
tejbe kivalaszthaté legyen

Felméresek
a biotechnologiai modszerek elfogadasarol

Japanban a laikusok véleménye jelentésen valtozott (Jobban tamogatja!)
» Csokkent azok szama akik elutasitiak  (vilagviszonylatban nott)

* NOtt azok szama, akik Ggy veélik, hogy a biotechnolégia csokkentiaz ehezésta
vilagon.

b alkalmazas a betegségeknek ellenallé gabonafajtak kialakitasa volt

(herbicid-, vagy rovar rezisztencia).

alkalmazas az ¢! jenek baklernumokba valé bejuttatasa volt
vakcinak és qyoqyszerek termeltetése céljabdl (inzulin!)

+ Kalon vizsgaltak, hogy az egyes terileteken hogyan itélik meg az emberek
a varhato elonyoket és kockazatokat
* Legtobben: klénozas és genetikailag madasitolt élelmiszerek kool




Biotechnologiai modszerek elfogadasa

- Legjobb a fogadtatas a human-terapias géntechnika
alkalmazasa terén —— sokan tekintik uj fegyvernek a rak ellen:
kizdelemben és mas eddig gyogyithatatian betegség terén.

- Németek ellenallasa a legnagyobb minden vonatkozasban.

- A médiak felelésége ériasi !!!

Genetikailag modositott szervezetek

(genetically modified organism)

* Genetikal anyaga nem természetes tuton valtozott
meg (nem a parosodast koveté rekombinacio utjan)

— a géntechnologia eszkozei altal idegen DNS szakasz
bejuttatasa

— altalaban cél az expresszio




\ transzgénikus vagy genetikailag modositott (GM) novényels
eloallitasanak fobb lépései

I. Génizolalds
2. Vektorba épités (a vektorok bakteridlis plazmidok, amelyek promotert, kédolo
szakaszt, termindtort, marker- és riportergéneket tartalmaznak)
3. Géntranszfer (indirekt: Agrobacterium tumefaciens,
direkt: pl. génpuska

. A ransformansok szelekeidja

Y. A transzgénikus novények regenerdlisa

. A transzgénikus novény vizsgalata laboratériumban, iiveghdzban

7. A transzgénikus novények szantofoldi teszrelése
8. Fajtabejelentés

9. Transzgénikus novenyek forgalmazisa

Az celGallitas és felhasznalas célja

Ehezés megdllitasa (pl. hozamnoveléssel)
Hidanybetegségek megsziintetése
Betegségek gyogyitdsa

KirnyezetkimélO technologiik

({j ipari technologiak




Technolégiai celok

- biotikus stressz rezisztencia (virus, gcomba, bakiérium, rovar) és abiotikus
stressz rezisztencia (herbicid) kialakitasa - elsO generacios novenyek

- Herbicid rezisztencia - Roundup Ready szoja

- Rovar ellenallésig —,, BT kukorica”

- Betegség ellendllosdg - Burgonya Y virus
« a noveny anyageseréjének (szeénhidrat, zsirsav, feherje) es fejlodesének (eres,
himsterilitas, sth.) modositasa - masodik genericios novenyek

- Hozam novelése

- Vitamingazdagsdg— arany rizs A vitamin

- Allergén mentesség — glutén mentes

- Feldolgozds— henvertessa elaszlikussag javitasa

- Eltarthatosag— poleos™ paradicsom

GM novények termeszto teruletenek valtozasa 1996-2012
hatasmechanizmus szerint (millio ha, millio acre)

Global Area of Biotech Crops, 1996 to 2012:
By Trait (Million Hectares, Million Acres)

. =0~ gyomirtészerrezisztens
~[F rovarirtéirtészerrezisztens
-/~ gyom- és rovarirtoszer rezisztens

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 20102011 2012

James, 2012




A noveényi sejtben a sejtmagon kivul a mitokondrium és a

kloroplasztisz is tartalmaz genetikai informaciot hordoze DNS-t
(R Lewis 1995. Beginning of the life. WC.B. Boston nyoman)

[ smandurc
Sepmans

| Mitckondnum
POrus Ok

PAsCkondnum

Vakuthum

Kioroplaamss
csak a kloroplasztiszban
es van
miukodokéepes DNS

a kloroplasztisz DNS (ptDNS)
szamos Kopiaja a granumlemezek
kozott helyezkedik el

\ kloroplasztisz-transzformalt GM noveények altal eloallitott

értéles molekulak: pl. - gyogyaszati alapanyagok -(tripszin), :
_ monoklonilis antitestek (immuno - globulin)

e g s e ioval, amely cgy
- Gliikocerebrozidaz enzim eloallitasa sargarépa bﬁjlsfl"s?'pmzfol‘;:;tévé o
orokletes anyageserezavar, a Gaucher - betegség gyogyitasat (esz1 Ie

Fermentacios 1
sargarepa GM




\ gyogyszeripari alapanyagot termelo transzgénilus noveny
szantofoldi termesztése

Kisebb kirnyezeti terhelést jelent, kevesebb szennyezo anyagot termel,

mint a hagyomanyos fermentor.

- Eheto valicindle (pl. kolera ellen immunitast biztosito fehérje).

* A novény magjaban, szemtermesében szintetizalodo rekombinans
feherje hités nélkiil is hosszi ideig stabil, jol tarolhato.

* A vakcina-antigéneket termelé novény tovabbi elonye, hogy a
hatoanyag tisztitas nelkiil is alkalmazhato, hasznalata nem igényel
injekcios tit, melynek megsemmisitése koltséges.

Tovabbi elony: Hasznositja a természet eroforrasait (napfény, csapadek).

Fontos, hogy az idegen molekula nagy tomegben termelodjon, a termeés
konnyen gyujtheto, szillithato és raktarozhaté legyen.

A novenyben, ill. kloroplasztiszaban termelt fehérjék koziil sokat klinikai
Azspalatoliban is ellenoriztek, s az eredmények nagyon biztatoak.

Pharming for Farmaceuticals / ,, Molecular farming

A kutatasolk eheto vakeina eloallitasara iranyulnals

A bioreaktor transzgénikus novények eléallitisaban oriasi

jelentéosége lesz a jovoben a kloroplasztisz transzformacionak.

» Az immunizailisra szolgalé, betegséget nem okozo bakterialis
eredetii  fehérjéket transzgénikus rizsvonalakban
szintetizaltatjak

* GM rizs szemtermésében elegendé mennyiségii rekombinans
antigén fehérje termelédik ahhoz, hogy néhany gramm nyers
rizs _elfogvasztiasa megfelelo szamia ismétlésben védelmet
nyujtson E coli- vagy kolerafertozéssel szemben.

« allatoknal torekednek a szdvetspecifitasra (pl.

kivalaszthat6 legyen




IJoroplasztisz-transzformalt GM novények

Aranyrizs — Golden Rice 2 (GR2)

A-vitamin hiany Dél- Azsiaban; a rizs alapélelmiszer.

\ i-karotin (A-vitamin eldanyaga) a levélben szintetizalodik, a rizsszemek
alig tartalmazzak.

3 oén bejuttatasaval a B-karotin szint megnovelheto. Az osszes karotinoid

Jelento’s géntechnologiai fejlesztés, hazankban is

megviltoztathatja a génnemesitett novények megiéléset.

Utoszo

Az emberi természet sajatja, hogy hasznalja mindazon ismereteket
es eszkozoket, melyek rendelkezésére allnak. Az emberiség torténete
soran mindig is ezt tette. A biotechnologiaval sem lesz masképp
(Prof. Heszkiy LaszIo).

Hosszu tavon nem tehetiink mast, mint elfogadjuk James D. Watson
Nobel-dijas professzor ajanlasat:

»Meg kell tanulnunk egyiitt élni
a DNS-réol szerzett tuddasunkkal”.




Akit érdekel a téma....

Genetikailag modositott ¢élolények

(GMO-k) a tények tiikrében

Magyar Fehér koinyv
Szerkesztok:

Balizs Ervin, Dudits Dénes, Sagi Laszlo

SZEGED, 2011




7. elGadas (04.29)

A tovdbbiakban - a teljességre torekvés szandéka nélkil, a
specidlis anyagesereutak legnagyobb osztdlyait képviselo -
kiilonbozo tipusd hatéanyagokat (mint pl. alkaloidokat,
illdolajokat, poliineket, flavonoidokat, kumarinokat stb.)
szintetizdlo szovettenyészeteken keresztil mutatom be a
farmakolégiailag aktiv vegyiiletek képzadésének

optimalizdldsdra iranyulé kisérleti eredményeket.

Az vizsgdlatokat néhdny esetben /7 vive kisérletekkel

is kiegészitem.




BIOGENETIKAI RENDSZER

1. Szacharidok

2. Fenoloidok
3. Poliketidek

4. Terpenoidok
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Novenyi hatoanyagok megoszlasa

(LUCKNER nyoman)

TROPANVAZAS
alkaloidokat tartalmazé drogok




SOLANACEAE noveények alkaloidtartalma

A novény megnevezése Alkaloid (%) Foalkaloid

Atropa belladonna N
gyoker g;; hioszciamin
levél 0'2

termés ]

Hyoscyamus niger herba

(level, szarral, viragokkal, vagy terméssel)

Hyoscyamus muticus

levél és viragzat 1.5

Scopolia carniolica,

Scopolia japonica

Datura stramonium varietasai var. tatula,

var. stramonium, var. godroni, 0,25 hioszciamin
var. inermis levél

0,04 hioszciamin
hioszciamin

0.8 szkopolamin

Daturainnoxia ipari agvegek 0,30 szkopolamin

Datura metelvarietasai var. metel,
var. rubra, var.obscura, 04-06 szkopolamin
var. Nuricata var. fastnosa
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4+ 2heles falluszszovet
2= 4 heles kalluszszovet
3= 6 hetes kalluszszovet ;
4 « B heles kalluszszovet

5= Szuszpenzio
6 = Szkopolamin +hioszccamin

Kifejleszko elegy: Soki 3:en‘n

Elchive :Dragendorff




Sotétben nevelt Datura
innoxia gyokeér kalluszszovel

balra: 1 mg/lkinetin és
1mg/12.4-D;

jobbra: A:1mg/12,4-D,
B: 1 mg/l kinetin,

C: hormonmentes
taptalajon




1 = 1mg/l kinetin + 4mglt 2,4:-D
2 = 2mglt kinetin + 15/t 24-D
3= /gl kinetin + 2maglt 2, 4-D
4 = 4 mgll kinedin+ 5mgll 24-D
5 = Szkopolamin +hyoszciamin

Hifejleszto elegy: Soti szerin
Elchivo : Dragendorff

MEGVILAGITAS HATASA A DATURA INNOXIA MILL. GYOKER- ES
LEVELEREDETU KALLUSZSZOVETEK ALKALOIDTARTALMARA

" GYOKER 035+ " LEVEL

intakt szerv - 03 -
intakt szerv
0,25

0.2 1

Ul mgAkinetin  1/5 1 mg/l kinetin 15
mg/12.4-D mg/l 2.4-D

B S6tétben nevelt kallusz B Fényen nevelt kallusz




0

MEGVILAGITAS HATASA D. INNOXIA KULTURAK ALKALOID
TARTALMARA
(S=sotet; F=feny)

== szkopalamin -
hioszeiamin l

1/5S

GYOKER

11F * mg/lkinetin
mg/12,4-D

LEVEL

11F
mg/l kinetin

mg/12,4-D

DATURA INNOXIA ORGANIZALT KULTURA ALKALOID TARTALMA
0,05 0,05 0,05

0,04~ Bl |ioszciamin
Bl 57kopolamin




| a/ Topanvaz képzédése

Tropan alkaloidok bioszintézise
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Datura candida x D. aurea
hairy root klonok (Y-A4)

MS hormonmentes szilard és
folyékony taptalajon nevelve

g|'l lll

15210 diry root kultura folyékony
taptalajon nevelve




(N-9402A.r)
hairy root klon
MS (bal) és
Gamborg B-5 (jobb)

taptalajonnevelve

(N-9402 A.r.) hairy root klon
MS (bal) és Gamborg B-5 (jobb)

tiptalajon nevelve

Datura innoxia hairy root klonok (410, 411 ) alkaloid }\I«)Llll|~.u\vi.\
cny

Alkalold produkeld

solcl

112 .94 6 8
Tenyésztésl idé (hér)

W hiozdamin

- zkopolamin

Q soatiopn

ZA3n 4 5 6
Tenyésziésl ids (hét)

410 klon

411 klon

1 3 4 8 .8
Tenyéaztéd |65 (hét)

Plant Growth Regulation (2001) 33.231-236_1F: 0,




MgS0, HATASA DATURA INNOXIA MILL.
HAIRY ROOT KLONOK (410, 411) NOVEKEDESERE

l\lonok

uzLL

1480

Friss suly (g)

MgS Os Koncentracio (mg/l)

i1 8 1.

Datura innoxia hairy root klén (410) alkaloid produkciéjinals
valtozasa MgSO; hatasara

pr—

ol Yy BO9R WH
; | 410kion  § | ‘ g
v P I\"/ “~ - ",,/,

(mg/ksltins)
© o o

W hoszoumin
B 22kopolamin
Qpodropin

Oikg

°
Alkaloid produkei (mglkalvira)

Alkaloid produkeis
<

185 370 740 1480 185 370 7‘0 1480
Tépkozeg Mg SO4 tartalma Tépko Mg s
B pkozeg ‘mu“'gd lartalma

sotét




DATURA CANDIDA x D. AUREA HIBRID HAIRY RO’OTj KULTURA
(A.rA4) NOVEKEDESE MAGNEZIUM HATASARA

Belladonnae radix et folium




- Belladonnae radix et folium
- K{ (Solanaceae)
%)
g Atropa belladonna L.

Fot. Lusass §) ot
Gt

Belladonnae radix et folium
(Solanaceae)
Atropa belladonna L.. Nadragulya

gySkere és levele a drog

Tartalmaz:

- alkaloidot (gybkér: 0,3-0,8%0, levél: 0,2-0,5%0)
hioszciamin,
szkopolamin,
apoatropin,
kuszkohigrin,
beladonnin
- kumarinok (szkopoletin, szkopolin)

- flavonoidok

a hioszciamin --—- atropinna racemizalédik

Iatis — paraszimpatolitilkus,
pupilla tagitoé (szekréciot csbkkenti)

XVI.szd olasz nék (Bella donnca)




AR R

Transzgénikus Atropa belladonna 1.
kultirak alkaloid produkciéja

Hank Hajnalka




Hairy root klonok alkaloid tartalma

o Moseisin

(g vy )

e O-O1hioxzcimnmin

| o0 Fre
u0,00nPre
00.00% Pre;

Alkaloid prekurzor Phe hatasa
KS8# ha ] ]

f T e
Chromatographia, 2004 1F.2 1,23

Szacharéz hatasa a hairy root kultarak alkaloid tartalmara

«— hoszciamn (m/m?

—t— $2kopolamin (mVm%)
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-

alkalold tartalom

Lobelia inflata L. géntranszformalt hairy root kultira k
hatéanyag produkciojanak fokozasa

Alkaloidok (piperidin vazas- )
Osszalkaloid tartalom: 0,4 %
Lobelin tartalom: 0,05 %

Poliacetilenek (antiviralis, HIV ellenes)
Lobetiolin: 0,091%
Lobetilolinin: 0,067%

lobetiol:  R=H
lobetiolin:  R=glikéz
lobetiolinin: R=genciobi6z

Balvanyos Istvan




Invitro és in vivo L. inflata kultarak

Steril névenyek

[ Uveghazi n6vényeﬂ

I
L

CLCH-C-N

TI-35
N-/diklor-acetil/-hexametilén-imin

Lobelia infalta in vivo nevelt kulfiira
(53 mg/ITI-35)







LOBELIA INFLATA ORGANIZALT KULTURA LEVEL
FONAKEPIDERMISZEN A SZTOMAK MERETE ES SZAMA

Sztoma meret dbimm® - g, 15ma szam

B in viro
B iz vivo

20 mg/l TI-35 10 20 mg/1 TI-35

Uveghazi adaptacié




A Lobelia inflata
palantanevelésere szolgalo
vizagy az uveghazban

Palantak a satorbol valo kiszedéskor

Lobelia inflata betakaritas elott

l" l.u

Lobelin C”3 - NMR SPEKTRUMA

Persp view of lobel
(free base) as calculated by the
progran  Alchemy-IIl  from
Tripos Inc. comesponding to a

i megy confirmati
with NMR restraints.

T T T T
200 180 160 140 ll20 l(l)O SIO 6'0
PPM

Neszmelyi A Medical Journal of Experimental and Clinical Research (1998) 4. 15-19
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llxh ladaverin Saminopentinal  Alpiperidein

o L@——%

hnllllmn wanaxda béjmy 20H-Iend propontav
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benzoilecetsav \

N Hpt L)

lobinalin

RADIOAKTI VFEMLALAMN ES LIZIN BEEPULESE A L. INFL. ‘l’Tl
ORGANIZALT KULTURAK HERBAJANAK, ILL. GYOKERENEK
ALKALOIDJAIBA

Pha-pytkér

Phe -gyoker

Phadajhs
Phe -hajtas

1 il 1 1 1 1 L ]

wn

°

SN ' VRK Dragendorff pozitiv foltjainak aktivitasa
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Lobelia inflata hairy root klonok eloallitasa és vizsgalata

-

3 Fertozés mikroinjektalassal:
AT Agrobacterium rhizogenes R 1601 torzzsel

- ‘i
. v

8009/h7 klon
L. Inflata

=
— j’ x Hairy root klonok
Baktcn’m,n & e novekedése
[' mentesites BS5 szilard taptalajon

Tenyésztés szlard MS és
BS5 taptalajon

|

Al

LOBELIAINFLATA HAIRY ROOT KL ONOK SZARAZ
TOMEGE MS ES B5 TAPTALAJON

MS taptakj BS taptahj




,j. - e

LOBELIAINFLATA HAIRY ROOT KL ON TOMEGE 1\! 2SO0,
(0-2000 mg/l) TARTALMU B5 TAPTALAJOKON

—— ’ l : I : I 4
T T T T

0MgSO4 MgS04 2MgS04 4MgS04 8MgS04

v 1. 1R

Novekedési regulatorok hatisanak vizsgalata

NES [ES

szarazsuly és
lobelin tartalom

R

° °
CRCRACNC A - s
T tmzd Lobelin produkeio (pg/cult.)
R R
lobelin produkcid 25 15 02 lob::musoo
(ugkultira) 203 | 202 | 200

polisc. prod (mp/lall)

poliacetilén tartalom (mg/g) és
poliacetilén produkeié (mg/kultira)




KIN |
(mg/l) J

KIN hatasa a lobelin tartalomra (ug/e)

lob. prod. (ug/kuit.)
lobelin tart. (ug/g)

€s produkciéra (ug/cult.)

5 mg/l1ES fartalmi taptalajon kinetn (mgi)+ 5 mgl ES

CUdAaBBE WS
lobiwtin (o)

Tebafln (Uplo)

Subows sty (g
ersHnBRERE

Szaraz suly (2) s lobelin
tartalom (pg/g)




LOBELIA INFLATA KALLUSZSZOVETEK SZABAD
AMINOSAVTARTALMA

nM/g

50
1: AMS-2

Lys His Arg Cis Asp Ser Gln Pro Gly Ala Val [e Leu Tyr Phe

I

REGULATOROK ES AMINOSAVAK (10~ M/l) HATASA A
LOBELIA INFLATA KALLUSZSZOVETRE

0,015

m {riss suly (g)

m novekedési érték (NE)

m novekedés (mg/nap)

m Osszalkaloid tartalom (%)

2,4-D+Kin, Sz-11, Sz-28, Kin, Sz-11, Sz-28,
Phe Phe Phe Lys Lys Lys




Hormonokés alkaloid prekurzor aminosavak
hatasanak osszefoglalasa

lobelin €s poliacetilén produkcid fokozasa

hatoanyag produkcié gatlasa

lobelin produkcié fokozasa

."

L obelia inflata hairy root kulturak tenyésztése bioreaktorban

Poliacetilenek HPLC analizise Lobelia inflata
hairy root kultdra (#8009/h7) Kivoanataban

Batch technologia
- Taptalaj csere
Poliacaetilen tartalom (mg/g) valtozasa
(15% kioldodik a taptalajba)

Acta Horticulturae (2001) 597. 253-256 Balvanyos
Banyai

cwsaBRERS

Chromatographia, 2004 TF.: 1,23




Rauwolfia serpentina
oyokere szolgaltatja a drogot
T6bb mint 50 alkaloidot tartalmaz &
yohimbinvazas szarmazékok
Vérnyomascsokkento:

reszerpin

szerpentin

ajmalin, stb.
Pszichotrép hatasu, depressziot idéz el6:

reszerpin

1.
TE
22
5E
2

A tenyeszetek reszerpin-tartalma (0,3%)
duplaja az in vivo noveny gyokeréeben (0,14%)

ee o0

A szacharoz-tartalom novelése
+ 2-szeresére emelte a reszerpin-tartalmat
* 4-szeresére noveli a reszerpin-produkciot

mg
alkalold/kultara

2 SRNIRT, F A T o 8

Szacharéz-koncentracié(%)




